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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 liegtintrazellulär vor und weist ein Molekulargewicht von ͹͸ kDa und einen pI von ͷ,ͺͳ auf. Die Oxy-genase wurde hinsichtlich der Stabilität in Abhängigkeit von der Lagerungsdauer und verschie-denen Zellaufschlusstechniken untersucht. Die höchste Produktkonzentration an (+)-Nootkatonwurde durch den Aufschluss mittels Rührwerkskugelmühle erzielt. Sowohl die Transformations-aktivität als auch das Proteinbandenmuster des PSA-Myzels wurden mit der Aktivität und demBandenmuster des Fruchtkörpers verglichen. Des Weiteren wurden die Aktivitäten der Enzymeaus Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii gegenüber (+)-Valencen und de-ren Proteinbandenmuster untersucht und verglichen. Die cDNAderOxygenase ausPleurotus sapi-
duswurde in Vorarbeiten isoliert und vonARTESBiotechnology GmbHheterolog inHansenula po-
lymorpha exprimiert. Die kodierende Gesamtsequenz des Enzyms wurde dabei jedoch nicht voll-ständig isoliert. Aus diesem Grundwurde im Rahmen dieser Arbeit die cDNA-Sequenz der Oxyge-nase erneut isoliert und das Enzym heterolog exprimiert. Die höchsten Homologien auf Basis derAminosäuresequenz wurden zu einer postulierten Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus nachge-wiesen. Bei der heterologen Expression durch ARTES Biotechnology GmbH wurde lösliches aberinaktives Enzym erhalten. Deswegenwurde die rekombinante Oxygenasemittels iFOLD® ProteinRefolding System-Kit rückgefaltet; trotz Proteinrückfaltung 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-Templateswurden die cDNA-Erststränge (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 ʹͷ bis ͹ͳKopien ng−ͳ cDNA(ss). Die Anzahl in Pleurotus eryngii und
Pleurotus ostreatus lag wesentlich niedriger. Die erfolgreiche Ampliϐizierung der repräsentativenFragmente der Oxygenase wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz überprüft undbestätigt.Die rekombinante Peroxidase MsPͳ ausMycetinis scorodoniuswurde bei der Firma DSM in Asper-
gillus niger erfolgreich überexprimiert und ist die ersteheterolog exprimierteDyP-Typ-Peroxidaseaus der Familie der Schwindlingsverwandten. Um MsPͳ von dem Kulturüberstand abzutrennen,wurde eine geeignete Reinigungsmethode mittels FLPC entwickelt. Die gereinigte DyP-Typ-Per-oxidase wurde proteinbiochemisch charakterisiert und deren kinetische Parameter für unter-schiedlichste Substrate bestimmt. Das aktive Enzym liegt im Gegensatz zu anderen DyP-Typ-Per-oxidasen als Dimer vor. MsPͳ weist eine hohe Thermostabilität auf. Das pH-Proϐil des Enzymszeigte, abhängig von den eingesetzten Substraten, Aktivitätsmaxima zwischen pH ʹ,ͷ und Ͷ,ͷ undist vergleichbarmit den pH-Proϐilen anderer DyP-Typ-Peroxidasen. Neben dem Einϐluss vonWas-serstoffperoxid wurde auch der Einϐluss von Sauerstoff auf die Enzymaktivität von MsPͳ unter-



sucht. MsPͳ oxidiert β-Carotin auch in Abwesenheit von Wasserstoffperoxid, wobei die Enzym-aktivität durch die Zugabe von HʹOʹ signiϐikant gesteigert werden kann. Des Weiteren wurde dieEnzymaktivität gegenüber β-Carotin durch die Anreicherung des Reaktionspuffers mit Sauerstoffum den Faktor ʹ,͵ gesteigert. Dies deutet darauf hin, dass MsPͳ neben der Peroxidase- auch ei-ne Oxidasefunktion aufweist. Das ermittelte Substratspektrum des Enzyms umfasste neben na-türlichen Farbstoffen und dem charakteristischen DyP-Typ-Substrat auch bekannte Substrate fürpolyvalente Peroxidasen und Mangan- bzw. Ligninperoxidasen. Die Fähigkeit von MsPͳ, Mnʹ+ zuoxidieren, ist außergewöhnlich und wurde bisher nur für eine weitere DyP-Typ-Peroxidase ausPilzen beschrieben.Zur Rückgewinnung von MsPͳ aus technischen Prozessen wurde reines MsPͳ mit Hilfe kova-lenter chemischer Bindungen an Oberϐlächen 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 Oberϐlächengruppen mitN-(͵-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid(NHS) und anschließender Ausbildung stabiler Amidbindungen. Mit Hilfe von Glutardialdehydwurden zwar geringe Mengen des gereinigten MsPͳ an die verwendeten Silica-Monolithen im-mobilisiert; jedoch führte die anschließende Reduktion der Schiffschen Basemittels Natriumbor-hydrid zu einer Inaktivierung des Enzyms. Mit Hilfe von EDC undNHSwurde aktivesMsPͳ erfolg-reich an Silica-MonolithenundPolystyrol-Kugeln immobilisiert. VondiesenMaterialienwurdedieWiederverwendbarkeit sowie die Lagerstabilität überprüft. Weiterhin wurden sie zur Bleichungvon Molke eingesetzt. Immobilisiertes MsPͳ bleichte sowohl den durch Annattozusatz gefärbtenNatriumacetat-Puffer, als auch die gefärbte Molke innerhalb von ͳʹ Stunden. Das Resultat derBleichung war vergleichbar mit dem Resultat der Bleichung durch nicht immobilisiertes, aktivesEnzym.



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 ͹͸ kDa and a pI of ͷ.ͺͳ. The stability of the oxygenase wasexamined in matters of storage duration and different cell disruption techniques. The highestproduct concentration of (+)-nootkatone was achieved by using an agitator bead mill. Both, thetransformation activity and the protein pattern of the PSA mycelium were compared with theactivity 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 patternswere examined and compared. The cDNAof the oxygenasewas isolated in a previousstudy 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-tectedwith apostulated lipoxygenase fromPleurotus ostreatus. From theheterologous expressionperformed by ARTES Biotechnology GmbH, a soluble but inactive enzyme was obtained. Due tothat, the recombinant oxygenase was refolded by means of an iFOLD® Protein Refolding System-Kit. However, despite refolding, no active enzyme could be obtained.Theexpressionsof theoxygenases fromPleurotus sapidus,Pleurotus ostreatus andPleurotus eryngiiwere studied by means of Real-time-PCR. The cDNA-ϐirst-strand (ss) of P. sapidus, P. eryngii and
P. ostreatus of the different culture days were used as templates. The number of transcripts ofthe oxygenase from the basidiomycete Pleurotus sapidus amounted to values between ʹͷ and͹ͳ copies ng-ͳ cDNA(ss). However, the numbers in Pleurotus eryngii and Pleurotus ostreatuswereconsiderably lower. The successful ampliϐication of the representative fragments of the oxygenasewas proven and conϐirmed by sequencing of the nucleotide sequence.The recombinant peroxidase MsPͳ fromMycetinis scorodoniuswas successfully overexpressed in
Aspergillus niger by DSM and is the ϐirst heterologously expressed DyP-type peroxidase from the
Pleurotus species. In order to separate MsPͳ from the supernatant, an appropriate puriϐicationmethod by means of FPLC was developed. The puriϐied DyP-type peroxidase was biochemicallycharacterised and the kinetic parameters for different substrates were determined. In contraryto other DyP-type peroxidases, the active enzyme MsPͳ is a dimer which showed a high thermo-stability. Depending on the substrate, the pH proϐile showed maximum activities in the range ofpH ʹ.ͷ to Ͷ.ͷ and is therefore comparable with pH proϐiles of other DyP-type peroxidases. Ad-ditional to the inϐluence of hydrogen peroxide the inϐluence of oxygen on the enzyme activity ofMsPͳwas investigated. MsPͳ oxidises β-carotene even in absence of hydrogen peroxide, wherebythe enzyme activity can be raised signiϐicantly by the addition of HʹOʹ. Furthermore, the enzymeactivity towardsβ-carotenewas increasedby the factor of ʹ.͵ by enriching the reactionbufferwith



oxygen. This indicates a possible oxidase function in addition to the peroxidase function. Theidentiϐied substrate spectrum includes known substrates for versatile peroxidases, manganeseperoxidases and lignin peroxidases besides natural colouring agents and characteristic DyP-typesubstrates. The ability of MsPͳ to oxidiseMnʹ+ is exceptional andwas reported for only one otherfungal DyP-type peroxidase.To recoverMsPͳ from technical processes, the enzymewas immobilised onto the surfaces of silicamonoliths and polystyrene balls. The immobilisation was achieved by glutaraldehyde used ashomobifunctional cross linker as well as by chemical activation of the surface groups by ͳ-(͵-di-methylaminopropyl)-͵-ethylcarbodiimidehydrochloride (EDC) andN-hydroxysuccinimide (NHS),followed by the formation of stable amide bonds. By means of glutaraldehyde, small amounts ofMsPͳ were immobilised on the silica monoliths. However, the subsequent reduction of the Schiffbase using sodium borohydride led to an inactivation of the enzyme. By the help of EDC and NHSactive MsPͳ was successfully immobilised on silica monoliths and polystyrene balls. These ma-terials were tested with regard to their reusability and storage stability; additionally, they wereused to bleach whey. In summary, immobilisedMsPͳ bleached sodium acetate buffer coloured byannatto, as well as coloured whey within ͳʹ hours. The result of the bleaching was comparableto the result of the bleaching by non-immobilised active enzyme.
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Einleitung

ϭ Einleitung

ϭ.ϭ AlternaƟve Verfahren zu gängigen chemischen Prozessen

Das Interesse an biotechnologischen Verfahren für den Einsatz in industriellen Produktionspro-zessen ist in den letzten Jahrendeutlich gestiegen. DieGründedafür liegen in vielfältigenVorteilengegenüber herkömmlichen Verfahren wie beispielsweise (Buchholz und Kasche ͳͻͻ͹):• neue Reaktionsmöglichkeiten und Produkte• weniger Produktionsschritte• geringerer Energieverbrauch• Reduktion der Schadstoffemission• Einsparung von RohstoffenDie sogenannte „Weiße Biotechnologie“ͳ liefert mit der Biokatalyse durch die Nutzung von leben-den Zellen und Enzymen umweltfreundliche und nachhaltige Alternativverfahren zu den gängi-gen chemischenProzessen (Frazetto ʹͲͲ͵). Für die industrielleHerstellung liegt das Potential derBiokatalyse in der Entwicklung neuer Prozesse mit hochspeziϐischen Stoffumwandlungen. Diesearbeiten sowohl energie- als auch ressourcensparendʹ undminimieren dabei die Erzeugung nichtverwertbarer Abfallstoffe (Buchholz und Kasche ͳͻͻ͹; Braun et al. ʹͲͲ͸).In der Textilproduktion sind viele Prozesse (Stoffveredelung, Färben), unabhängig davon ob essich umdie Herstellung und Verarbeitung vonKunst- oder Naturfasern (Baumwolle,Wolle, Seide)handelt, durch einen hohen Energieverbrauch und häuϐig durch eine Gewässerbelastung gekenn-zeichnet. Diesen ökologischen 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 ʹͲͲ͵).

ͳWeiß steht für das langfristige Ziel, im industriellen Herstellungsprozess keine Schad- und Abfallstoffe entstehen zulassen.ʹNutzung nachwachsender Rohstoffe und vermarktbarer Wertstoffe aus Abfall- und Reststoffen.
ͳ



Einleitung
Von besonderem Interesse ist auch die efϐiziente Nutzung nachwachsender Rohstoffe mittels Bio-rafϐinerietechnologien. Im Gegensatz zu den endlichen fossilen Rohstoffenwerden nachwachsen-de Rohstoffe wie Holz und Stroh kontinuierlich in nahezu unerschöpϐlichen Mengen produziertund stellen somit eine der ergiebigsten natürlichen Ressourcen dar. Nach Schätzungen werdenjährlich ca. ͳͶͲ Billionen Tonnen Biomasse von Pϐlanzen produziert (Steinbüchel ʹͲͲ͸).Lignocellulosen bilden die Zellwand verholzter Pϐlanzen und bestehen aus den Hauptkomponen-ten Lignin, Hemicellulose und Cellulose, die ein komplexes, robustes und teilweise kristallinesNetzwerk͵ bilden. Ein direkter biotechnologischer Abbauprozess von Lignocellulose zu nützli-chen Werkstoffen bzw. Biokraftstoff ist bis jetzt noch nicht möglich (Bouws et al. ʹͲͲͺ).Die komplexe Struktur des LigninsͶ entsteht durch die verschiedenen Verknüpfungsmöglichkei-tenderdreiGrundbausteineConiferyl-, Sinapyl- undCumarylalkohol (SarkanenundLudwigͳͻ͹ͳ).Der heterogeneAuϐbaudes Lignins stellt für diemeistenMikroorganismen eineBarriere dar (Hof-richter und Steinbüchel ʹͲͲͳ). Durch oxidativen Abbau des Lignins könnten die für die Herstel-lung einer Vielzahl an Polymeren und Feinchemikalien geeigneten Phenylpropaneinheiten ge-wonnen werden.Uǆ ber eine enzymatische Hydrolyse der Cellulose- und Hemicellulosebestandteile können vor al-lem Cellubiose und Glucose gewonnenwerden. Diese können entweder direkt in der biotechnolo-gischen Industrie eingesetzt werden, oder als Produktionsplattform zum Beispiel für Bioethanolund Ethylacetat dienen (Braun et al. ʹͲͲ͸).Neben altbekannten Fermentationsverfahren wie derWeinherstellung werden in der Lebensmit-telindustrie Biokatalysatoren unter anderem zumKlären von Fruchtsäften, zur Stabilisierung vonSchäumen und zur Stärkeverzuckerung eingesetzt. Weiterhin werden Biokatalysatoren für dieHerstellung von Aromen verwendet. Aromen ϐinden in der Lebensmittel-, Kosmetik- und Parfüm-industrie sowie bei der Herstellung von Wasch- und Reinigungsmitteln vielseitige Verwendung.Ein großer Teil der verwendetenAromenwird durch chemische Synthese gewonnen, da der stetigwachsendeBedarf nicht durch die natürliche Gewinnung aus Pϐlanzenteilen gedecktwerden kann(Cheetham ʹͲͲͳ; Scragg ʹͲͲ͹). Hinzu kommt, dass die Gewinnung mit traditionellen Verfahrenhäuϐig unwirtschaftlich ist, da die Qualität des Pϐlanzenmaterials durch wechselnde klimatischeGegebenheiten jährlich schwankt. Außerdem führenMissernten aufgrund von schlechtemWetteroder Schädlingsbefall zu einer Erhöhung der Kosten.

͵Polysaccharide formen Cellulose- oder Hemicellulosemicrofasern, die dicht gepackt zwischen Ligninschichten lie-gen.ͶLignin ist ein dreidimensionales Netzwerk aus Phenylpropaneinheiten, die teilweise am Phenylring mono- oder di-methoxyliert und amPropanrestmit Hydroxygruppen substituiert sind. Dadurch ergibt sich eine Vielzahl an Unter-einheiten, die wiederum auf unterschiedliche Weise durch Ether- und C-C-Bindungen miteinander verknüpft sind(Martı́nez et al. ʹͲͲͷ).
ʹ
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Alternative Synthesewege natürlicher Aromastoffe gewinnen für die Industrie zunehmend an Be-deutung, da der Endverbraucher „natürliche Aromastoffe“ gegenüber chemisch synthetisiertenAromastoffen bevorzugt.Gemäß Art. ͵ Abs. ʹ lit. c der Verordnung (EG) Nr. ͳ͵͵Ͷ/ʹͲͲͺ handelt es sich um einen „natürli-chen Aromastoff“, wenn er „durch geeignete physikalische, enzymatische oder mikrobiologischeVerfahren aus pϐlanzlichen, tierischen oder mikrobiologischen Ausgangsstoffen gewonnen wird.Natürliche Aromastoffe sind Stoffe, die natürlich vorkommen und in der Natur nachgewiesenwurden.“ Biotechnologisch erzeugte Aromastoffe dürfen demnach als „natürliche Aromastoffe“deklariert werden, was einen Vorteil gegenüber chemosynthetisch hergestellten Aromastoffendarstellt.Die Bereitstellung ausreichender Mengen an Biokatalysatoren für den Einsatz in biotechnologi-schen Produktionsverfahren scheitert jedoch vielfach noch daran, dass die benötigten Enzymenicht in ausreichender Menge aus den Wildtypstämmen isoliert werden können. Daher ist dieEntwicklung efϐizienter Expressionssysteme inmesophilenWirtsorganismen von besonderer Re-levanz, um die Biokatalysatoren für Umwelt und Gesellschaft verfügbar zu machen (Heiden undErb ʹͲͲ͵).
ϭ.ϭ.ϭ Biotechnologischer Einsatz von BasidiomycetenZum Phylum der Basidiomyceten (Ständerpilze) gehören ca. ͵Ͳ ͲͲͲ Arten (Kirk et al. ʹͲͲͺ) zudenen fast alle Speisepilze zählen. Sie besitzen ein einzigartiges Enzymsystem mit einem hohenAnwendungspotential in der Weißen Biotechnologie.Aufgrund der komplexen Substrate wie Holz und terpenreiche Biopolymere produzieren Basidio-myceten eine eindrucksvolle Auswahl an unterschiedlichsten Enzymen – einschließlich Hydrola-sen (Pérez et al. ʹͲͲʹ) und Oxidoreduktasen (Scheibner et al. ʹͲͲͺ). Die häuϐig extrazellulärenEnzymeweisen dabei eine außergewöhnliche Stabilität auf (Jacobs und Callewaert ʹͲͲͻ). Zudemsind Basidiomyceten in der Lage, zahlreiche nachwachsende Rohstoffe als Kohlenstoffquelle undals Substrate in Transformationsreaktionen zu nutzen (Bouws et al. ʹͲͲͺ).Unter den Basidiomyceten gehören Weiß- und Braunfäulepilze zu den wenigen Organismen, diedie polymeren Substanzen der Lignocellulose abbauen und somit für den Pilz nutzbar machenkönnen (Müller und Loefϐler ͳͻͻʹ).Während die Braunfäulepilze in erster Linie Cellulose und Hemicellulose zersetzen, bauenWeiß-fäulepilze primär Hemicellulose und Lignin ab (Eriksson et al. ͳͻͻͲ; Zabel und Morrell ͳͻͻʹ;Schwarze et al. ʹͲͲͲ). Der Ligninabbau kann dabei simultan mit dem Abbau von Hemicelluloseund Cellulose oder davor stattϐinden (Otjen und Blanchette ͳͻͺ͸). Im Sekretom des Weißfäule-pilzes Pleurotus sapidus, wurde eine Vielzahl an Enzymen identiϐiziert, die dem Lignocellulose-Abbau dienen. Zu ihnen zählen unter anderem Cellulasen, Hemicellulasen, Peptidasen, Esterasen,Laccasen und insbesondere Peroxidasen (Zorn et al. ʹͲͲͷ).
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Die am Abbau beteiligten Peroxidasen sind vor allem Lignin- und Manganperoxidasen(Martı́nez et al. ʹͲͲͷ). Zusätzlich besitzen einige Pilze, die zur Gattung der Pleuroten oder Bjer-
kandera gehörigen, eine dritte Art von Peroxidasen.Diese Enzyme werden als polyvalente Peroxidasenͷ bezeichnet und kombinieren die katalyti-schen Eigenschaften vonMangan- und Ligninperoxidasen (Martı́nez et al. ͳͻͻ͸; Mester und Fieldͳͻͻͺ).Die heterogene Zusammensetzung des Lignins führt dazu, dass die lignolytischen Enzyme einegeringe Substratspeziϐität besitzen. Daher können Laccasen und Peroxidasen für den Abbau vonUmweltkontaminantenwie polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen im Erdboden odervon Azofarbstoffen in Industrieabwässern eingesetzt werden (Baldrian et al. ʹͲͲͲ; Levin et al.ʹͲͲͷ).Während lignolytische Enzyme aus Weißfäulepilzen in der papierverarbeitenden Industrie be-reits seit langem technologisch genutzt werden und eine Vielzahl von Patentschriften vorliegen(Scott und Akhtar ʹͲͲͳ), ist das Potential dieser Enzyme zur Produktion hochwertiger Lebens-mittelinhaltsstoffe wenig untersucht.Die Spaltung von Carotinoiden ist für die Riechstofϐindustrie von Interesse, da Carotinoide Vor-stufen vonAromastoffenwie beispielsweise vonα- und β-Ionon, Geraniol und β-Damascenon dar-stellen (Winterhalter ͳͻͻ͸; Winterhalter und Rouseff ʹͲͲʹ). Weiterhin spielt der Abbau von Ca-rotinoiden bei der Bleichung von Lebensmitteln eine Rolle.Aus dem Kulturüberstand des Weißfäulepilzes Mycetinis scorodonius (Knoblauchschwindling),wurde das Enzym MsPͳ isoliert, das β-Carotin zu ϐlüchtigen Verbindungen abzubauen vermag(Zorn et al. ʹͲͲ͵a). MsPͳ 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 ʹͲͲ͸). 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 (HülsdauʹͲͲ͹), ist der Beitrag des Enzyms zumAbbau von Lignocellulose noch nicht abschließend geklärt(Linde et al. ʹͲͳͷb).Die Peroxidase MsPͳ aus Mycetinis scorodonius wurde in Aspergillus niger überexprimiert undwird industriell als „MaxiBright™ “ zur Entfärbung vonMolke aus dem Käsereiprozess eingesetzt.Der enzymatische Prozess ersetzt dabei das herkömmliche Verfahren der chemischen Bleichung,wodurch die Denaturierung von Molkeproteinen und die Bildung von Fehlaromen vermiedenwerden.

ͷversatile Peroxidasen (VP)
Ͷ
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Unter den Aromastoffen bilden Terpenkohlenwasserstoffe und ihre Oxidationsprodukte - die Ter-penoide - eine bedeutende Gruppe. Mono- und Sesquiterpenoide sind häuϐig die Schlüsselaroma-stoffe pϐlanzlicher etherischer Oǆ le und wichtige Aromastoffe für Lebensmittel, Parfüms und an-dere Kosmetika. Dabei zeigen vor allem die einfach oxidierten Verbindungen eine große Vielfaltan Geruchseindrücken, wohingegen reine Terpenkohlenwasserstoffe eher unauffällige, wenigerbedeutende Geruchsqualitäten aufweisen (Ohloff ͳͻͻͶ).Eine neuartige Oxygenase aus demWeißfäulepilz P. sapidus katalysiert die selektive allylischeOxi-dation (Oxyfunktionalisierung) des Sesquiterpenkohlenwasserstoffs (+)-Valencen zu (+)-Nootka-ton (Kaspera ʹͲͲͶ; Fraatz et al. ʹͲͲͻb; Abb. ͳ.ͳ).
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Abbildung ϭ.ϭ: BiotransformaƟon von (+)-Valencen (ϭ) zu α-Nootkatol (Ϯ), β-Nootkatol (ϯ) und (+)-Nootkaton (ϰ)
mit Myzel von P. sapidus.

Nach Limonen undMyrcen ist Valencen einer der Hauptbestandteile von Essenzölen der ValenciaOrangen (Citrus sinensis) und fällt als Neben- bzw. Abfallprodukt bei derHerstellung vonOrangen-saft im Tonnenmaßstab an. Im Oǆ l überreifer Früchte, wurden bis zu ͳ,ͷ%Valencen nachgewiesen(Moshonas und Shaw ͳͻ͹ͻ).(+)-Nootkaton͸ ist ein begehrter Aromastoff der Grapefruit und wird als Riech- und Duftstoff inder Kosmetik- und Arzneimittelindustrie sowie zur Aromatisierung von Lebensmitteln verwen-det. Das synthetische Isomer (-)-Nootkaton weist im Gegensatz zu (+)-Nootkaton nur einen hol-zig würzigen Geruch auf, und der Geruchsschwellenwert ist in wässrigen Medien um den Faktorͳ.ͲͲͲ höher (Haring et al. ͳͻ͹ʹ; Fisher und Scott ͳͻͻ͹).

͸(+)-Nootkaton besitzt einen leicht bitteren Geschmack und einen extrem niedrigen sensorischen Schwellenwert vonetwa ͳ µg L−ͳ in Wasser (Ohloff ͳͻͻͶ).
ͷ



Einleitung
WeiterhinwurdeneinigepharmakologischeWirkungenvon (+)-Nootkatonbeschrieben. Beispiels-weise hemmt (+)-Nootkaton die Aktivität der Acetylcholinesterase (Miyazawa et al.ͳͻͻ͹;Miyaza-wa et al. ʹͲͲͳ) und die Aktivität der Cytochrom-PͶͷͲ-Monooxygenase (CYPͶͷͲ; Tassaneeyakul
et al. ʹͲͲͲ). Des Weiteren kann (+)-Nootkaton als Insektizid gegen Larven der Drosophila mela-
nogaster oder Termiten (Coptotermes formosanus) eingesetzt werden (Zhu et al. ʹͲͲͳ; Miyazawa
et al. ʹͲͲͲ).Aufgrund der geringen Akkumulation von (+)-Nootkaton in Pϐlanzen ist dessen extraktive Gewin-nung nicht wirtschaftlich. Der industrielle Bedarf wird nahezu ausschließlich durch Chemosyn-these gedeckt, bei der oft umweltbelastende Reagenzien, Katalysatoren und Lösungsmittel zumEinsatz kommen (Hunter und Brogden ͳͻ͸ͷ).Die enzymatische Synthese von (+)-Nootkaton mit Hilfe der Oxygenase aus P. sapidus ermöglichtdie biotechnologische Gewinnung des natürlichen Aromastoffes. Bislang wurde jedoch noch keinbiotechnologisches Verfahren zur Produktion von (+)-Nootkaton im industriellen Maßstab 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. ʹͲͲͻb). Weiterhin wurde die rekombinante Oxygenase aus P. sapidus in Han-
senula polymorpha exprimiert (Riemer ʹͲͳͲ).
ϭ.Ϯ Zielsetzung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der biochemischen undmolekularbiologischenCharakterisierung zweier neuartiger Oxidoreduktasen aus Basidiomyceten.Zumeinen sollte die nativeOxygenase aus Pleurotus sapidus, welche die selektive allylischeOxida-tion von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton katalysiert, proteinbiochemisch charakterisiert werden.Dazu wurde das Enzym hinsichtlich der Stabilität in Abhängigkeit von der Lagerungsdauer undverschiedenen Zellaufschlusstechniken untersucht. Weiterhin wurde die Expression der Oxyge-nase in verschiedenen Seitlingen mittels Real-time-PCR verglichen. Auch ein Vergleich zwischender nativen Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der rekombinanten Oxygenase sollte erfolgen.Da die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus keine Aktivität gegenüber (+)-Valencenzeigte, sollte ausgehend von vorangegangenen Arbeiten (Riemer ʹͲͳͲ) 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 überexprimierte rekombinante Per-oxidase MsPͳ aus Mycetinis scorodonius proteinbiochemisch charakterisiert werden. Dazu solltedas rekombinanteEnzymmittels FPLCgereinigtwerdenundanschließenddas Substratspektrum,die charakteristischen Optima und die kinetischen Parameter (Km) und (kcat) bestimmt werden.Weiterhin sollte das gereinigte MsPͳ für einen besseren industriellen Einsatz an verschiedenenMaterialien immobilisiert und dessen Anwendung gezeigt werden.
͸



Material und Methoden

Ϯ Material und Methoden

Ϯ.ϭ Enzyme

Die rekombinante Peroxidase MsPͳ aus Mycetinis scorodonius wurde von der niederländischenFirma DSM (Delft) in Aspergillus niger überexprimiert. Der enzymhaltige Kulturüberstand wurdefür die Untersuchungen von dieser Firma zur Verfügung gestellt.Die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde von der Firma ARTES BiotechnologyGmbH (Langenfeld) in Hansenula polymorpha exprimiert. Von dieser Firma wurden der enzym-haltige Gesamtzellextrakt und das Zellpellet sowie nicht aufgeschlossene Zellpellets und Glyce-rolkulturen zur Verfügung gestellt.Bei der Firma Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) wurde als Positivkontrolle für den Lipoxyge-naseassay (s. ʹ.ͳ͵.ͺ) eine Lipoxygenase aus der Sojabohne (für die Biochemie, > ͷͲ ͲͲͲUmg−ͳ)erworben.Für molekularbiologische Arbeiten wie die cDNA-Synthese, die DNA-Isolierung oder die Real-
time-PCR wurden DNA- und RNA-modiϐizierende Enzyme eingesetzt (Tab. ʹ.ͳ).
Tabelle Ϯ.ϭ: Verwendete DNA- und RNA-modifizierende Enzyme

Enzym Verwendung HerstellerAdvantage™ ʹ LD-Polymerase-Mix cDNA-Synthese Clontech Laboratories, Inc.,Saint-Germain-en-LayeHotStarTaq-Polymerase PCR Qiagen GmbH, HildenSuperScript Reverse Transkriptase II cDNA-Synthese Invitrogen GmbH, DarmstadtSuperScript Reverse Transkriptase III cDNA-Synthese InvitrogenRNase H DNA-Isolierung Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,DürenSso Advantage™ ʹ SYBR® Green Supermix ͹ Real time-PCR Bio-Rad Laboratories GmbH,MünchenRNase H Real time-PCR Invitrogen
͹enthält die Sso͹d-fusion Polymerase

͹
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Ϯ.Ϯ Mikroorganismen

Tabelle Ϯ.Ϯ: Verwendete Mikroorganismen

Stamm Stamm-Nr. Abkürzung Herkunft

Pleurotus eryngii ͺʹ͸Ͷ PER Deutsche Sammlung von Mikroorganismenund Zellkulturen GmbH (DSMZ),Braunschweig
Pleurotus ostreatus ͳͲʹͲ POS DSMZ
Pleurotus sapidus ͺ ͺʹ͸͸ PSA DSMZ
Coprinopsis cinerea Cʹͻ-ʹ COCI Friedrich-Schiller-Universität, Jena
Escherichia coli TOPͳͲ E. coli Invitrogen
Hansenula polymorpha — H. polymorpha ARTES

Ϯ.ϯ Materialien zur Immobilisierung

Die Fixierung vonMsPͳ erfolgte an zwei verschiedeneMaterialien (Abb. ʹ.ͳ), die in den folgendenKapiteln (s. ʹ.͵.ͳ und ʹ.͵.ʹ) beschrieben werden.

(a) (b)

Abbildung Ϯ.ϭ: Materialien, die zur Immobilisierung vonMsPϭ verwendet wurden: (a): Bruchstücke des funkƟo-
nalisierten Silica-Monolithen; (b): funkƟonalisierte Polystyrol-Kugeln in ϯϬϬ-facher Vergrößerung
(kleines Bild)

ͺDie in der Arbeit verwendeten Fruchtkörper des Basidiomyceten PSA wurden von Frau Dr. Ina Schüttmann(AG Prof. Dr. Zorn, Institut für Lebensmittelchemie und -biotechnologie der Justus-Liebig-Universität Gießen) zurVerfügung gestellt.
ͺ
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Ϯ.ϯ.ϭ Silica-MonolitheDie verwendeten Silica-Monolithen wurden von Herrn Till von Graberg (AG Prof. Dr. Smarsly,Physikalisch-Chemisches Institut der Justus-Liebig-Universität Gießen) zur Verfügung gestellt.DieMonolithewurdenmit verschiedenen reaktiven Gruppen funktionalisiert (Tab. ʹ.͵). Ihre Her-stellung sowie Funktionalisierung sind im Anhang (s. ͹.ͳ) dargestellt.
Tabelle Ϯ.ϯ: Verwendete Silica-Monolithen

Abkürzung BeschreibungBlind-SiOʹ reines Silica ohne FunktionalisierungAP-SiOʹ Silica funktionalisiert mit ͵-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS)MAP-SiOʹ Silica funktionalisiert mit N-Methyl-͵-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)ͻBSMAP-SiOʹ Silica funktionalisiert mit N-Methyl-͵-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)und Bernsteinsäureanhydrid

Silica (SiO2)

(a) Blind-SiOϮ

NH2

Silica (SiO2)

(b) AP-SiOϮ

N
H

Silica (SiO2)

(c) MAP-SiOϮ

N

OH

O
O

Silica (SiO2)

(d) BSMAP-SiOϮ

Abbildung Ϯ.Ϯ: Darstellung der verschiedenen reakƟven Gruppen auf den Silica-Oberflächen

ͻwurde für die Funktionalisierung mit Bersteinsäureanhydrid hergestellt
ͻ
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Ϯ.ϯ.Ϯ Polystyrol-KugelnDie reaktiven Polystyrol-Kugeln wurden von der Firma Rapp Polymere GmbH in Tübingen bezo-gen (Tab. ʹ.Ͷ).
Tabelle Ϯ.ϰ: Verwendete Polystyrol-Kugeln

Abkürzung Beschreibung Bindungskapazität Partikelgrößein mmol g−ͳ in µmCarboxy-PS(I)ͳͲ Carboxypolystyrol ͳ,ͷͷ ʹͷͲ–͵ͳͷCarboxy-PS(II)ͳͲ Carboxypolystyrol ͳ,ͳʹ ͶͲͲ–ͶͷͲBSAM-PS(I)ͳͲ Aminomethylpolystyrol acyliertmit Bernsteinsäure ͳ,Ͳʹ ʹͷͲ–͵ͳͷ
BSAM-PS(II)ͳͲ Aminomethylpolystyrol acyliertmit Bernsteinsäure Ͳ,ͻͶ ͶͲͲ–ͶͷͲ

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

Abbildung Ϯ.ϯ: Darstellung der verschiedenen reakƟven Gruppen auf den Polystyrol-Oberflächen

ͳͲ Die Verwendung von (I) bzw. (II) erfolgte zur Unterscheidung der Polystyrol-Kugeln mit gleichen Oberϐlächengrup-pen jedoch unterschiedlichen Bindungskapazitäten und Partikelgrößen
ͳͲ
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Ϯ.ϰ Molekularbiologische und biochemische Materialien

Ϯ.ϰ.ϭ AnƟkörperDie Aminosäuresequenz CQDAQYYPDDASVAGD wurde in vorherigen Arbeiten (Riemer ʹͲͳͲ) alsAntigendeterminante für die Produktion polyklonaler Antikörper gegen die Oxygenase aus PSAausgewählt. Die Synthese des Peptids und die Produktion der Antikörperͳͳ in Kaninchen wurdenvon der Firma BioGenes GmbH in Berlin durchgeführt.Das Präimmunserum der Kaninchen und das zur Produktion der Antikörper eingesetzte Peptidͳʹwurden ebenfalls von dieser Firma bezogen.Von Merck KGaA in Darmstadt stammte der Antikörper Ziege anti-Kaninchen IgG konjugiert miteiner Peroxidase.Der Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper konjugiert mit einer alkalischen Phosphatase wurdevon der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH in Steinheim erworben.
Ϯ.ϰ.Ϯ Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)-SäulenAlle Säulen inklusive Zubehör wurden von GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, erworben(Tab. ʹ.ͷ).
Tabelle Ϯ.ϱ: Verwendete FPLC-Säulen und Zubehör

Säule/Zubehör FunktionSuperdex ʹͲͲ ͳͲ/͵ͲͲ GL GelϐiltrationHiPrep DEAE-FF ͳ͸/ͳͲ-Fertigsäule schwacher AnionentauscherQ-Sepharose-High-Performance-Säulenmaterial (Q-HP) AnionentauscherXK ʹ͸/ʹͲ Column LeersäulePackingreservoir RK ͳ͸/ʹ͸ Säulenpackhilfe
HiTrap™ IEX Selection Kit ͳ mL TestsäulenHiTrap DEAE-FF-Säule schwacher AnionentauscherHiTrap Q-FF-Säule starker Anionentauscher

ͳͳanti-CQDAQYYPDDASVAGD-amid IgGͳʹkonjugiert an Rinderserumalbumin (BSA)
ͳͳ
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Ϯ.ϰ.ϯ Größenstandards

Tabelle Ϯ.ϲ: Verwendete Größenstandards ϭϯ

Proteingrößenstandard HerstellerPageRuler™ Unstained Protein Ladder (Abb. ͹.Ͷa) Fermentas GmbH, St. Leon-RotPageRuler™ Prestained Protein Ladder (Abb. ͹.͵b) FermentasPageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Abb. ͹.͵a) FermentasSERVA Native Marker Liquid Mix (Abb. ͹.Ͷb) Serva Electrophoresis GmbH, HeidelbergIEF Marker ͵-ͳͲ, Liquid Mix (Abb. ͹.ͷ) Serva
DNA-Größenstandard HerstellerͳͲͲ bp-DNA-Leiter extended (Abb. ͹.ʹb) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruheͳ kbp DNA-Leiter (Abb. ͹.ʹa) Carl Roth

Ϯ.ϰ.ϰ Kits

Tabelle Ϯ.ϳ: Verwendete Kits

Kit Verwendung HerstellerRNeasy® Plant Mini Kit RNA-Isolierung QiagenNucleo Spin® Plasmid Kit Plasmid-Isolierung Macherey-NagelNucleo Spin® Extrakt II Kit DNA-Extraktion Macherey-NagelNucleo Spin® Plant II Kit DNA-Isolierung Macherey-NagelSMART™ PCR cDNA Synthesis Kit Erststrangsynthese ClontechTOPO TA Cloning® Kit ͳͶ Klonierung InvitrogenServa Gel™ N Native Starter Kit native PAGE ServaPEROXsay™ Assay HʹOʹ-Konzentration G-Biosciences, St. LouisProtein Molecular Weight Standards Gelϐiltrationschromatographie ServaNovagen® iFOLD® Protein Refolding System ʹ Proteinrückfaltung Merck KGaA, Darmstadt

ͳ͵Abbildungen der verwendeten Standards sind im Anhang (s. ͹.ʹ) dargestellt.ͳͶDas TOPO TA Cloning® Kit enthält den pCR® ʹ.ͳ-TOPO®-Vektor und One Shot® TOP ͳͲ chemisch kompetente Zellen.
ͳʹ
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Ϯ.ϰ.ϱ OligonukleoƟdeDie Oligonukleotide stammen von der Firma EuroϐinsMWGGmbH in Ebersberg. Die aufgeführtenSchmelztemperaturen wurden nach der ʹ °C + Ͷ °C-Regel berechnet:

TM = n · [GC] · Ͷ°C+ n · [AT] · ʹ°C (ͳ)
n: Anzahl der Basen

Tabelle Ϯ.ϴ: Verwendete OligonukleoƟde mit interner Nummer, Name, Sequenz und Schmelztemperatur (Tm)

Nummer Name Sequenz Tm

Transcribed Spacer Region (ITS-Region)ͳͶ͹͵ ITSͶ ɬ'>TCCTCCGCTTATTGATATGC<ɪ' ͷͺ °CͳͶ͹Ͷ ITSͷ ɬ'>GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG<ɪ' ͷͺ °C
Kolonie-PCRͳͳͳͲ Mͳ͵for ɬ'>GTAAAACGACGGCCAG<ɪ' ͷͲ °Cͳͳͳͳ Mͳ͵rev ɬ'>CAGGAAACAGCTATGAC<ɪ' ͷͲ °C
Isolierung genomischer DNA͵͸Ͳͺ loxgenrevͳ ͷ͸ ɬ'>TCAAATTACAATCGCATTTGC<ɪ' ͷ͸ °C͸͹ͳͻ loxgenforʹ ͷͶ ɬ'>TCCACAACTACGCCTATG<ɪ' ͷͶ °C͵͸Ͳ͹ loxgenforͶ ͷͺ ɬ'>TCGAGCACACTACGTCCG<ɪ' ͷͺ °Cͷʹ͵Ͷ revloxFrͳ ͷͺ ɬ'>AGGCCTGAATTTGCGTATCT<ɪ' ͷͺ °C
cDNA-Synthese͸ͷͷͻ SMART ʹ oligo ɬ'>AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG<ɪ' ͻͶ °C͹ͻͳ͸Aͺ ͵’SMART CDS ʹA ɬ'>AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(TTT)ɨ0VN<ɪ' ͳ͵Ͷ °C͸ͷ͸ͳ ͷ’PCR Primer ʹA ɬ'>AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT<ɪ' ͸ͺ °C͸ʹͲ͵ loxgenforͷ ͷͶ ɬ'>ATGAATGGAAGACAGGGG<ɪ' ͷͲ °C͸ʹͲͶ loxgenfor͸ ͷ͸ ɬ'>ATGTCTCGGGAACTCTCG<ɪ' ͷ͸ °C͵ͺ͹ͻ loxforges ͷͺ ɬ'>CTGATGAGGAGCTGTTTAACG<ɪ' ͸ʹ °C͵ͺͺͲ loxrevges ͷͺ ɬ'>CAGGATACGGTGATGAATGC<ɪ' ͸Ͳ °C͵͸Ͳͺ loxgenrevͳ ͷ͸ ɬ'>TCAAATTACAATCGCATTTGC<ɪ' ͷ͸ °CͲʹͷ͹ loxgenforͳͷ ͷͶ ɬ'>CTCCCCTACTGTATCTTG<ɪ' ͷͶ °C
Real-time PCRͲʹͷ͹ loxgenforͳͷ ͷ͸ ɬ'>CACCGCCGTCAACTACC<ɪ' ͷ͸ °CͲʹͷͺ loxgenrevͷ ͷ͸ ɬ'>CGTTTGGCATTGAGAGGG<ɪ' ͷ͸ °CͲʹͷͻ forloxFrͳ ͷͺ ɬ'>ATTCCACAACTACGCCTATG<ɪ' ͷͺ °CͲʹ͸Ͳ revloxFrͳ ͷͺ ɬ'>AGGCCTGAATTTGCGTATCT<ɪ' ͷͺ °C͵͸Ͳͺ loxgenrevͳ ͷ͸ ɬ'>TCAAATTACAATCGCATTTGC<ɪ' ͷ͸ °C͸͹ͳͻ loxgenforʹ ɬ'>TATAAATTGACTCCCTACAGC<ɪ' ͷͺ °C

ͳ͵
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Ϯ.ϰ.ϲ Verwendeter VektorDer Vektor pCR® ʹ.ͳ-TOPO zur TA-Klonierung wurde von der Firma Life Technologies GmbH inDarmstadt bezogen (s. ͹.͵). Die zugehörige Vektorkarte ist im Anhang dargestellt (s. ͹.͵). DerTOPO TA-Vektor ist ein hoch efϐizienter Klonierungsvektor, da dieser an beiden überstehendenDesoxythymidinresten mit einer Topoisomerase I kovalent verknüpft ist, welche die Ligation desInserts in den Vektor katalysiert (Shuman ͳͻͻͶ). Bei Zugabe von DNA-Fragmenten mit über-hängenden ͵’-Desoxyadenosin-Resten werden diese Reste mit den komplementären ͵’-Desoxy-thymidin-Uǆ berhängen des Vektors unter Freisetzung der Topoisomerase verknüpft.
Ϯ.ϰ.ϳ SonsƟge verwendete Materialien

Tabelle Ϯ.ϵ: SonsƟge verwendete Materialien

Material/Chemikalie Bezeichnung Hersteller

Western und Dot BlotFotopapier BioMax XAR Film Kodak, RodgauChemilumineszenzreagenz Immobilon™ Western EMDMillipore, BillericaFilterpapier Blottingpapier Whatman GmbH, DasselPVDF-Membran Roti®-PVDF Carl RothEntwicklungsreagenz Sigma Fast™ BCIP®/NBT Sigma-Aldrich
analytische und präparative IEFFertiggele Serva Gel™ IEF ͵-ͳͲ ServaAuftragspuffer IEF sample buffer ʹx ServaLaufpuffer Serva Gel™ IEF Running Buffer Kit ServaIEF-Laufpuffer Bio-Lyte ͵/ͳͲ Ampholyte ͶͲ% Bio-RadIEF-Laufpuffer Bio-Lyte ͷ/͹ Ampholyte ͶͲ% Bio-Rad

ͳͶ
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Ϯ.ϱ Chemikalien

Ϯ.ϱ.ϭ Referenzverbindungen und Substrate

Tabelle Ϯ.ϭϬ: Verwendete Referenzverbindungen und Substrate

Chemikalie Reinheit Hersteller(+)-Nootkaton > ͻͻ% Sigma-Aldrich(+)-Nootkaton crystalline ͻͺ% Alfa Aesar GmbH & Co KG ,Karlsruhe(+)-Valencen ͻͷ% DöhlerGruppe, Darmstadtͳ-(͵,Ͷ-Dimethoxyphenyl)-ʹ-(ʹ-methoxyphenoxy)-propan-ͳ,͵-diol(Adlerol)
ͻ͹% ABCR Dr. Braunagel GmbH &Co. KG, Karlsruhe

ʹ,ʹ’-Azino-bis-(͵-ethylbenzthioazolin-͸-sulfonsäure)-diammonium-salz (ABTS)
— AppliChem GmbH,Darmstadt

ʹ,͸-Dimethoxyphenol ≥ͻ͹% Sigma-Aldrich͵,͵’,ͷ,ͷ’-Tetramethylbenzidin (TMB) ≥ͻͻ% Sigma-AldrichAnnattolösung (wässrig, alkalischerExtrakt) - Ruth GmbH & Co. KG,Bochum
β-Carotin ≥ͻ͹,Ͳ%, purum Sigma-AldrichBixin ≥ͻͲ,Ͳ% Molekula Limited,GillinghamGuajacol — Fisher Scientiϐic GmbH,SchwerteMangan(II)-sulfat-Monohydrat p. a. AppliChemReactive Black ͷ (RBlack ͷ) Dye content ͷͷ% (w/w) Sigma-AldrichReactive Blue ͷ (RBlue ͷ) Dye content ͳͲͲ% (w/w) —ͳͷThymol ROTICHROM® GC Carl RothVeratrylalkohol ≥ͻ͹% Sigma-AldrichWasserstoffperoxid purum, p. a.; ≥͵Ͳ% (RT) Sigma-AldrichThyroglobulin f.d. Gelϐiltrationschromato-graphie Sigma-Aldrich

ͳͷDas in der Arbeit verwendeten Reactive Blue ͷ wurde von Frau Prof. Dr. Christiane Liers (IHI Zittau) zur Verfügunggestellt.
ͳͷ
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Ϯ.ϱ.Ϯ SonsƟge Chemikalien und LösungsmiƩel

Tabelle Ϯ.ϭϭ: Verwendete sonsƟge Chemikalien und LösungsmiƩel

Chemikalie Reinheit HerstellerAceton ROTISOLV® HPLC Carl RothAcrylamid-Bisacrylamid-Stammlösung,Rotiphorese® Gel ͶͲ ͶͲ% in Wasser; ͵͹,ͷ:ͳ Carl Roth
Agar-Agar Kobe I reinst Carl RothAluminiumsulfat-Hydrat — Carl RothAmmoniumperoxodisulfat f. d. Molekularbiologie AppliChemAmmoniumsulfat ≥ͻͻ,ͷ%, p. a., ACS, ISO Carl RothAmpicillin, Natriumsalz ͻͻ% Carl Rothđ-Arginin ≥ͻͻ%, Zellkulturqualität Carl Rothđ-Asparagin-Monohydrat f. d. Zellkultur AppliChemBacto™-Pepton — Becton Dickinson GmbH,HeidelbergBradford-Reagenz Roti-Nanoquant® ͷx Konzentrat Carl Rothͷ-Brom-Ͷ-chlor-͵-indoxyl-β-ĉ-galacto-pyranosid (X-β-gal) >ͻͻ%, f. d. Biochemie Carl Roth
Bromphenolblau Natrium-Salz f. d. Elektrophorese Carl Rothʹ-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsäure(CHES) PUFFERAN®, ≥ͻͻ% Carl Roth
Cholsäure Natriumsalz ≥ͻͺ%, f. d. Biochemie Carl RothCitronensäure >ͻͻ,ͷ%, Ph. Eur. Carl RothCoomassie Blue G ʹͷͲ — AppliChemCoomassie Blue R ʹͷͲ — AppliChemĉ-(+)-Glucose-Monohydrat f. d. Mikrobiologie Carl RothDinatriumhydrogenphosphat p. a. AppliChemDinatriumtartrat-Dihydrat ≥ͻͻ%, p. a. Carl RothDiethylether Rotipuran® ≥ͻͻ,ͷ% p. a. Carl RothN-(͵-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimidhydrochlorid(EDC)

≥ͻͻ,Ͳ% (AT) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Rotipuran® ≥ͻͻ,ͺ%, p. a. Carl RothDithiothreitol f. d. Molekularbiologie AppliChemDesoxynucleosidtriphosphat (dNTPs:dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ‘ͻͺ%, lyophilisiert Carl Roth
Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat p. a. AppliChemEssigsäure Rotipuran®, ͳͲͲ%, p. a. Carl RothEthanol ≥ͻͻ,ͷ%, Ph. Eur., reinst Carl RothEthidiumbromid ͳ% (ͳmgmL−ͳ)Stammlösung Carl Roth
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(Fortsetzung)

Chemikalie Reinheit HerstellerEthylacetat min. ͻͺ% AppliChemEthylendiamintetraessigsäure,Dinatriumsalz (EDTA) p. a. AppliChem
Glutardialdehyd ~ͷͲ% Carl Rothđ-Glutathion oxidiert ≥ͻͺ%, für die Biochemie Carl Rothđ-Glutathion reduziert ≥ͻͺ%, für die Biochemie Carl RothGlycerol >ͻͻ,ͷ%, f. d.Fluoreszenzmikroskopie Merck
Glycin ≥ͻͻ%, p. a. Carl RothGuanidiniumchlorid ͻͻ,ͷ% Carl RothHefeextrakt Molecular Genetics Powder Fisher Scientiϐicn-Hexan min. ͻ͹% VWRN-Hydroxysuccinimid (NHS) ͻͺ% Sigma-AldrichIsopropanol ≥ͻͻ,ͺ%, p. a. Carl RothIsopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid(IPTG) >ͻͻ%, f. d. Biochemie Carl Roth
Kaliumdihydrogenphosphat ≥ͻͻ%, p. a., ACS Carl RothKaliumhydroxid ≥ͺͷ%, p. a., in Plätzchen Carl RothKupfersulfat-Pentahydrat p. a. AppliChemMagnesiumsulfat-Heptahydrat min. ͻͻ,ͷ%, f. d.Molekularbiologie AppliChem
β-Mercaptoethanol ͻͻ%, p. a.Methanol min. ͻͻ,ͺ%, HPLC GradientGrade VWR International GmbH,DarmstadtMethanol Rotipuran® ≥ͻͻ,ͻ%, p. a.,ACS, ISO Carl Roth
Milchpulver Blotting Grade Carl Roth͵-Morpholinopropan-ͳ-sulfonsäure(MOPS) für d. Molekularbiologie AppliChem
Natriumacetat wasserfrei, p. a., ACS Bernd Kraft GmbH,DuisburgNatriumborhydrid gepulvert, zur Analyse AppliChemNatriumcarbonat ≥ͻͻ%, wasserfrei Carl RothNatriumchlorid reinst Ph. Eur. AppliChemNatriumdodecylsulfat (SDS) Ph. Eur. MerckNatriumhydrogencarbonat ≥ͻͻ,ͷ%, p. a., ACS, ISO Carl RothNatriumhydroxid >ͻͻ%, p. a. Carl RothNatriumsulfat wasserfrei, ≥ͻͻ% Fisher ScientiϐicNatronlauge Rotipuran® ≥͵ʹ%, p. a. Carl Rothn-Pentan ≥ͻͻ% Fisher Scientiϐic
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(Fortsetzung)

Chemikalie Reinheit HerstellerPhosphorsäure Rotipuran® ≥ͺͷ%, p. a., ACS,ISO Carl Roth
Polyethylenglykol (PEG͵͵ͷͲ) BioUltra ͵,͵ͷͲ Sigma-AldrichRinderserumalbumin (BSA) >ͻͺ%, f. d. Molekularbiologie Carl RothSchwefelsäure Rotipuran® ≥ͻͷ%, p. a., ISO Carl RothN,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin(TEMED) min. ͻͻ% AppliChem
Trichloressigsäure p. a., >ͳͲ% Carl RothC,C,C-Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(TRIS-Base)

Pufferan® ≥ͻͻ,͵%, BufferGrade Carl Roth
TRIS-Hydrochlorid Pufferan® ≥ͻͻ% Carl RothTriton® X-ͳͲͲ reinst Carl RothTween® ʹͲ Ph. Eur. Carl RothTween® ͺͲ Ph. Eur. Carl RothZinksulfat-Heptahydrat p. a. AppliChem

Ϯ.ϱ.ϯ Gase

Tabelle Ϯ.ϭϮ: Verwendete Gase

Gas Qualität LieferantHelium ͷ.Ͳ Praxair, DüsseldorfSauerstoff ʹ.ͷ PraxairStickstoff ͷ.Ͳ PraxairWasserstoff ͷ.Ͳ PraxairSauerstoff Ͷ.Ͳ Praxair
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Material und Methoden
Ϯ.ϲ Geräte

Hier nicht aufgeführte Geräte werden in den jeweiligen Methoden speziϐiziert. StandardgeräteeinesmolekularbiologischenundbiochemischenLabors,wie zumBeispiel Pipetten oderVortexer,wurden nicht aufgelistet.
Tabelle Ϯ.ϭϯ: Verwendete Geräte

Gerät Modell HerstellerAutoklav Laboklav ͳ͸Ͳ MSL SHP Steriltechnik AG, DetzelSchloss/SatuelleAutoklav Laboklav ʹͷ B SHPBrutschrank IPP ͷͲͲͲ Memmert GmbH + Co.KG,SchwabachDispergiergerät T ʹͷ digital Ultra-Turrax® IKA®-Werke GmbH & Co. KG,StaufenFeuchtebestimmer MA ͵ͷ Sartorius AG, GöttingenGefriertrocknungsanlage Alpha ͳ-ʹ LD plus Martin ChristGefriertrocknungsanlagenGmbH, Osterode am HarzGelscanner Bio ͷͲͲͲ MICROTEK ServaGeldokumentation DeVision G Decon Sience Tec, HohengandernGeleletrophoresekammer Mini-Protean® Tetra System Bio-RadGeleletrophoresekammer PerfectBlue Mini S Peqlab Biotechnologie GmbH,ErlangenHPLC-Detektor L-ͶʹͲͲ UV-VIS Detektror Merck Hitachi, DarmstadtHPLC-Pumpe L͸ʹͲͲ A UV-VIS IntelligentPump Merck Hitachi
präparative IEF Rotofor® Cell Bio-RadIEF-Geleletrophoresekammer multiphor II GE HealthcareInkubationsschüttler Multitron Version ʹ Infors GmbH, EinsbachKälte-Umwälzthermostat Minichiller® Peter Huber KältemaschinenbauGmbH, OffenburgKühl-Thermo-Mixer MKR ͳ͵ HLC Bio Tech, BovendenMagnetrührer RH basic ʹ IKA®Nanophotometer NanoPhotometer™ Pearl Implen GmbH, MünchenPCR-Cycler AlphaSC Analytik JenaPCR-Werkbank PCR-Workstation PeqlabMikroplattenleser Biotek Synergy ʹ BioTek Germany, FriedrichshallRührwerkskugelmühle Dyno®-Mill Research Lab Willy A. Bachofen AGMaschinenfabrik, Muttenz
Real time-PCR Detektionssystem CFX Connect® Bio-Rad
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(Fortsetzung)

Gerät Modell HerstellerRotationsverdampfer Pumpe VP ʹ autovac/Pump MD ͳͲVARIO VWR International GmbH,DarmstadtRotationsverdampferVakuum-Controller CVC ͵ͲͲͲ VWR
Rotationsverdampfer Wasserbad HB ͳͲ basic VWRSchüttler gyro-rocker SSL͵ Bibby Scientiϐic Limited,StaffordshireSpannungsquelle Power Supply EVʹ͵ͳ PeqlabSpannungsquelle Power Supply EVʹ͸ʹ PeqlabSpektralphotometer Specord ͷͲ Analytik JenaSterile Werkbank HERAsafe KS ͳͺ Thermo Fisher Scientiϐic Inc.,WalthamTischzentrifuge Allegra® X-ͳͷR BenchtopCentrifuge Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Tischzentrifuge Microfuge® ʹʹRMicrocentrifuge Beckman Coulter
Ultratieϐkühlschrank Forma ͻͲͲ Series Thermo FisherWestern Blot-Dokumentation VersaDoc Imaging SystemͶͲͲͲ MP Bio-Rad
pH-Meter Seven Easy Mettler-Toledo GmbH, GießenReinstwasser-Anlage Sartorius arium ͸ͳͳVF Sartorius
Ϯ.ϳ BioinformaƟksoŌware und Datenbanken

Siehe Tabelle ʹ.ͳͶ.
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Material und Methoden
Ϯ.ϴ KulƟvierung von Basidiomyceten

Ϯ.ϴ.ϭ SNL-H-Mediumϭϳĉ-(+)-Glucose-Monohydrat ͵Ͳ,Ͳ g L−ͳđ-Asparagin-Monohydrat Ͷ,ͷ g L−ͳKaliumdihydrogenphosphat ͳ,ͷ g L−ͳMagnesiumsulfat-Heptahydrat Ͳ,ͷ g L−ͳHefeextrakt ͵,Ͳ g L−ͳSpurenelementlösung (s. ʹ.ͺ.͵) ͳmLL−ͳ
Der pH-Wert des Nährmediumswurdemit ͳMNaOH auf ͸,Ͳ eingestellt. Anschließendwurde die-ses in Erlenmeyerkolben überführt, mit Cellulosestopfen und Aluminiumfolie verschlossen undbei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert.
Ϯ.ϴ.Ϯ SNL-H-AgarϭϳFür die Plattenkultivierungwurden dem SNL-H-Medium (s. ʹ.ͺ.ͳ) zusätzlich ͳͷ,Ͳ g L−ͳ Agar-Agarhinzugefügt und bei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert.
Ϯ.ϴ.ϯ SpurenelementlösungEisen(III)-chlorid-Hexahydrat ͺͲmgL−ͳZink(II)-sulfat-Heptahydrat ͻͲmgL−ͳMangan(II)-sulfat-Monohydrat ͵ͲmgL−ͳKupfer(II)-sulfat-Pentahydrat ͷmg L−ͳEDTA ͶͲͲmgL−ͳ
Ϯ.ϴ.ϰ StammhaltungDie SNL-H-Agarplatten (s. ʹ.ͺ.ʹ) wurden jeweils mit einem ca. ͳ cmʹ großen, mit Myzel bewach-senen Stück einer SNL-H-Agarplatte der verwendeten Stämme angeimpft. Die PlattenwurdenmitParaϐilm® verschlossen und imBrutschrank bei ʹͶ °C kultiviert (Taubert et al. ʹͲͲͲ). Die bewach-senen Platten wurden bei Ͷ °C gelagert.

ͳ͹modiϐiziert nach Sprecher (ͳͻͷͻ) bzw. Sprecher und Hanssen (ͳͻͺʹ)
ʹʹ



Material und Methoden
Ϯ.ϴ.ϱ VorkulturFür die Vorkulturen wurden ͳͲͲmL SNL-H-Medium (s. ʹ.ͺ.ͳ) in einen ʹͷͲmL Enghals-Erlen-meyerkolben überführt. DasMediumwurdemit einem ca. ͳ cmʹ Stück von der jeweiligen Stamm-platte (s. ʹ.ͺ.Ͷ) inokuliert, indem das Agarstückchenmittels Ultra-Turrax (ͻͺͲͲUmin-ͳ, ͳͷ s) ho-mogenisiert wurde. Die Kulturen wurden für Ͷ Tage unter Lichtausschluss (ʹͶ °C, ͳͷͲUmin-ͳ,Auslenkung ʹͷmm) inkubiert.
Ϯ.ϴ.ϲ HauptkulturFür die Hauptkulturen wurden ʹͲͲmL SNL-H-Medium (s. ʹ.ͺ.ͳ) in einen ͷͲͲmL Enghals-Erlen-meyerkolben überführt. Die entsprechende Vorkultur (s. ʹ.ͺ.ͷ) wurdemittels Ultra-Turrax homo-genisiert (ͻͺͲͲUmin-ͳ, ͳͷ s). Das Hauptkulturnährmediumwurde mit ʹͲmL des Homogenisats(ͳͲ% des Hauptkulturmediums) steril inokuliert und anschließend für Ͷ-ͺ Tage unter Lichtaus-schluss (ʹͶ °C, ͳͷͲUmin-ͳ, Auslenkung ʹͷmm) inkubiert.
Ϯ.ϴ.ϳ ProbennahmeFür die Isolierung der genomischen DNA (s. ʹ.ͳ͹.͵) sowie der Gesamt-RNA (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ) wurdender Hauptkultur (s. ʹ.ͺ.͸) an jedem Tag steril Proben entnommen. Dafür wurde jeweils ͳmL derSubmerskultur entnommen und zentrifugiert (ͳͶ ͲͲͲUmin-ͳ, ʹͳ ͻʹͲ×g, ͷmin, Ͷ °C). Der Uǆ ber-stand wurde anschließend abgetrennt und verworfen. Das Myzel wurde in ϐlüssigem Stickstoffschockgefroren und bei −ͺͲ °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.
Ϯ.ϴ.ϴ KulturernteZur Abtrennung des Myzels vom Kulturüberstand wurden die Kulturen durch ein Stofftuch ϐil-triert. Das Myzel wurde dreimal mit VE-Wasser gewaschen und anschließend bei −ʹͲ °C einge-froren.
Ϯ.ϵ KulƟvierung von Escherichia coli

Ϯ.ϵ.ϭ LB-MediumTrypton ͳͲ,Ͳ g L−ͳHefeextrakt ͷ,Ͳ g L−ͳNatriumchlorid ͳͲ,Ͳ g L−ͳ
Das Nährmedium wurde bei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert.
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Material und Methoden
Ϯ.ϵ.Ϯ Ampicillin-StammlösungAmpicillin ͳͲͲmgL−ͳ
Die Ampicillin-Stammlösung wurde steril ϐiltriert, aliquotiert und bei −ʹͲ °C gelagert.
Ϯ.ϵ.ϯ LBamp-MediumLB-Medium (s. ʹ.ͻ.ͳ) ͳ LAmpicillin-Stammlösung (s. ʹ.ͻ.ʹ) ͳmL
Die Ampicillin-Stammlösung wurde direkt vor der Verwendung in das autoklavierte LB-Mediumgegeben.
Ϯ.ϵ.ϰ LBamp-AgarFür die PlattenkultivierungwurdendemLB-Medium (s. ʹ.ͻ.ͳ) zusätzlich ͳͷ,Ͳ g L−ͳ Agar-Agar hin-zugefügt und bei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert. Vor dem Gießen der Agar-Platten wurde in denauf ͷͲ °C abgekühlten LB-Agar ͳmLL−ͳ Ampicillin-Stammlösung (s. ʹ.ͻ.ʹ) gegeben. Die Plattenwurden bei Ͷ °C gelagert.
Ϯ.ϵ.ϱ StammhaltungDie Stammhaltung erfolgte für Stämme mit Vektor auf LBamp-Agarplatten (s. ʹ.ͻ.Ͷ). Die Plattenwurden nach der Inkubation (͵͹ °C, über Nacht) bei Ͷ °C gelagert.
Ϯ.ϵ.ϲ Übernachtkultur͵mL LBamp-Medium (s. ʹ.ͻ.͵) wurden im ͳͷmL Falcon™ Tubemit einer einzelnen Kolonie von ei-nerLBamp-Agarplatte (s. ʹ.ͻ.Ͷ) angeimpft. Anschließenderfolgtedie Inkubation überNacht (͵͹ °C,ʹʹͷUmin-ͳ).
Ϯ.ϵ.ϳ Glycerol-StockZur Konservierung von E. coli-Stämmen wurden Glycerol-Stocks angelegt. Dazu wurden ͸ͲͲmLeiner frischen Uǆ bernachtkultur (s. ʹ.ͻ.͸) mit ͶͲͲmL sterilem ͷͲ%igem Glycerol vermischt, mitϐlüssigem Stickstoff schockgefroren und bei −ͺͲ °C gelagert.
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Material und Methoden
Ϯ.ϭϬ KulƟvierung von Hansenula polymorpha

Ϯ.ϭϬ.ϭ YPD-MediumHefeextrakt ͳͲ,Ͳ g L−ͳBacto™ Pepton ʹͲ,Ͳ g L−ͳĉ-(+)-Glucose-Monohydrat ʹʹ,Ͳ g L−ͳ
Das Nährmedium wurde bei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert.
Ϯ.ϭϬ.Ϯ YPG-Medium für die ExpressionHefeextrakt ͳͲ,Ͳ g L−ͳBacto™ Pepton ʹͲ,Ͳ g L−ͳGlycerol ʹͲ,Ͳ g L−ͳ
Das Nährmedium wurde bei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert.
Ϯ.ϭϬ.ϯ YPD-AgarFür die Plattenkultivierung wurden dem YPD-Medium (s. ʹ.ͳͲ.ͳ) zusätzlich ͳͷ,Ͳ g L−ͳ Agar-Agarhinzugefügt und bei ͳʹͳ °C für ʹͲmin autoklaviert.
Ϯ.ϭϬ.ϰ StammhaltungDie Stammhaltung dermethylotrophenHefeHansenula polymorpha erfolgte auf YPD-Agarplatten(s. ʹ.ͳͲ.͵). Die Platten wurden ͳ-ʹ Tage bei ͵͹ °C inkubiert und anschließend bei Ͷ °C gelagert.
Ϯ.ϭϬ.ϱ ÜbernachtkulturDie Anzucht erfolgte in ͵mL YPD-Medium (s. ʹ.ͳͲ.ͳ) in einem ͳͷmL Falcon™ Tube unter Licht-ausschluss (ͳ͸–ʹͲ h, ͵͹ °C, ͳͺͲUmin-ͳ, Ͷͷ° Neigungswinkel). Die Uǆ bernachtkultur wurde dazumit Hilfe eines sterilen Zahnstochers mit einer Hefekolonie von einer YPD-Platte (s. ʹ.ͳͲ.͵) ange-impft.
Ϯ.ϭϬ.ϲ HauptkulturDie Anzucht und Induktion der Expression erfolgte in ͵mL YPG-Medium (s. ʹ.ͳͲ.ʹ) in einemͳͷmL Falcon™ Tube unter Lichtausschluss (ʹ Tage, ͵͹ °C, ͳͺͲUmin-ͳ, Ͷͷ° Neigungswinkel). Da-zu wurde die Hauptkultur mit ʹͲͲ µL der dicht gewachsenen Uǆ bernachtkultur (s. ʹ.ͳͲ.ͷ) sterilinokuliert.
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Material und Methoden
Ϯ.ϭϬ.ϳ Kulturernte und ZellaufschlussAm Ende der Kultivierung wurde die OD͸ͲͲ der Kulturbrühe bestimmt. Anschließend wurdendie Zellen abzentrifugiert (Ͷ °C, ͶͲͲͲUmin-ͳ, ͵͹ʹͲ×g, ͳͲmin) und in soviel Aufschlusspuffer(ͷͲmM TRIS-HCl pH ͹,ͷ) resuspendiert, dass die Zellsuspension eine OD͸ͲͲ von ͵Ͳ aufwies. Inein ͳ,ͷmL Reaktionsgefäß wurden ͷͲͲ µL Zellsuspension auf das gleiche Volumen Glasperlen(∅ Ͳ,ʹͷ–Ͳ,ͷmm, Carl Roth) gegeben und ͳͷ mal ͵Ͳ s mittels Vortexer aufgeschlossen (Schrimpf
et al. ʹͲͲ͹). Nach Zugabe vonweiteren ͷͲͲ µL Aufschlusspuffer wurde ͳͷmal ͳͷ s gevortext. DerUǆ berstand wurde nach Absinken der Glasperlen in ein neues Reaktionsgefäß überführt und alsGesamtzellextrakt bezeichnet. Der Zellaufschluss erfolgte unter ständiger Kühlung auf Eis.
Ϯ.ϭϭ Zellaufschlüsse von Basidiomyceten

Die Zellaufschlüsse wurden sowohl mit geerntetem Myzel (s. ʹ.ͺ.ͺ) als auch mit Fruchtkörpern(s. ʹ.ʹ) von Basidiomyceten mit folgendem Puffer durchgeführt:
ͷͲ mM TRIS-HCl-PufferTRIS-HCl ͹,ͺͺ g L−ͳ

Der pH-Wert wurde mit ͳM NaOH auf ͹,ͷ eingestellt.
Ϯ.ϭϭ.ϭ GefriertrocknungͳͲ g frisch geerntetes Pilzmyzel wurden in ein ʹͲͲmL Kristallisierschälchen eingewogen, mitAluminiumfolie abgedeckt und bei −ʹͲ °C eingeforen. Die Lyophilisierung erfolgte für ʹ-Ͷ Tage(−ʹͷ °C Eiskondensatortemperatur, Ͳ,͸͵mbar). Das erhaltene Lyophilisat wurde ausgewogen,mit einemGlasstab zerkleinert, in sterile ͷͲmL Falcon™ Tubes überführt und bis zur Verwendungbei −ʹͲ °C bzw. −ͺͲ °C gelagert (Fraatz ʹͲͲ͹).
Ϯ.ϭϭ.ϭ.ϭ PräparaƟon des Lyophilisates für die SDS-PAGEͷͲmg Lyophilisat wurden mit Ͳ,ͷmL ͷͲmM TRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷ versetzt, für ͳͷmin in ho-rizontaler Lage rehydratisiert (ͳͷͲUmin-ͳ, ʹͶ °C, Auslenkung ʹͷ mm) und anschließend zentri-fugiert (ͳͷmin, ͳͶ ͲͲͲUmin-ͳ, ͳͺ ͲͲͲ×g, Ͷ °C). ͳͲͲ µL Uǆ berstand wurden mit ʹͲͲ µL TRIS-HCl-Puffer verdünnt und als Probe zur SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) eingesetzt.

ʹ͸



Material und Methoden
Ϯ.ϭϭ.ϭ.Ϯ PräparaƟon des Lyophilisates für die TransformaƟon von (+)-ValencenZur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ) wurde das durch Gefriertrocknung erhalteneLyophilisat direkt eingesetzt.
Ϯ.ϭϭ.Ϯ Zellaufschluss mit flüssigem SƟckstoff

Ϯ.ϭϭ.Ϯ.ϭ Zellaufschluss für die SDS-PAGEͳ g geerntetes Pilzmyzel wurde in einen vorgekühlten Mörser eingewogen, mit ϐlüssigem Stick-stoff durchZermahlenaufgeschlossenund inͳmLTRIS-HCl-Puffer resuspendiert. Das aufgeschlos-sene Myzel wurde als Probe zur SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) eingesetzt.
Ϯ.ϭϭ.Ϯ.Ϯ Zellaufschluss für die TransformaƟon von (+)-ValencenDieser Aufschluss erfolgte analog zum Zellaufschluss für die SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ), jedoch wur-den ͵ g Myzel eingesetzt und in ͸mL TRIS-HCl-Puffer aufgenommen. Das aufgeschlossene Myzelwurde zur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵) eingesetzt.
Ϯ.ϭϭ.Ϯ.ϯ Zellaufschluss von Fruchtkörpern des Basidiomyceten Pleurotus sapidusDerAufschluss vonFruchtkörpernwurde analog zumZellaufschluss für die SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ)durchgeführt. ͵ g Fruchtkörperwurden zumAufschluss eingesetzt und anschließend in ͸mL Puf-fer resuspendiert. Die aufgeschlossenen Fruchtkörperwurden zur Transformation von (+)-Valen-cen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵) und als Probe zur SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) eingesetzt.
Ϯ.ϭϭ.ϯ Zellaufschluss miƩels Ultra-Turrax

Ϯ.ϭϭ.ϯ.ϭ Zellaufschluss für die SDS-PAGE͵ g Pilzmyzel wurden in ein ͷͲmL Falcon™ Tube eingewogen, mit ͵mL TRIS-HCl-Puffer versetztundmittelsUltra-Turrax (ͳͷ ͸ͲͲUmin-ͳ, ͷmin)unterEiskühlungaufgeschlossen.Das aufgeschlos-sene Myzel wurde als Probe zur SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) eingesetzt.
Ϯ.ϭϭ.ϯ.Ϯ Zellaufschluss für die TransformaƟon von (+)-ValencenDer Aufschluss erfolgte analog zum Zellaufschluss für die SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͳ.͵.ͳ), jedoch wurden͵ g Myzel eingesetzt und mit ͸mL Puffer resuspendiert. Das aufgeschlossene Myzel wurde zurTransformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵) eingesetzt.
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Ϯ.ϭϭ.ϰ Zellaufschluss miƩels RührwerkskugelmühleͷͲ g Pilzmyzel wurden mit ͳͲͲmL TRIS-HCl-Puffer versetzt und mittels Ultra-Turrax unter Eis-kühlung homogenisiert (ͳͶmin, ͳͷ ͸ͲͲUmin-ͳ). Die Pilzsuspension wurde in der Rührwerks-kugelmühle kontinuierlich zirkulierend aufgeschlossen (insgesamt ʹͲmin). Alle ͷmin wurdenͶmL Probe in Eppendorf Cups (ʹmL) abgefüllt. Der Aufschluss verlief mit ͷͷmL Mahlperlen(∅Ͳ,͹ͷmm, ʹͲͲͲUmin-ͳ) unter ständigerKühlung. Die erhaltenenProbenwurden anschließenddirekt als Probe zur SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und zur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵)eingesetzt.
Ϯ.ϭϮ BesƟmmung der Kulturparameter von Basidiomyceten

Ϯ.ϭϮ.ϭ BesƟmmung der BiofeuchtmasseDie Bestimmung der Biofeuchtmasse erfolgte gravimetrisch. Ca. ʹͲ g frisch geerntetes Pilzmyzel(s. ʹ.ͺ.ͺ) wurden in ein Falcon™ Tube (ͷͲmL) eingewogen, zentrifugiert (ͳͲmin, ͶͲͲͲUmin-ͳ,͵͹ʹͲ×g, Ͷ °C) und der Kulturüberstand entfernt. Die Zellmasse wurde dreimal mit je ʹͷmL VE-Wasser gewaschen und anschließend ausgewogen.
Ϯ.ϭϮ.Ϯ BesƟmmung der TrockenmasseDie Trockenmasse wurde mit Hilfe eines Feuchtebestimmers (Tab. ʹ.ͳ͵) aus der gewaschenenZellmasse (s. ʹ.ͳʹ.ͳ) ermittelt. Dazu wurden ca. Ͳ,ʹ g Biofeuchtmasse mittels Feuchtebestimmer(ͳͲͷ °C) getrocknet und die Trockenmasse bzw. der Wassergehalt gravimetrisch bestimmt. DieBestimmung der Trockenmasse von Fruchtkörpern und Lyophilisat erfolgte analog dazu.
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Ϯ.ϭϯ Proteinbiochemische Arbeiten

Ϯ.ϭϯ.ϭ Konzentrierung und UmpufferungFür Konzentrierung und Umpufferung von Volumina bis ʹͲͲmL wurden je nach ProbenvolumenMacrosep®-, Microsep™- oder Nanosep®-Zentrifugationseinheiten (Pall GmbH, Dreieich) mit ei-ner Ausschlussgröße von ͳͲ kDa verwendet. Sie wurden vor der ersten Verwendung dreimal mitVE-Wasser gespült und zentrifugiert (ͶͷͲͲUmin-ͳ, Ͷʹ͹Ͳ×g, Ͷ °C).
Ϯ.ϭϯ.Ϯ Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)Zur Proteinreinigung bzw. Ermittlung des Molekulargewichts wurden folgende Geräte eingesetzt(Tab. ʹ.ͳͷ).
Tabelle Ϯ.ϭϱ: Verwendete Geräte

Ionenaustauschchromatographie GelϐiltrationschromatographieGerät: BioLogic DuoFlow (Bio-Rad) Merck Hitachi s. ʹ.͸ (Darmstadt)Detektion: Extinktionsmessung bei ʹͺͲ nm Extinktionsmessung bei ʹͺͲ nmFraktionssammler: BioLogic BioFrac fraction collector(Bio-Rad) —
Datenaufnahme: BioLogic DuoFlow Version ͷ.ͳͲ(Bio-Rad) Clarity™ Version ͵.Ͳ.͸.ͷͺͻ (FirmaDataApex, Prag)

Ϯ.ϭϯ.Ϯ.ϭ Vorversuche zur Zweistufenreinigung unter Verwendung der Ionenaustausch-
chromatographie (IEX)Die in vorangegangenen Arbeiten (Scheibner ʹͲͲ͸; Hülsdau ʹͲͲ͹) etablierten Reinigungen vonMsPͳ aus Mycetinis scorodonius wurden auf das rekombinante MsPͳ (s. ʹ.ͳ) übertragen und da-hingehendmodiϐiziert, dass die ʹ. Reinigungsstufe ebenfallsmittels Ionenaustauschchromatogra-phie erfolgte. Für die Uǆ bertragung und Optimierung der Reinigungsstrategie wurden Testsäulenaus demHiTrap IEX SelectionKit (Tab. ʹ.ͷ) verwendet. Zur Zweistufenreinigungwurde ein schwa-cher Anionentauscher als ͳ. Reinigungsstufe (Tab. ʹ.ͳ͸) mit einem starken Anionentauscher alsʹ. Reinigungsstufe kombiniert (Tab. ʹ.ͳ͹). Das Säulenvolumen betrug ͳmL, die Bindungskapa-zität jeweils ͶͲmgmL−ͳ. Die Säulen wurden mit einer Flussrate von ͳmLmin−ͳ betrieben. DieBeladung der Säulen erfolgte mit Hilfe einer ʹmL Probenaufgabeschleife. Während des gesamtenLaufes wurden unter Einsatz des Fraktionssammlers ͳmL Fraktionen gesammelt. Der Nachweisdes Zielproteins in den gesammelten Fraktionen sowie dieMessung der Proteinkonzentration er-folgte mittels ABTS- und Bradford-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ und ʹ.ͳ͵.͵.ͳ).
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Tabelle Ϯ.ϭϲ: Parameter der ϭ. Reinigungsstufe des VorversuchsSäule HiTrap DEAE-FFSäulenmaterial DEAE Sepharose Fast Flow (schwacher Anionenaustauscher)Säulenvolumen ͳmLProbenschleife ʹmLFlussrate ͳmLmin−ͳFraktionsgröße ͳmL (von ͵–Ͷ͵mL)Startpuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ (Pumpe A)Elutionspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ + ͳM NaCl (Pumpe B)Probe MsPͳ-haltiger Kulturüberstand von A. niger (s. ʹ.ͳ); konzentriert undumgepuffert auf den Startpuffer (s. ʹ.ͳ͵.ͳ)
Methode:ͳ. UV-Lampe anʹ. Autozero͵. Startpuffer (ͳ,ͲmL)Ͷ. Injektion der Probe (ʹ,ͲmL); Spülen der Probenschleife mit Startpuffer (ʹ,ͲmL)ͷ. Startpuffer (ͳʹ,ͲmL)͸. Linearer Gradient über ʹ,ͲmL von Ͳ% zu ͳͲ% Elutionspuffer͹. ͳͲ% Elutionspuffer (ʹͲ,͸mL)ͺ. Linearer Gradient über Ͷ,ͶmL von ͳͲ% zu ͳͲͲ% Elutionspufferͻ. ͳͲͲ% Elutionspuffer (ͳͲmL)ͳͲ. Linearer Gradient über ͳͲmL von ͳͲͲ% zu Ͳ% Elutionspuffer
Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf den Startpuffer der ʹ. Reinigungs-stufe umgepuffert (s. ʹ.ͳ͵.ͳ). Anschließend erfolgte die ʹ. Reinigungsstufe (Tab. ʹ.ͳ͹).
Tabelle Ϯ.ϭϳ: Parameter der Ϯ. Reinigungsstufe des VorversuchsSäule HiTrap Q-FFSäulenmaterial Q Sepharose Fast Flow (starker Anionenaustauscher)Säulenvolumen ͳmLProbenschleife ʹmLFlussrate ͳmLmin−ͳFraktionsgröße ͳmL (von ͵–Ͷ͵mL)Startpuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ (Pumpe A)Elutionspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ + ͳM NaCl (Pumpe B)
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Die Abfolge derMethodewar analog zur ͳ. Reinigungsstufe. Die aktiven Fraktionenwurden verei-nigt, konzentriert und auf ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ umgepuffert (s. ʹ.ͳ͵.ͳ). Das gerei-nigteMsPͳwurde aliquotiert, mittels ϐlüssigemStickstoff schockgefroren und bei −ͺͲ °C gelagert.
Ϯ.ϭϯ.Ϯ.Ϯ Scale up der Zweistufenreinigung miƩels IEXUm größere Mengen des rekombinanten Enzyms zu reinigen, wurde eine Maßstabsvergröße-rung vorgenommen, bei der die Beladung der Säule über das Umschaltventil an Pumpe A (Po-sition Ͷ) erfolgte. Die ʹ. Reingungsstufe wurde dahingehend verändert, dass eine selbstgepackteSäule mit Säulenmaterial höherer Trennleistung (Q-HP) verwendet wurde. Die Flussrate wurdeauf ͵mLmin−ͳ erhöht (Tab. ʹ.ͳͺ). Während des gesamten Laufes wurden unter Einsatz des Frak-tionssammlers FraktionenunterschiedlicherVoluminagesammelt. DerNachweis desZielproteinsin den gesammelten Fraktionen sowie die Messung der Konzentration erfolgte mittels ABTS- undBradford-Assay (s. ʹ.ͳ͵.͵.ͳ und ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ).
Tabelle Ϯ.ϭϴ: Parameter der ϭ. Reinigungsstufe des Scale upSäule HiPrep DEAE-FF ͳ͸/ͳͲ (Tab. ʹ.ͷ)Säulenmaterial DEAE Sepharose Fast Flow (schwacher Anionenaustauscher)Säulenvolumen ʹͲmLBindungskapazität ͳͳͲmgmL−ͳProbenaufgabe über Pumpe A (Position Ͷ)Flussrate ͵mLmin−ͳFraktionsgröße ͶmL (von ͺͲ–͵ͺͲmL)Startpuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ (Pumpe A, Position ʹ)Elutionspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ + ͳM NaCl (Pumpe B)Reinigungspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ + ʹM NaCl (Pumpe A, Position ͵)Probe MsPͳ-haltiger Kulturüberstand von A. niger (s. ʹ.ͳ); konzentriert undumgepuffert auf den Startpuffer (s. ʹ.ͳ͵.ͳ)
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Methode:ͳ. UV-Lampe anʹ. Autozero͵. Startpuffer (ʹ,ͲmL)Ͷ. Injektion der Probe (͸,ͲmL)ͷ. Startpuffer (ͺͷ,ͲmL)͸. Linearer Gradient über ͶͲ,ͲmL von Ͳ% zu ͳͲ% Elutionspuffer͹. ͳͲ% Elutionspuffer (ͳ͸ͷ,ͲmL)ͺ. Linearer Gradient über ͺͺ,ͲmL von ͳͲ% zu ͳͲͲ% Elutionspufferͻ. ͳͲͲ% Elutionspuffer (ͷͶ,ͲmL)ͳͲ. Linearer Gradient über ͶͲ,ͲmL von Ͳ% zu ͳͲͲ% Reinigungspufferͳͳ. Linearer Gradient über ͸Ͳ,ͲmL von Ͳ% zu ͳͲͲ% Startpuffer
Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf den Startpuffer der ʹ. Reinigungs-stufe umgepuffert (s. ʹ.ͳ͵.ͳ). Anschließend erfolgte die ʹ. Reinigungsstufe (Tab. ʹ.ͳͻ).
Tabelle Ϯ.ϭϵ: Parameter der Ϯ. Reinigungsstufe des Scale upSäule selbstgepackte XK ʹ͸/ʹͲ Column (Tab. ʹ.ͷ)Säulenmaterial Q-Sepharose-High-Performance (starker Anionenaustauscher)Säulenvolumen ʹͲmLBindungskapazität Ͳ,ͳͶ–Ͳ,ʹͲmmolmL−ͳProbenaufgabe über Pumpe A (Position Ͷ)Flussrate ͵mLmin−ͳFraktionsgröße ʹmL (von ͹ͻ–ͺͻmL), ͳ,ͷmL (von ͺͻ–ʹͶͺmL)Startpuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ (Pumpe A (Position ʹ))Elutionspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ + ͳM NaCl (Pumpe B)Reinigungspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͸,Ͳ + ʹM NaCl (Pumpe A (Position ͵))
Die Abfolge derMethodewar analog zur ͳ. Reinigungsstufe. Die aktiven Fraktionenwurden verei-nigt, konzentriert und auf ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ umgepuffert (s. ʹ.ͳ͵.ͳ). Das gerei-nigteMsPͳwurde aliquotiert, mittels ϐlüssigemStickstoff schockgefroren und bei −ͺͲ °C gelagert.Ein Teil des gereinigtenMsPͳwurde auf Reinstwasser umgepuffert, nach ʹ.ͳͳ.ͳ gefriergetrocknetund als Standard für die Proteinquantiϐizierung (s. ʹ.ͳ͵.͵) 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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Ϯ.ϭϯ.Ϯ.ϯ GelfiltraƟonschromatographie (GFC)Die GFC wurde für die Bestimmung des nativen Molekulargewichts der gereinigten PeroxidaseMsPͳ eingesetzt (Tab. ʹ.ʹͲ).
Tabelle Ϯ.ϮϬ: Parameter der BesƟmmung des MolekulargewichtsSäule Superdex ʹͲͲ ͳͲ/͵ͲͲ (Tab. ʹ.ͷ)Säulenmaterial Superdex ʹͲͲ (Trennbereich ͳͲ–͸ͲͲ kDa)Säulenvolumen ʹͶmLProbenschleife ʹͲͲ µLFlussrate Ͳ,ͷmLmin−ͳElutionspuffer ͷͲmM Natriumacetat pH͵,ͷ + ͳͲͲmM NaClProbe gereinigtes MsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) ͳ:ͳͲͲ mit Elutionspuffer verdünnt
Methode:ͳ. UV-Lampe anʹ. Autozero͵. Injektion der ProbeͶ. Elutionspuffer (ʹͷ,ͲmL)Für die Bestimmung des Molekulargewichts wurden die folgenden Proteinmolekulargewichts-standards (s. ʹ.Ͷ.Ͷ und ʹ.ͷ.ͳ) jeweils im Elutionspuffer gelöst und injiziert (Tab. ʹ.ʹͳ).
Tabelle Ϯ.Ϯϭ: Verwendete Proteinmolekulargewichtsstandards, KonzentraƟonen, Molekulargewichte und die

eingesetzten Mengen

Standard Konzentration Molekulargewicht eingesetzte Mengein mgmL−ͳ in kDa in µLThyroglobulin Ͷ ͸͸ͻ,Ͳ / ͳ͵͵ͺ,Ͳ ͷͲApoferritin ͳ,͹ ͶͶ͵,Ͳ ͷͲOvalbumin ͳ,͹ Ͷʹ,ͺ / ͺͷ,͸ ͷͲRinderserumalbumin (BSA) ͵,͸ ͸͸,ͷ / ͳ͵͵,Ͳ ͷͲCarboanhydrase ͳ,͹ ʹͻ,Ͳ ͷͲCytochrom c ʹ,Ͳ ͳʹ,Ͷ ͷͲ
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DieRetentionskoefϐizientenKav der Standardproteinewurdemittels folgenderGleichungberech-net:

Kav =
Ve − V0

Vt − V0

(ʹ)
Kav: Retentionskoefϐizient
Ve: Elutionsvolumen des Referenzproteins in mL
V0: Ausschlussvolumen in mL
Vt: Gesamtvolumen der Säule mL

Die ermittelten Retentionskoefϐizienten wurden gegen die Logarithmen der Molekulargewichteaufgetragen und eine Kalibriergerade mittels linearer Regression erstellt. Die Bestimmung desAusschlussvolumens erfolgte mit dem Standardprotein Thyroglobulin, da ein Teil dieses Prote-ins als Dimer (Molekulargewicht: ͳ͵͵ͺ kDa) von der Säule eluiert. Dieses Molekulargewicht liegtaußerhalb desTrennbereichs der Säule, so dass dasElutionsvolumendesDimers demAusschluss-volumen der Superdex ʹͲͲ-Säule entspricht (Scheibner ʹͲͲ͸).
Ϯ.ϭϯ.ϯ BesƟmmung der ProteinkonzentraƟon

Ϯ.ϭϯ.ϯ.ϭ ProteinquanƟfizierung nach BradfordZur Bestimmung der Proteinkonzentrationwurde die kommerziell erhältliche Lösung Roti-Nano-quant verwendet, die auf einer Modiϐikation der Proteinbestimmung nach Bradford ͳͻ͹͸ be-ruht. ͷͲ µl Probe wurden mit ʹͲͲ µl Arbeitslösung Roti-Nanoquant (ͳ:ͷ-Verdünnung des Roti-Nanoquant-ͷx-Konzentrats mit Reinstwasser) versetzt und gemischt. Die Extinktionen wurdenbei ͷͻͲ nmundͶͷͲnmgegenWasser als Referenz bestimmt. DieRegressionsgeradewurdedurchAuftragung des Quotienten der ExtinktionenͷͻͲnm/ͶͷͲnm von BSA-Standardlösungen in Reinst-wasser (Ͳ–ʹͲͲ µgmL−ͳ) gegen den Proteingehalt erhalten. Proteinquantiϐizierungen des EnzymsMsPͳ erfolgtenmit einer Standardlösung aus gefriergetrocknetemMsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ). Für Proben,dieNatriumacetat-Puffer enthielten (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ),wurde für die BSA-Standardlösungen und für dieMsPͳ-Standardlösungen statt Reinstwasser ebenfalls dieser Puffer verwendet.
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Ϯ.ϭϯ.ϯ.Ϯ Photometrische ProteinquanƟfizierungZur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde die Absorption bei ʹͺͲ nm photometrischgemessen. Dafür wurden ʹ µL Proteinlösung in einem NanoPhotometer™ (Tab. ʹ.ͳ͵) analysiert.Mit Hilfe des Lambert–Beerschen Gesetzes wurde die Konzentration des Proteins mit folgenderGleichung berechnet:

E280 = ε · c · d (͵)
E280: Extinktion
ε: molarer dekadischer Extinktionskoefϐizient in Lmol−ͳ cm−ͳ
c: Konzentration in mol L−ͳ
d: Schichtdicke in cm

Dabei wurde der molare Extinktionskoefϐizient mit dem bioinformatischen ProtParam Tool des
Expert Protein Analysis Systems (ExPASy)ͳͺ bestimmt (Tab. ʹ.ͳͶ). Für MsPͳ wurde ein molarerdekadischer Extinktionskoefϐizient ε = ͷ͵ Ͳ͸ͷ Lmol−ͳ cm−ͳ bei ʹͺͲ nm berechnet.
Ϯ.ϭϯ.ϰ UV/Vis-SpektroskopieUV/Vis-Spektren von MsPͳ wurden im Bereich von ʹͷͲ bis ͷͷͲ nm sowohl in Wasser als auch inͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ aufgenommen.
Ϯ.ϭϯ.ϱ BesƟmmung der ReinheitszahlDie Bestimmung der Reinheitszahl (RZ) erfolgte nach Theorell undMaehly (ͳͻͷͲ) durch dieMes-sung der Extinktion bei den Wellenlängen ʹͺͲ nm und ͶͲ͸nmͳͻ und die anschließende Bildungdes Quotienten der Extinktionen (Gleichung ͵).Dafür wurden ʹ µL Proteinlösung in einem NanoPhotometer™ Pearl (Tab. ʹ.ͳ͵) analysiert.

RZ =
E406

E280

(Ͷ)
Ϯ.ϭϯ.ϲ ErmiƩlung der Kristallstruktur von MsPϭDas gereinigte MsPͳ wurde zur Kristallisation und anschließender Röntgenstrukturanalyse andenArbeitskreis vonFrauProf. Dr. Becker (Institut für Ernährungswissenschaft der Justus-Liebig-Universität Gießen) gegeben.
ͳͺSchweizer Institut für Bioinformatik (SIB)ͳͻAbsorptionsmaxima des rekombinanten MsPͳ siehe ͵.͸.ͷ
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Ϯ.ϭϯ.ϳ TransformaƟon von (+)-ValencenDie Identiϐizierung und anschließende Quantiϐizierung des Transformationsproduktes (+)-Noot-katon erfolgte mittels Gaschromatographie (GC) (Tab. ʹ.ʹʹ und Tab. ʹ.ʹ͵).
Tabelle Ϯ.ϮϮ: Parameter des Gaschromatographen mit FlammenionisaƟonsdetektor (GC-FID-ALS) mit polarer

TrennsäuleGaschromatograph Agilent ͹ͺͻͲA (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Böblingen)Injektor ͹͸ͺ͵B Series Injector (split/splitless) (Agilent Technologies), ʹͷͲ °CDetektion Flammenionisationsdetektor (FID), ʹͷͲ °C, Hʹ ͶͲmLmin−ͳ, LuftͶͲͲmLmin−ͳ, Nʹ ʹͷmLmin−ͳTrennsäule HP-Innowax, ͵Ͳm x Ͳ,͵ʹmm ID, Ͳ,ʹͷ µm Filmdicke (AgilentTechnologies J&W Scientiϐic)Injektionsvolumen ͳ,Ͳ µLTrägergas Hʹ, Fluss: ʹ,ͲmLmin−ͳ (konstant)Datenaufnahme Chemstation B.ͲͶ.Ͳͳ (Agilent Technologies)Temperaturprogramm ͳͲͲ °C (ʹmin), ͷ °Cmin−ͳ auf ͳͷͲ °C (Ͳmin),͵ °Cmin−ͳ auf ʹͲͲ °C (Ͳmin), ͵Ͳ °Cmin−ͳ auf ʹ͵ͷ °C (ͳͲmin)
Tabelle Ϯ.Ϯϯ: Parameter des Gaschromatographen mit massenselekƟvem Detektor (GC-MS)Gaschromatograph Agilent Technologies ͹ͺͻͲA GC SystemInjektor cold on-columnTrennsäule J&W Scientiϐic HP Innowax, ͵Ͳm x Ͳ,ʹͷmm ID, Ͳ,ʹͷ µm FilmdickeDetektor Agilent ͷͻ͹ͷC MSD Triple-Axis-DetektorTrägergas He, Fluss ͳ,ʹmLmin−ͳ (konstant)Temperaturen Ionenquelle: ʹʹͲ °C, Interface: ʹͶͲ °C, Quadrupol: ͳͷͲ °CIonisation ElektronenstoßionisationMassenbereich m/z ͵͵-͵ͲͲDatenaufnahme MSD Chemstation E.Ͳʹ.ͲͲ.Ͷͻ͵Temperaturprogramm ͶͲ °C (͵min), ͷ °Cmin−ͳ auf ʹͶͲ °C (ͳͳmin)
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Material und Methoden
Ϯ.ϭϯ.ϳ.ϭ BesƟmmung des Response-Faktors von (+)-NootkatonZur Ermittlung des Response-Faktors wurden drei Standardlösungen von (+)-Nootkaton ange-setzt; Thymol diente dabei als Interner Standard (IS).Die Konzentrationen der Standardlösungen an (+)-Nootkaton betrugen ͹ͷ µgmL−ͳ, ͵͹,ͷ µgmL−ͳund ͳͺ,͹ µgmL−ͳ jeweils mit Ͷͷ,Ͳ͹ µgmL−ͳ Thymol gelöst in Pentan/Diethylether (ͳ:ͳ,ͳʹ v/v).Die Messung erfolgte mittels GC-FID-ALS jeweils in Dreifachbestimmung (Tab. ʹ.ʹʹ).Berechnung des Response-FaktorsRf :

Rf =
MA ·AIS

MIS ·AA

(ͷ)
MA: Masse Analyt in mg
MIS : Masse Interner Standard in mg
AA: Peakϐläche Analyt in pA s
AIS : Peakϐläche Interner Standard in pA s

Ϯ.ϭϯ.ϳ.Ϯ TransformaƟon mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidusDie Transformation von (+)-Valencen wurde in Schraubdeckelgläschen (ͶmL) in horizontalerLage durchgeführt (ͳͷͲUmin-ͳ, ͳ͸ °C, ͳ͸ h). Diese wurde durch Zugabe von ʹ µL (+)-Valencen(ͺ,ʹͲ µmol) zu ͷͲmg Lyophilisat (s. ʹ.ͳͳ.ͳ und ʹ.ͳͳ.ͳ.ʹ) in ͳ,ͷmL ͷͲmMTRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷgestartet. Für die Extraktion wurden die Proben direkt in dem verwendeten Schraubdeckelgläs-chen (ͶmL) mit ͳͲͲ µL internem Standard (͹ͷͲmgL−ͳ Thymol in Pentan/Diethylether, ͳ:ͳ,ͳʹv/v) und ʹmL Pentan/Diethylether (ͳ:ͳ,ͳʹ; v/v) versetzt. Anschließend wurde ͵Ͳ s gevortext,ͳͲmin horizontal geschüttelt (ͳͷͲUmin-ͳ), die organische Phase nach Zentrifugation (ͳͲmin,Ͷ °C, ͶͲͲͲUmin-ͳ, ͵͹ʹͲ×g) über Natriumsulfat getrocknet und gaschromatographisch unter-sucht (Fraatz ʹͲͲ͹).
Ϯ.ϭϯ.ϳ.ϯ TransformaƟon mit aufgeschlossenem Pilzmyzel und FruchtkörpernDie Transformation von (+)-Valencenmit aufgeschlossenem Pilzmyzel und Fruchtkörpern erfolg-te analog zur Transformation mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidus (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ). Dazu wurdenͳ,ͷmL Pilzsuspension (s. ʹ.ͳͳ) in einem ͶmL Glasvial mit ʹ µL (+)-Valencen (ͺ,ʹ µmol) versetzt.
Ϯ.ϭϯ.ϳ.ϰ TransformaƟon nach isoelektrischer FokussierungIn einem Schraubdeckelgläschen (ͶmL)wurden ͳ,ͷmL Probenlösung aus den einzelnen Fraktio-nen (s. ʹ.ͳͶ.ͷ.ʹ) mit Ͳ,Ͳʹ g Natriumcholat sowie ʹ µL (+)-Valencen versetzt. Die weiteren Schritteerfolgten analog zur Transformation mit Lyophilisaten von Pleurotus sapidus (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ).
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Material und Methoden
Ϯ.ϭϯ.ϳ.ϱ TransformaƟon mit der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidusFür denTransformationsansatzwurdenͷͲ µLGesamtzellextrakt bzw. Zellpellet (s. ʹ.ͳundʹ.ͳͲ.͹),͵mgNatriumcholat, ͳͳmMEisen(III)-chlorid, ʹ µL (+)-Valencen sowie ͳ,ͶͷmL ͷͲmMTRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷ in einem Schraubdeckelgläschen (ͶmL) gemischt und inkubiert (ͳ͸ Stunden, ʹͶ °C,ͳͷͲUmin-ͳ). Die Positivkontrolle setzte sich aus ͷͲmg Lyophilisat von Pleurotus sapidus, ͳ,ͷmLͷͲmM TRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷ, ͵mg Natriumcholat und ʹ µL (+)-Valencen zusammen. Alle wei-teren Schritte erfolgten analog zur Transformation mit Lyophilisaten von PSA (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ).
Ϯ.ϭϯ.ϳ.ϲ Chemikalienblindwert und NegaƟvkontrolleDer chemische Blindwert und die Negativkontrolle wurden analog zu den jeweiligen Transforma-tionsversuchen (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ und ʹ.ͳ͵.͹.ͷ) parallel durchgeführt. Bei dem chemischen Blindwertwurde lediglich auf die Zugabe der entsprechenden Probenlösung (z. B. Lyophilisat, Pilzsuspen-sion, Gesamtzellextrakt) verzichtet; die Probenlösung wurde durch das entsprechende Volumendes verwendeten Puffers ersetzt. Bei der Negativkontrolle wurde die entsprechende Probenlö-sung durch Hitzeeinwirkung (ͳͲmin, ͳͲͲ °C) inaktiviert und anschließend zur Transformationeingesetzt.
Ϯ.ϭϯ.ϴ BesƟmmung der LipoxygenaseakƟvitätDie Bestimmung der Lipoxygenaseaktivität basiert auf Messung der Extinktion von konjugiertenDienen, die während der Inkubation von Linolsäure mit Lipoxygenasen gebildet werden. Der As-say wurde nach Daglia et al. (ʹͲͲͷ) bei einer Wellenlänge von ʹ͵Ͷ nm durchgeführt. Der enzym-haltige Gesamtzellextrakt von Hansenula polymorpha (s. ʹ.ͳ und ʹ.ͳͲ.͹) wurde vor der Messungmit ʹmg Natriumcholat versetzt, dreimal ͳͷ s gevortext und anschließend zentrifugiert (ʹmin,Ͷ °C, ͳͶ ͲͲͲUmin-ͳ, ͳͶ ͷ͸ͷ×g). Als Positivkontrolle wurde eine Lipoxygenase (s. ʹ.ͳ) mit einerAktivität von ͳͲͲUmL−ͳ in ͷͲmM TRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷ verwendet. Als Vergleichsprobe wur-den ͷͲmg Lyophilisat von Pleurotus sapidus (s. ʹ.ͳͳ.ͳ) mit ͵mg Natriumcholat in ͳ,ͷmL ͷͲmMTRIS-HCl-Puffer pH͹,ͷ rehydratisiert (ͳͷmin, ʹͶ °C, ͳͷͲUmin-ͳ) und anschließend zentrifugiert(ͶͲͲͲUmin-ͳ, ͵͹ʹͲ×g, ͳͲmin). Der verdünnte Uǆ berstand (ͳ:ͳͲ, ͷͲmMTRIS-HCl-Puffer pH͹,ͷ)wurde darauϐhin im Enzymassay eingesetzt (Riemer ʹͲͳͲ).

͵ͺ
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Folgende Lösungen wurden verwendet:
Substrat-StammlösungLinolsäure ͳͻ µLͲ,Ͳͳ% (v/v) Tween® ʹͲ ʹͲ µLReinstwasser ͷmLͳM NaOH ͷͲͲµL
Substrat-ArbeitslösungSubstrat-Stammlösung ͳͳͲ µLͷͲmM TRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷ ad ͶmL
ReferenzͲ,Ͳͳ% (v/v) Tween® ʹͲ ʹͲ µLReinstwasser ͷ,ͲͳͻmLͳM NaOH ͷͲͲµL
ͷͲ µL Probenlösung wurden in einer Quarzküvette für ͵min im temperierbaren KüvettenhalterdesPhotometers (Tab. ʹ.ͳ͵, SoftwareWinAspect ʹ.ʹ.ͳ.Ͳ) auf ʹͷ °Cvorgewärmt.DieReaktionwur-de durch Zugabe von ͻͷͲ µL Substrat-Arbeitslösung gestartet und die Extinktionszunahme beieiner Wellenlänge von ʹ͵Ͷ nm über einen Zeitraum von ͳͲmin verfolgt. Die mögliche Bildungvon Hydroperoxiden während der Inkubation ohne Enzymzugabe wurde durch die Messung derBlindprobe ermittelt und vomMessergebnis der Probe subtrahiert. Die Blindprobe setzte sich ausͷͲ µL ͷͲmMTRIS-HCl-Puffer pH ͹,ͷ und ͻͷͲ µL Substrat-Arbeitslösung zusammen. AlleMessun-gen von Proben und Blindproben erfolgten gegen die Referenz.Die LipoxygenaseaktivitätA in U L−ͳ ʹͲ wurde mit folgender Gleichung berechnet:

A =
Ė234 · Vg

Vp · d · ε
· 106 (͸)

Ė234: Extinktionsänderung in min−ͳ
Vg: Gesamtvolumen in der Küvette in mL
Vp: Probevolumen in mL
d: Schichtdicke der Küvette ͳ cm
ε234: molarer dekadischer Extinktionskoefϐizient von Linolsäurehydroperoxiden inʹͷ ͲͲͲ Lmol−ͳ cm−ͳ

ʹͲͳU = ͳ µmolmin−ͳ
͵ͻ
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Ϯ.ϭϯ.ϵ Photometrische Enzymassays zur Messung der AkƟvität von MsPϭ

Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϭ Verwendete Puffer und Lösungen

Citronensäure/NaʹHPOͶ-Puffer nach McIlvaine (ͳͻʹͳ)Für die Herstellung des Puffers wurden eine Ͳ,ͳM Citronensäure- und eine Ͳ,ʹM Dinatriumhy-drogenphosphatlösung verwendet. Je nach gewünschtempH-Wert des Pufferswurden die beidenLösungen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt. Aus dem Mischungsverhältnis ergeben sichdie Konzentrationen an Citronensäure und an Dinatriumhydrogenphosphat in den resultieren-den Pufferlösungen (Tab. ʹ.ʹͶ). Bei Bedarf wurde die Konzentration der Pufferlösung durch Ver-dünnenmit Wasser eingestellt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde dieser Puffer als McIlvaine-Puffer bezeichnet.
Tabelle Ϯ.Ϯϰ: Citronensäure/Phosphat-Puffer

Citronensäure (Ͳ,ͳ M) NaʹHPOͶ (Ͳ,ʹ M)pH Volumen in mL Konzentration in mM Volumen in mL Konzentration in mMʹ,ʹ ͻͺ,ͺͲ ͻͻ ͳ,ʹͲ ʹʹ,ͷ ͻʹ,ʹͷ ͻʹ ͹,͹ͷ ͳ͸͵,Ͳ ͺͲ,͵Ͳ ͺͲ ͳͻ,͹Ͳ ͵ͻ͵,ͷ ͹Ͳ,ʹͲ ͹Ͳ ʹͻ,ͺͲ ͸ͲͶ,Ͳ ͸ʹ,ͲͲ ͸ʹ ͵ͺ,ͲͲ ͹͸Ͷ,ͷ ͷͷ,Ͳͷ ͷͷ ͶͶ,ͻͷ ͻͲͷ,Ͳ Ͷͻ,ͲͲ Ͷͻ ͷͳ,ͲͲ ͳͲʹͷ,ͷ Ͷ͵,Ͷͷ Ͷ͵ ͷ͸,ͷͷ ͳͳ͵
Citronensäure/KʹHPOͶ-PufferDie Herstellung dieses Puffers erfolgte analog zu der des McIlvaine-Puffers; anstelle der Di-natriumhydrogenphophatlösung (Ͳ,ʹM) wurde jedoch eine Dikaliumhydrogenphosphatlösung(Ͳ,ʹM) verwendet. Imweiteren Verlauf der Arbeit wurde dieser Puffer als K-McIlvaine-Puffer be-zeichnet.
Natriumacetat-PufferFür die Herstellung des Pufferswurden ͳMEssigsäure- und ͳMNatriumacetatlösung verwendet.Je nach gewünschtem pH-Wert des Puffers wurden die beiden Lösungen zu unterschiedlichenAnteilen gemischt. Die Konzentration der Pufferlösungwurde anschließend durch VerdünnenmitWasser eingestellt.
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Kaliumacetat-PufferDie Herstellung dieses Puffers erfolgte analog zu der des Natriumacetat-Puffers; anstelle derͳM Natriumacetatlösung wurde jedoch eine ͳM Kaliumacetatlösung verwendet.
Natriumtartrat-PufferFür die Herstellung des ͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffers wurden ͳͲͲmM Weinsäure- undͳͲͲmMNatriumtartratlösung verwendet. Je nach gewünschtem pH-Wert des Puffers wurden diebeiden Lösungen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt.
HCl/Glycin-PufferFür die Herstellung des ͳͲͲmM HCl/Glycin-Puffers wurden ͳͲͲmM Glycin-, ͳͲͲmM Natrium-chlorid- undͳͲͲmMSalzsäurelösung verwendet. Je nach gewünschtempH-Wert des Pufferswur-den die beiden Lösungen (Lösung A: ͳͲͲmMGlycin- und ͳͲͲmMNatriumchloridlösung; LösungB: ͳͲͲmM Salzsäurelösung) zu unterschiedlichen Anteilen gemischt.
Wässrige β-Carotin-Stammlösungͷmg β-Carotin und Ͳ,ͷ g Tween® ͺͲ wurden in einem ʹͷͲmL Rundkolben in Dichlormethan ge-löst. Das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdampfer weitgehend entfernt (ͶͲ °C, ʹͷͲUmin-ͳ,ͺͲͲmbar, ʹͲmin). Zum Rückstand wurden ͵ͲmL Reinstwasser gegeben. Reste von Dichlor-methan wurden am Rotationsverdampfer (ͶͲ °C, ʹͷͲUmin-ͳ, von ͺͲͲ auf ʹͲͲmbar in ʹͲͲmbarSchritten, jede Stufe ͳͷmin) und im Nʹ-Strom entfernt. Die Emulsion wurde in einen ͷͲmLMesskolben ϐiltriert und mit Reinstwasser bis zur Marke aufgefüllt. Bei Lagerung im Dunkeln beimax. Ͷ °C war die Emulsion ca. ͳ Woche haltbar (Scheibner ʹͲͲ͸).
Wässrige Bixin-StammlösungFür die Bixinlösung wurden ͳͷmg Bixin und Ͳ,ͷ g Tween® ͺͲ verwendet. Die Herstellung derLösung erfolgte analog zur Herstellung der β-Carotinlösung.
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Weitere SubstratstammlösungenAlle weiteren eingesetzten Substratstammlösungen sind mit Abkürzung, Konzentration und demLösungsmittel in der Tab. ʹ.ʹͷ aufgeführt.
Tabelle Ϯ.Ϯϱ: SonsƟge eingesetzte Subtratlösungen

Substrat Abkürzung Konzentration gelöst inin µMʹ,ʹ’-Azino-bis-(͵-ethylbenzthioazolin-͸-sulfonsäure)-diammoniumsalz ABTS ʹͲͲͲ Reinstwasser
Annatto (wässrig, alkalischer Extrakt) — ͸Ͷ ReinstwasserReactive Black ͷ RBlack ͷ ͳͲͲ ReinstwasserReactive Blue ͷ RBlue ͷ ͷͲͲ ReinstwasserVeratrylalkohol VA ͳʹͷͲͲ Ethanolʹ,͸-Dimethoxyphenol DMP ͷͲͲͲ EthanolMangansulfat MnSOͶ ʹͲͲͲͲ Reinstwasserͳ-(͵,Ͷ-Dimethoxy-phenyl)-ʹ-(ʹ-methoxy-phenoxy)-propan-ͳ,͵-diol Adlerol ͳ͸Ͳ ͲͲͲ Ethanol
Guajakol — ʹͲͲͲͲ EthanolWasserstoffperoxidʹͳ HʹOʹ ͳͶͲͲ Reinstwasser

Ϯ.ϭϯ.ϵ.Ϯ Übersicht der verwendeten Assays, allgemeines Pipeƫerschema und
Berechnung der EnzymakƟvitätDie Enzymassaysʹʹ wurden entweder mit enzymhaltigen Kulturüberstand von Aspergillus nigeroder mit gereingtem MsPͳ durchgeführt. Als Puffer wurde ͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷeingesetzt, der gegebenenfalls durch spätere Messungen bzw. Optimierungen (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.͵) denverschiedenen Substraten angepasst wurde. In Anlehnung an Tien und Kirk (ͳͻͺͺ) wurde derVA-Assay mit ͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffer bei pH ʹ,ͷ durchgeführt.

ʹͳDie Konzentration wurde nach Messung der optimalen HʹOʹ-Konz. auf ͷͲͲ µM herabgesetzt.ʹʹDie 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 molaredekadische Extinktionskoefϐizient der Messgröße und die jeweils verwendete Wellenlänge sindin Tabelle ʹ.ʹ͸ aufgeführt.
Tabelle Ϯ.Ϯϲ: Parameter der verwendeten Enzymassays: verwendetes Substrat und dessen KonzentraƟon im

ReakƟonsansatz des Assays (Endkonz.), Messgröße und deren molarer dekadischer
ExƟnkƟonskoeffizient, Wellenlänge, Referenz (modifiziert)

Substrat Endkonz. Messgröße Extinktionskoeff. Wellenlänge Referenzin µM in Lmol−ͳ cm−ͳ in nmABTS ͷͲͲ,Ͳ ABTS-Radikalkation ͵͸ ͲͲͲ ͶʹͲ nach Eggert et al. (ͳͻͻ͸)
β-Carotin ʹͶ,ͷ β-Carotin ͻͷ ͲͲͲ ͶͷͲ nach Ben Aziz et al. (ͳͻ͹ͳ)Bixin ͳ͸,ͷ Bixin ͳ͵͸ ͳͲͲ Ͷ͸ͷ nach Hülsdau (ʹͲͲ͹)Annatto ͳ͸,Ͳ Norbixinʹ͵ ͳͲͺͶͲͲ Ͷͷʹ nach Scotter et al. (ͳͻͻͺ)VA ͳʹͷͲ,Ͳ Veratrumaldehyd ͻ͵ͲͲ ͵ͳͲ nach Tien und Kirk (ͳͻͺͺ)DMP ͷͲͲ,Ͳ ʹ,ʹ’,͸,͸’-Tetra-methoxydibenzo-ͳ,ͳ’-dichinon

ʹ͹ ͷͲͲʹͶ Ͷ͸ͻ nach Saparrat et al. (ʹͲͲʹ)
Guajakol ʹͲͲͲ,Ͳ Tetraguajakolʹͷ ʹ͸͸ͲͲ Ͷ͹Ͳ nach Chance und Maehly (ͳͻͷͷ)RBlack ͷ ʹͷ,Ͳ Reactive Black ͷ ͵͹ ʹͲͲ ͷͻͺ nach Sugano et al. (ʹͲͲ͸)RBlue ͷ ͳʹͷ,Ͳ Reactive Blue ͷ ͺͲͲͲ ͸ͲͲ nach Sugano et al. (ʹͲͲ͸)

Das allgemeine Pipettierschema (Tab. ʹ.ʹ͹) wurde für alle Assays verwendet. Die Messung derExtinktion erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mittels Mikroplattenleser (Tab. ʹ.ͳ͵, SoftwareGenͷ ͳ.Ͳ͹).
Tabelle Ϯ.Ϯϳ: Allgemeines Pipeƫerschema

ABTS-, β-Carotin-, Bixin-, Annatto-, RBlack/Blue ͷ-Assay VA-, DMP-, Guajakol-Assaymit HʹOʹ ohne HʹOʹ mit HʹOʹ ohne HʹOʹProbe ʹͲ µL ʹͲ µL ʹͲ µL ʹͲ µLPuffer ͺͲ µL ͺͲ µL ͳͳͲ µL ͳͳͲ µLSubstrat ͷͲ µL ͷͲ µL ʹͲ µL ʹͲ µLHʹOʹ ͷͲ µL — ͷͲµL —HʹO — ͷͲµL — ͷͲµLGesamtvolumen ʹͲͲ µL
ʹ͵Die verwendete Annattolösung wurde durch alkalisch wässrige Extraktion erhalten. Hauptbestandteil: Natriumsalzdes NorbixinsʹͶMolarer dekadischer Extinktionskoefϐizient von ʹ,͸-Dimethoxyphenol.ʹͷAuf Grund der Stöchiometrie des Substrates (Edukt) zur Messgröße (Produkt) von Ͷ:ͳ wurde bei der Berechnug derEnzymaktivität der Faktor Ͷ einbezogen.
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Die Reaktion wurde entweder durch Zugabe des Substrates oder durch Zugabe von HʹOʹ gestar-tet. Die Extinktion wurde anschließend über einen Zeitraum von ͳͲ min bei den entsprechendenWellenlängen (Tab. ʹ.ʹ͸) gemessen. Als Proben wurden konzentrierter Kulturüberstand (s. ʹ.ͳund ʹ.ͳ͵.ͳ) und gereinigtes MsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) eingesetzt. Die Konzentration der Proben wurdenden entsprechenden Assays angepasst, sodass die Extinktionsänderung Ėλ Ͳ,Ͳͳͷ–Ͳ,ͳͷͲmin−ͳbetrug. Zusätzlich wurden Kontrollen gemessen, bei denen die Enzymlösung (Probe) entwederdurch Puffer oder durch desaktiviertes Enzym (abgekochte Probenlösung) ersetzt wurde.
Die EnzymaktivitätAwurde mit folgender Gleichung berechnet:

A =
Ėλ · Vg

Vp · d · ε
· 106 · F (͹)

A: Enzymaktivität in U L−ͳ ʹ͸
Ėλ: Extinktionsänderung in min−ͳ
Vg: Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes in µL
Vp: Probevolumen in µL
d: Schichtdicke Ͳ,͸Ͷ cm ʹ͹
F : Verdünnungsfaktor
ε: molarer dekadischer Extinktionskoefϐizient in Lmol−ͳ cm−ͳ

Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϯ BesƟmmung des opƟmalen Puffers und pH-WertesFür die Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes wurde gereinigtes MsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ)mit verschiedenen Pufferlösungen (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ) verdünnt. Die Aktivität des Enzyms wurde in denentsprechenden Puffern verfolgt (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ).
Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϰ BesƟmmung der opƟmalen PufferkonzentraƟonReinesMsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ)wurdemit PufferlösungenunterschiedlicherKonzentrationen (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ)verdünnt. Die Enzymaktivität wurde mittels Assays (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ) in den entsprechenden Pufferngemessen.

ʹ͸ͳU = ͳ µmolmin−ͳʹ͹Der Lichtweg in einer Vertiefung der ͻ͸erWell-Platte betrug bei einem Gesamtvolumen von ʹͲͲ µL Ͳ,͸Ͷ cm.
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Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϱ TemperaturopƟmumDie Bestimmung des Temperaturoptimums von MsPͳ erfolgte am vortemperierten Photometer(Tab. ʹ.ͳ͵)mit vortemperierten Pufferlösungen. DieMessungwurde durch Zugabe von β-Carotin-bzw. ABTS-Lösung gestartet (Tab. ʹ.ʹͷ). Aufgrund der eingesetzten Küvetten wich das Pipettier-schema vom allgemeinen Pipettierschema der Enzymassays (Tab. ʹ.ʹ͹) amMikroplattenleser ab(Tab. ʹ.ʹͺ).
Tabelle Ϯ.Ϯϴ: Pipeƫerschema

ABTS-Assay β-Carotin-AssayProbe ʹͷ,Ͳ µL ͳͲͲ µLPuffer ͳͲͲ,Ͳ µL ͻͷͲ µLSubstrat ͸ʹ,ͷ µL ͳͲͲ µLHʹOʹ ͷͲ µL ͷͲ µLGesamtvolumen ʹͷͲ µL ͳʹͲͲ µL
Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϲ VariaƟon der WasserstoffperoxidkonzentraƟonZurUntersuchungdesWasserstoffperoxid-Einϐlusses auf dieEnzymaktivität und zurBestimmungderoptimalenWasserstoffperoxidkonzentrationwurdendemReaktionsansatz verschiedeneKon-zentrationenanWasserstoffperoxid (Endkonzentration: Ͳ–ͳ,ʹͷmM)zugesetzt. Dazuwurdenent-sprechende HʹOʹ-Stammlösungen angesetzt (Ͳ–ͷmM). Die Enzymaktivität vonMsPͳwurdemit-tels ABTS- bzw. β-Carotin-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ) untersucht.
Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϳ Anreicherung und Abreicherung von SauerstoffDurch ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ (ͳͲͲmL) wurdemit einer Kerzenfritte mit der Poren-größe ͵ (ͳ͸–ͶͲ µm) Sauerstoff geleitet (Dauer: zweimal ͳͷmin). Der so behandelte Puffer wurdezur Messung des ABTS- und β-Carotin-Assays (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ) mit gereinigtem MsPͳ (ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) ohneZusatz von HʹOʹ (Tab. ʹ.ʹ͹) eingesetzt. Zur Abreicherung des Sauerstoffs wurden ͳͲͲmL ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH͵,ͷ für ͳ h imUltraschallbad entgast. AnschließendwurdederKopfraummit Stickstoff gesättigt. Der so behandelte Pufferwurde ebenfalls zurMessung der Enzymaktivitätmittels ABTS- und β-Carotin-Assays mit gereinigtem MsPͳ ohne Zusatz von HʹOʹ eingesetzt.
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Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϴ Untersuchung der EnzymstabilitätDie Untersuchung der Enzymstabilität wurde mit reinem MsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) durchgeführt. DieMessung der Enzymaktivität erfolgte mittels ABTS-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ).
Lagerstabilität der konzentrierten EnzymlösungZurBestimmungderLagerstabilitätwurdedie gereinigteEnzymlösungunverdünnt bei Ͷ °C, −ʹͲ °Cund bei −ͺͲ °C für ͳͲ Tage gelagert. Für die Lagerung bei −ʹͲ °C und −ͺͲ °C wurde das Enzymmittels ϐlüssigen Sticktsoff schockgefroren, um ein schnelles Einfrieren ohne Kristallbildung zugewährleisten. Die Messung der Aktivität erfolgte mittels ABTS-Assay an den Tagen ͳ, ʹ, ͷ undͳͲ.
pH- und Lösungsmitteltoleranz unter AssaybedingungenMsPͳ wurden in entsprechenden Puffern bzw. ͵Ͳ%igem Ethanol vorverdünnt und bei Ͷ °C übereinen Zeitraum von ʹͶ Stunden gelagert. Für dieMessung der Enzymaktivität mittels ABTS-Assaywurden die Vorverdünnungen mit dem Messpuffer (͵ͲͲmM Natriumacetatpuffer pH ͵,Ͳ) noch-mals verdünnt.
Temperaturstabilität unter AssaybedingungenDie Enzymlösungen wurden mit ͷͲmM Natriumacetatpuffer pH ͸,Ͳ vorverdünnt und bei Ͳ °C,ʹͶ °C, ͶͲ °C und ͷͷ °C über einen Zeitraum von ʹͶ Stunden gelagert. Die Messung der Enzymak-tivität erfolgte nach Verdünnung mit ͵ͲͲmM Natriumacetatpuffer pH ͵,Ͳ (Messpuffer) bei ͵Ͳ °Cmittels ABTS-Assay.
Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϵ SalztoleranzDie Messung der Aktivität von konzentriertem Kulturüberstand und reinem MSPͳ mittels ABTS-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ) wurde bei ͵Ͳ °C in ͷͲmM Natriumacetatpuffer pH ͸,Ͳ durchgeführt. Die Puf-ferlösung enthielt unterschiedliche Konzentrationen an NaCl (Ͳ–ͳM).
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Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϭϬ Einfluss von MangansulfatFür die Untersuchung des Einϐlusses von Mangan(II)-sulfat auf die Enzymaktivität von gereinig-tem MsPͳ (ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) gegenüber dem Substrat ʹ,͸-Dimethoxyphenol wurden der Messlösung un-terschiedliche Mengen an MnSOͶ zugesetzt (Wariishi et al. ͳͻͻʹ). Die Messung der Enzymaktivi-tät erfolgte mittels DMP-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ); abweichend wurden folgende Lösungen verwendet:
Stammlösungen von HʹOʹ und MnSOͶ in WasserHʹOʹ konstant Ͳ,ͶmMMnSOͶ Ͳ–ͶmMReinstwasser ad ͷmLIm Reaktionsansatz des Assays wurden anstelle des Wasserstoffperoxides ͷͲ µL dieser Stamm-lösungen eingesetzt, sodass die Endkonzentration von HʹOʹ im Assay konstant Ͳ,ͳmM und dieEndkonzentration von MnSOͶ Ͳ–ͳmM betrug.

Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϭϭ OxidaƟon von Mangan(II)-IonenDie Oxidation von Mangan(II)-Ionen (Mnʹ+) durch MsPͳ erfolgte nach Wariishi et al. ͳͻͻʹ inͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffer pH Ͷ,ͷ (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ). Die Bildung von Mangan(III)-tartrat wurdeüber einen ZeitraumvonͳͲminmittels Photometer (Tab. ʹ.ͳ͵) bei einerWellenlänge von ʹͻͲ nmund ͵Ͳ °C gemessen. Gereinigtes MsPͳ, eine Ͳ,ͶmMWasserstoffperoxidlösung (wässrig) und ei-ne ʹͲmM Mangansulfatlösung (wässrig) wurden nach folgendem Pipettierschema zur Messungeingesetzt:
Tabelle Ϯ.Ϯϵ: Pipeƫerschema

Volumen EndkonzentrationMsPͳ ͷµL ʹͺ͵ nMPuffer ʹͶͷ µL ͶͻmMSubstrat (MnSOͶ) ʹͷ µL ͳmMHʹOʹ ͳʹͷ µL ͳͲͲ µMHʹO ͳͲͲµL —ͷͲͲµL
Die Berechnung der Enzymaktivität erfolgte nach Formel ͹. Die Schichtdicke der UV-Küvette desPhotometers betrug ͳ cm und der molare dekadische Extinktionskoefϐizient des Mangan(III)-tar-trates ʹͺ͸Ͳ Lmol−ͳ cm−ͳ.
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Ϯ.ϭϯ.ϵ.ϭϮ Umsetzung von AdlerolDie Umsetzung von Adlerol durch MsPͳ erfolgte in ͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffer pH ʹ,ͷ undwurde über einen Zeitraum von ͳͲ min mittels Mikroplattenleser bei einer Wellenlänge von͵ͳͲnm und ͵Ͳ °C gemessen. Neben der Extinktionsänderung bei einer Wellenlänge von ͵ͳͲ nmwurde dasUV/Vis-Spektrumeines Reaktionsansatzes vor und nach derUmsetzungmitMsPͳmit-tels Photometer aufgenommen (Liers et al. ʹͲͳͲ). Das gereinigte MsPͳ, eine Ͳ,ͷmMWasserstoff-peroxidlösung (wässrig) und eine ͳ͸ͲmM Adlerollösung (ethanolisch) wurden nach folgendemPipettierschema zur Messung eingesetzt:
Tabelle Ϯ.ϯϬ: Pipeƫerschema

Volumen EndkonzentrationMikroplattenleser PhotometerMsPͳ ʹͲ µL ͳͲͲ µL ʹͺnMPuffer ͳͳͲ µL ͷͷͲ µL ͷͷmMSubstrat (Adlerol) ʹͲ µL ͳͲͲ µL ͳ͸mMHʹOʹ ͷͲ µL ʹͷͲ µL ͳʹͷ µMʹͲͲµL ͳͲͲͲ µL
Ϯ.ϭϯ.ϭϬ EnzymkineƟkDie Michaelis-Menten-Konstanten (Km) und die katalytischen Konstanten (kcat) des gereinigtenMsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ)wurden für die Substrate ABTS, β-Carotin, Bixin, Annatto, Veratrylalkohol, DMP,Guajakol, Reactive Black ͷ und Reactive Blue ͷ untersucht. Dazu wurde die Anfangsgeschwindig-keit des enzymatischen Umsatzes (Reaktionsgeschwindigkeit) bei konstanter Enzymkonzentrati-on, nicht limitierendem Uǆ berschuss an Wasserstoffperoxid und variierender Substratkonzentra-tion gemessen. Die Reaktionsgeschwindigkeit (v) wurde direkt linear gegen die Substratkonzen-tration aufgetragen. Mit Hilfe der Software OriginPro ͺ.ͷG (Tab. ʹ.ͳͶ) wurde eine Hyperbel an dieMesspunkte angepasst, sodass sich die enzymkinetischen Parameter (Km, vmax) direkt aus derSättigungshyperbel ablesen ließen. Die katalytische Konstante kcat wurde mit folgender Formelberechnet:

kcat =
Vmax

cEnzym

(ͺ)
kcat: katalytische Konstante in s−ͳ
Vmax: maximale Umsatzgeschwindigkeit in µM s−ͳ
cEnzym: Enzymkonzentration in µM
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Die Durchführung der Assays erfolgte nach ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ. Die Messung der kinetischen Parameter vonMsPͳ wurde zeitgleich mit unterschiedlichen Mengen an Wasserstoffperoxid durchgeführt, umdie Konzentration zu ermitteln, bei der die Umsetzung unabhängig vomWasserstoffperoxid ver-läuft. Die Parameter der Messungen sind in Tabelle ʹ.͵ͳ aufgeführt.
Tabelle Ϯ.ϯϭ: Parameter der EnzymkineƟk Ϯϴ: Substrat und dessen EndkonzentraƟon im ReakƟonsansatz

(Substratkonz.), EndkonzentraƟon von MsPϭ, EndkonzentraƟon von HϮOϮ, Messtemperatur
(Temp.) und der verwendete Puffer

Substrat Substratkonz. Enzymkonz. HʹOʹ-Konz. Temp. Pufferin µM in nM in µM in °CABTS ͳ-ͳͲͲͲ Ͳ,Ͳͷ ͳʹͷ ͷͷ ͵ͲͲmM Natriumacetat pH ͵,Ͳ
β-Carotin ͳʹ-͵͸ ͵,ͷ͵ ͳʹͷ ͵Ͳ ͷͲmM Natriumacetat pH ͵,ͷBixin ͺ-ʹͷ ͳ,ͳ͵ ͳʹͷ ͵Ͳ ͷͲmM Natriumacetat pH ͵,ͷAnnatto (Norbixin) ͺ-ʹͷ Ͳ,ͺͳ ͳʹͷ ͵Ͳ ͷͲmM Natriumacetat pH ͸,ͲVeratrylalkohol ͷͲͲ-͸ͲͲͲͲ ʹͺ,ʹ͹ ʹͷͲ ͷͷ ͳͲͲmM Natriumtartrat pH ʹ,ͷʹ,͸-Dimethoxyphenol ͳͲ-͵ͲͲͲ Ͳ,ʹͺ ʹͷͲ ͷͷ ͷͲmM Natriumacetat pH ͵,ͷGuajakol ͳͷ-ͶͳͲͲ ͳ,ͳ͵ ʹͷͲ ͷͷ ͷͲmM Natriumacetat pH ͵,ͷReactive Blue ͷ ͳ-͸͵Ͳ ͳ,Ͷͳ ͳʹͷ ͷͷ ͷͲmM Natriumacetat pH Ͷ,ͷReactive Black ͷ ͳ-ͳͲͲ ͷ,͸ͷ ͳʹͷ ͷͷ ͷͲmM Natriumacetat pH Ͷ,ͷ

Ϯ.ϭϯ.ϭϭ Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidusmiƩels iFOLD®

Protein Refolding System-KitDie Kultivierung von Hansenula polymorpha erfolgte gemäß ʹ.ͳͲ. Nach Anzucht und Induktionder Expression wurden die Hefezellen geerntet, aufgeschlossen (s. ʹ.ͳͲ.͹) und der erhaltene Ge-samtzellextrakt zentrifugiert (ͳͶ ͲͲͲUmin-ͳ, ʹͳ ͻʹͲ×g, ʹmin, Ͷ °C). Die lösliche Fraktion (auchbezeichnet als löslicher Zellextrakt) wurde zur Proteinrückfaltung mittels iFOLD® Protein Re-folding System-Kit eingesetzt. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben (Tab. ʹ.͹). Ab-weichend zu den Angaben wurde dem löslichen Zellextrakt nach der Denaturierung ͸,ͶmM Ei-sen(III)-chlorid hinzugefügt bevor dieser zurRückfaltung eingesetztwurde. NachderRückfaltungwurden die Renaturierungspuffer mit enthaltenem Gesamtzellextrakt ohne eine weitere Zugabevon Eisen(III)-chlorid zur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.ͷ) eingesetzt. Chemikalien-blindwerte und Negativkontrollen wurden nach ʹ.ͳ͵.͹.͸ durchgeführt.

ʹͺWeitere Paramter der Assays - wie der molare dekadische Extinktionskoefϐizient und die Wellenlänge - sind in Ta-belle ʹ.ʹ͸ aufgeführt.
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Ϯ.ϭϰ Elektrophorese-Techniken

Die Analyse von Nukleinsäuren und Proteinen erfolgte unter Anwendung elektrophoretischerVerfahren (Hames und Rickwood ͳͻͻͲ). Die analytische und präparative Trennung von Nukle-insäuren erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (detailliert beschrieben von Southern ͳͻ͹ͻund McDonell et al. ͳͻ͹͹); die Auftrennung von Proteinen hingegen mit Hilfe der Natriumdode-cylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Creighton ͳͻͻ͹; Laemmli ͳͻ͹Ͳ).
Ϯ.ϭϰ.ϭ Agarose-GelelektrophoreseFolgende Lösungen wurden für die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt:
ͷͲx TAE-PufferTRIS ʹͶʹ,Ͳ g L−ͳEssigsäure, konz. ͷ͹,ͳmLL−ͳͲ,ͷ M EDTA, pHͺ ͳͲͲ,ͲmLL−ͳ
Der ͷͲx TAE-Puffer wurde vor der Verwendung ͳ:ͷͲ mit VE-Wasser verdünnt (ͳx TAE-Puffer).
͸x AuftragspufferʹͻBromphenolblau ʹͷmgXylencyanol ʹͷmgGlycerol ͵mLVE-Wasser ad ͳͲmL
In Abhängigkeit der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit unterschiedlich-er Konzentration verwendet. ͳ,ʹ–ʹ%ige Agarosegele kamen für Fragmente <ʹ kb zum Einsatz,Ͳ,ͺ–ͳ,ͳ%ige Gele für Fragmente >ʹ kb. Die Agarose wurde in ͳx-TAE-Puffer (kleine Gele: ͷ͸ mL,große Gele ͳ͸ͺ mL) suspendiert und bis zum vollständigen Lösen in der Mikrowelle aufgekocht.Nach dem Abkühlen auf etwa ͸Ͳ °C wurde die Agaroselösung mit Ͳ,ͳ µLmL−ͳ Ethidiumbromid-lösung (ͳ%ig) versetzt und anschließend in die Gelvorrichtung mit darüber hängendem Kammgegossen. Mit CoralLoad PCR-Puffer versetzte PCR-Proben wurden direkt auf das Gel aufgetra-gen, sonstige PCR-Proben wurden vor der Auftragung im Verhältnis ͷ:ͳ (Probe/Puffer) mit dem͸x Auftragspuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte je nach Gelgröße bei ͺͲ–ͳ͵ͲV, indemdie Gelvorrichtung horizontal in eine mit ͳx TAE-Puffer befüllte Elektrophoresekammer gehängtwurde. Die Fragmentgrößen wurden anhand eines Größenstandards (s. ʹ.Ͷ.͵) abgeschätzt. DieGeldokumentation erfolgte mit Hilfe eines Gerätes der Firma Decon Science Tec (Tab. ʹ.ͳ͵, UV-Transilluminator (͵ͳʹ nm), Kamera, Software DeVision G Vers. ʹ.Ͳ).
ʹͻ(Sambrook und Russell ʹͲͲͳ)
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Ϯ.ϭϰ.Ϯ SDS-Polyacrylamid-GelelektrophoreseDie SDS-PAGE wurde unter denaturierenden Bedingungen mit dem PerfectBlue Twin S-Systemvon Peqlab bzw. Mini-Protean® Tetra System von BioRad Laboratories GmbH und den folgendenLösungen durchgeführt (modiϐiziert nach Laemmli ͳͻ͹Ͳ).
Ammoniumperoxodisulfat-Lösung (APS-Lösung)APS ͶͲͲ gReinstwasser ad ͳ L
Die APS-Lösung wurde aliquotiert und bei −ʹͲ °C gelagert.
Ͷx Lower-TRISTRIS-Base ͳͺͳ,͹ gSDS Ͷ,Ͳ gReinstwasser ad ͳ LEinstellen auf pHͺ,ͺ mit ͳM NaOH
Ͷx Upper-TRISTRIS-Base ͸Ͳ,ͷͷ gSDS Ͷ,ͲͲ gReinstwasser ad ͳ LEinstellen auf pH͸,ͺ mit ͳM NaOH
ͳͲx LaufpufferTRIS-Base ͵Ͳ,ʹ gGlycin ͳͶͶ,ʹ gSDS ͳͲ,Ͳ gVE-Wasser ad ͳ L
Der ͳͲx Laufpuffer wurde vor der Verwendung ͳ:ͳͲ mit VE-Wasser verdünnt (ͳx Laufpuffer).
ʹ,ͷx Auftragspuffer͵ͲͳM TRIS-HCl, pH͸,ͺ ͳ,ͲmLʹͲ%ige SDS-Lösung (w/v) ʹ,ͲmLBromphenolblau ʹͲmgGlycerol ʹ,͵mLVE-Wasser ad ͺ,ͲmL

͵Ͳ(Sambrook und Russell ʹͲͲͳ)
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Die Gesamtkonzentration von Acrylamid und Bisacrylamid betrug im Trenngel ͳʹ% und im Sam-melgel ͸% (Tab. ʹ.͵ʹ). Die Konzentration von Bisacrylamid in der Gesamtkonzentration (Cross-linker-Konzentration) betrug ʹ,͸%.
Tabelle Ϯ.ϯϮ: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel ͳʹ% Sammelgel ͸%Reinstwasser ʹ,͹mL ͳ,ͺmLLower-TRIS ͳ,ͷmL —Upper-TRIS — ͹ͷͲ,Ͳ µLRotiphorese Gel ͶͲ (͵͹,ͷ:ͳ) ͳ,ͺmL ͶͷͲ,Ͳ µLAPS-Lösung ͳͷ,Ͳ µL ͳͲ,Ͳ µLTEMED ͹,ͷ µL Ͷ,Ͳ µL
Durchführung:͵Ͳ µL Probe wurden mit ʹͶ µL Probenauftragspuffer versetzt, ͳͲmin gekocht und anschließendauf Eis gekühlt. Nach Zugabe von ͸ µL einer ͳ M DTT-Lösung wurden - abhängig vom Proteinge-halt der Probe - ͳ–͵Ͳ µL in eine Geltasche (Proteinmenge ͷ µg pro Tasche) gegeben. Die Puffer-kammer wurde mit ͳx Laufpuffer gefüllt, sodass die Geltaschen vollständig mit Puffer bedecktwaren. Nach der Beladung betrug die Stromstärke zur Fokussierung der Proben konstant ͳͲmApro Gel. Nach dem Uǆ bergang der Proben vom Sammelgel ins Trenngel wurde die Stromstärke biszum Ende der Elektrophorese auf konstant ʹͲmA pro Gel erhöht. Sobald das Bromphenolblaudes Probenauftragspuffers aus dem Gel hinauslief, wurde Elektrophorese beendet. Anschließendwurde das SDS-Gel zur Detektion der getrennten Proteinbanden mittels Färbung (s. ʹ.ͳ͸) oderfür den Western Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) eingesetzt.
Ϯ.ϭϰ.Ϯ.ϭ MolekulargewichtDie Bestimmung des Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE erfolgte anhand eines Proteinstan-dards (ͷ µL, s. ʹ.Ͷ.͵). Die Logarithmen der Molekulargewichte der Standardproteine wurden ge-gen ihre Laufstrecke aufgetragen. Anhand der Regressionsgeraden wurde das Molekulargewichtder Zielproteine ermittelt.
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Ϯ.ϭϰ.ϯ HalbnaƟve SDS-Polyacrylamid-GelelektrophoreseDie halbnative SDS-PAGE wurde nach ʹ.ͳͶ.ʹ mit den folgenden Aǆ nderungen durchgeführt:• Zubereitung ͳͲx Laufpuffer und Probenauftragspuffer mit der Hälfte an SDS (ͷ g L−ͳ SDSbzw. ͳmL SDS-Lösung (ʹͲ%ig))• Probenvorbereitung ohne Auϐkochen und Zusatz von DTT-Lösung• ͳͷmU Enzymaktivität pro Tasche Probenbeladung für Gele mit anschließender Aktivitäts-färbung• Elektrophorese bei Ͷ °CNach der Elektrophorese wurde das Gel - analog zur SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingun-gen - zur Färbung (s. ʹ.ͳ͸) eingesetzt.
Ϯ.ϭϰ.ϰ NaƟve Polyacrylamid-GelelektrophoreseFür die native Polyacrylamid-Gelelektrophoresewurden Polyacrylamid-Fertiggele (s. ʹ.Ͷ.Ͷ, Acryl-amidkonzentration ͵–ͳʹ%, Quervernetzerkonzentration ʹ,͸%, ͳmm Schichtdicke) verwendet.Die Vorbereitung der nativen Gele und die Durchführung der PAGE erfolgte gemäß Herstelleran-gaben. Auf das Gel wurden pro Tasche ͷ µg Protein bzw. ͳͷmU Aktivität aufgetragen.Elektrophoresebedingungen:ͳ. Ͷ °C, ͷͲ V, ͳͲmin – Fokussierungʹ. Ͷ °C, ʹͲͲV, ʹ h – TrennungNach der Elektrophorese wurde das Gel zur Färbung (s. ʹ.ͳ͸) eingesetzt.
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Ϯ.ϭϰ.ϱ Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Ϯ.ϭϰ.ϱ.ϭ AnalyƟsche IEFFür die isoelektrische Fokussierung wurden Polyacrylamid-Fertiggele mit immobilisiertem pH-Gradienten (pH ͵-ͳͲ) und einer Schichtdicke von ͳͷͲ μm verwendet (s. ʹ.Ͷ.͹). Die Vorbereitungder IEF-Gele erfolgte gemäß Herstellerangaben. Auf das Gel wurden pro Tasche ͷ µg Protein bzw.ͳͷmU Aktivität aufgetragen.Elektrophoresebedingungen:ͳ. Ͷ °C, ͷͲͲV, ͳ h – Entsalzungʹ. Ͷ °C, ʹͲͲͲV, ʹ,ͷ h – TrennungNach der Elektrophorese wurde das Gel zur Färbung (s. ʹ.ͳ͸) eingesetzt.
Bestimmung des isoelektrischen Punktes (pI)Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes wurde in eine Probentasche des IEF-Geles ein Pro-teinstandard (ͷ µL, s. ʹ.Ͷ.͵) geladen. Die isoelektrischen Punkte der Standardproteine wurdengegen ihre Laufstrecke aufgetragen.Mit Hilfe der daraus resultierendenRegressionsgeradenwur-den die isoelektrischen Punkte der Zielproteine abgeschätzt.
Ϯ.ϭϰ.ϱ.Ϯ PräparaƟve IEFDie präparative isoelektrische Fokussierung wurde mittels Rotofor® Cell von Biorad durchge-führt. Die Vorbereitung der IEF-Kammer und die Durchführung der Fokussierung erfolgten ge-mäß Herstellerangaben.Elektrophoresebedingungen:• Ͷ °C, ͳͷW• Ende, sobald die Spannung für ͵Ͳmin konstant bliebProbenvorbereitung:ͳmL aufgeschlossenes Pilzmyzel (hergestellt nach ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ) wurde mit ͷͺmL Reinstwasser und͵mL Ampholytlösung (pH ͵-ͳͲ oder pH ͷ-͹) versetzt und in die Probenkammer (ͷͺmL) gefüllt.Die erhaltenen Fraktionen wurden nach Bestimmung des pH-Wertes zum Dot Blot (s. ʹ.ͳͷ) undzur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.Ͷ) eingesetzt.
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Ϯ.ϭϰ.ϲ Western BlotNach erfolgter SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Polyacrylamid-gel mittels Tank-Elektroblotter auf eine Polyvinylidenϐluorid-Membran (PVDF-Membran) über-tragen.Folgende Lösungen wurden dafür verwendet:
ͳͲx Wet Blot LaufpufferGlycin ͳͶͶ,ͳ͵ gTRIS-Base ͵Ͳ,ʹͻ gVE-Wasser ad ͳ L
ͳx Wet Blot LaufpufferͳͲx Wet Blot Laufpuffer ͳͲͲmLMeOH ͷͲmLVE-Wasser ad ͳ L
ͳͲx TBS-PufferTRIS-HCl ͹ͺ,ͺͲ gNatriumchlorid ͺ͹,͸͸ gReinstwasser ad ͳ LEinstellen auf pH͹,ͷ mit ͳ M NaOH
ͳx TBST-PufferͳͲx TBS-Puffer ͳͲͲmLTween® ʹͲ ͳmLReinstwasser ad ͳ L
ͷ%iges Milchpulver in TBST-PufferMilchpulver ͷͲ gͳx TBST-Puffer ad ͳ L
Für den Western Blot wurden die PVDF-Membran und das Blottingpapier auf SDS-Gelgröße zu-geschnitten. Die Membran wurde ͷmin mit MeOH aktiviert und anschließend mit dem Blotting-papier in dem Wet Blot Laufpuffer (ͳx) äquilibriert. Der Blot erfolgte für eine Stunde bei einerSpannung von ͳͲͲV. Anschließendwurde dieMembran über Nacht in TBST-Puffermit ͷ%Milch-pulver bei Ͷ °C inkubiert, umdie freien Bindungsstellen auf derMembran zu blockieren und somitein unspeziϐisches Binden der Antikörper an die Membran zu verhindern.
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Ϯ.ϭϰ.ϲ.ϭ ImmunodetekƟon, Entwicklung und DokumentaƟonDie Detektion erfolgte durch Inkubationmit demprimären Antikörper Kaninchen anti-CQDAQYY-
PDDASVAGD-amid IgG (s. ʹ.Ͷ.ͳ) (ʹ h, ͳ:ͳͲ ͲͲͲmit ͷ%igemMilchpulver in TBST-Puffer). Nach drei-maligemWaschen mit TBST-Puffer (ͳͲmin) erfolgte die Inkubation mit einem sekundären Anti-körper (ͳ h, ͳ:ͳͷ ͲͲͲ in TBST-Puffer).Für die Detektion mit einem Chemolumineszenz-Reagenz wurde der Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper konjugiert mit einer Peroxidase (s. ʹ.Ͷ.ͳ) verwendet; für die Detektion mit dem Chro-mogen ͷ-Brom-Ͷ-chlor-͵-indolylphosphat (BCIP) und Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) hin-gegen wurde der Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper konjugiert mit einer alkalischen Phospha-tase (s. ʹ.Ͷ.ͳ) eingesetzt. Nach erneutemWaschen mit TBST-Puffer (dreimal, ͳͲmin) erfolgte dieEntwicklung der Membran und deren Dokumentation mit zwei unterschiedlichen Varianten.
Variante ϭ: Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper konjugiert mit einer PeroxidaseDie PVDF-Membran wurde mit Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat in-kubiert (ʹmin, je ͳmL Luminol- und Peroxidaselösung). Die Dokumentation erfolgte mit-tels Fotoϐilm und einer Entwicklermaschine (Tab. ʹ.ͳ͵, Canon Deutschland GmbH, Krefeld;VersaDoc Imaging System ͶͲͲͲ MP, Biorad) innerhalb von ͵Ͳmin.
Variante Ϯ: Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikörper konjugiert mit einer alkalischen PhosphataseFür die Entwicklungwurde eine Sigma FastTMBCIP®/NBT-Tablette in ͳͲmLVE-Wasser ge-löst und die PVDF-Membran mit dieser Lösung inkubiert (ͳͲmin, unter Lichtausschluss).Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgt durch die Entstehung blauvioletter Präzipita-te. Zur Dokumentation wurde die Membran eingescannt.
Ϯ.ϭϱ 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 nichterfasst.Durchführung:Auf die aktivierte PVDF-Membran (ͷmin mit MeOH) wurden die Probelösungen der einzelnenFraktionen (erhalten nach ʹ.ͳͶ.ͷ.ʹ) unverdünnt punktförmig aufgetragen und die Membran zurBlockierung der noch freien Bindungsstellen in ͷ%-igem Milchpulver in TBST-Puffer inkubiert(Ͷ °C, über Nacht). Detektion, Entwicklung und Dokumentation der Membran erfolgten analogzumWestern Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸.ͳ).
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Ϯ.ϭϲ Färbungen

Vor jeder Färbung wurden die Gele dreimal mit heißemWasser oder bei Aktivitätsfärbungen mitentsprechendem Puffer gewaschen (ͷmin, unter Schütteln ͵ͲUmin-ͳ).
Ϯ.ϭϲ.ϭ CoomassiefärbungNach der Elektrophorese wurden die auf dem Gel beϐindlichen Proteine für ͳ h unter leichtemSchütteln in einer Lösung aus ͶͲ% Ethanol, ͳͲ% konz. Essigsäure und ʹͻͲmgL−ͳ Coomassie®Brilliant Blue R ʹͷͲ ϐixiert und gefärbt. Anschließend wurde der Hintergrund mit einer Lösungaus ʹͷ% Ethanol und ͺ% konz. Essigsäure entfärbt. Das gefärbte Gel wurde zur Dokumentationeingescannt.
Ϯ.ϭϲ.Ϯ Kolloidale CoomassiefärbungFür die Färbung mit kolloidalem Coomassie wurde folgende Lösung verwendet:Coomassie® Brilliant Blue G ʹͷͲ ͳ,Ͳ g L−ͳEthanol (v/v) ͳͲ,Ͳ%Aluminiumsulfat ͷͲ,Ͳ g L−ͳPhosphorsäure (ͺͷ%ige) (v/v) ʹ,Ͳ%Die Chemikalien wurden in der obigen Reihenfolge zusammengegeben, über Nacht unter Licht-ausschluss gerührt und anschließend ϐiltriert. Die Lagerung erfolgte ebenfalls im Dunkeln.
Durchführung:Das Gel wurde unter leichtem Schütteln mit kolloidaler Coomassielösung inkubiert bis die Prote-inbanden deutlich sichtbar waren. Coomassie® Brilliant Blue lagert sich hierbei an die basischenSeitenketten vonAminosäuren an und färbt so die Proteine. Anschließendwurde derHintergrundmit Reinstwasser entfärbt und das Gel zur Dokumentation eingescannt.
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Ϯ.ϭϲ.ϯ AkƟvitätsfärbung mit ABTSDiese Färbung wurde bei halb-nativen (s. ʹ.ͳͶ.͵) bzw. nativen Polyacrylamidgelen (s. ʹ.ͳͶ.Ͷ) undbei Gelen nach isoelektrischer Fokussierung (s. ʹ.ͳͶ.ͷ.ͳ) angewendet. Nach der Elektrophoresewurde das Gel ͷmin unter leichtem Schütteln mit einer ͷmM ABTS-Lösung in ͷͲmM Natriuma-cetat-Puffer (pH ͵,ͷ) inkubiert. Anschließend wurde ͵%iges HʹOʹ (Endkonzentration Ͳ,͵ͷmM)zugegeben. Nach Waschen mit Reinstwasser wurde das Gel zur Dokumentation eingescannt.
Ϯ.ϭϲ.ϰ Färbung für Häm- und Metallenzyme (Hämfärbung)Die Hämfärbung (modiϐiziert nach Thomas et al. ͳͻ͹͸ und Henne et al. ʹͲͲͳ) wurde bei halb-nativen (s. ʹ.ͳͶ.͵) bzw. nativen Polyacrylamidgelen (s. ʹ.ͳͶ.Ͷ) und bei Gelen nach isoelektrischerFokussierung (s. ʹ.ͳͶ.ͷ.ͳ) angewendet. Weiterhin wurde die Färbung für den Nachweis des Zen-tralatoms Eisen im Gesamtzellextrakt von Hansenula polymorpha verwendet.Für die Hämfärbung wurden folgende Lösungen verwendet:Lösung I ͸,͵mMmethanolische TMB-LösungLösung II ʹͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͷ,ͲLösung III (Färbelösung) Lösung I/Lösung II (͵/͹ v/v)Lösung I und II wurden jeweils kurz vor der Verwendung hergestellt.
Durchführung:• Das Gelwurde in Lösung III inkubiert (ͳ h, imDunkeln). Anschließendwurde ͵Ͳ%igesHʹOʹ(Endkonzentration ͵ͲmM) zugegeben und für ͳmin inkubiert. Nach dreimaligemWaschenmit Reinstwasser wurde das Gel zur Dokumentation eingescannt.• DerGesamtzellextraktwurde in eineKüvettepipettiert undmit Lösung III inkubiert (͵Ͳmin,im Dunkeln). Anschließend wurde ͵Ͳ%iges HʹOʹ (Endkonzentration ͵ͲmM) zugegebenund für ͳmin inkubiert.
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Ϯ.ϭϳ Molekularbiologische Arbeiten

Ϯ.ϭϳ.ϭ PrimerableitungDie Auswahl und das Ableiten der verwendeten Primer (s. ʹ.Ͷ.ͷ) wurde auf Grund der hohen Se-quenzhomologie von Pleurotus sapidus zu Pleurotus ostreatus anhand der Gensequenz des Prote-ins aus demBasidiomyceten Pleurotus ostreatus vorgenommen, der im Rahmen eines Genompro-jekts untersucht wurde. Die entsprechenden Sequenzenwurden publiziert (The Genome Portal of
the Department of Energy Joint Genome Institute (DOE-JGI), Tab. ʹ.ͳͶ, PCͳͷ vʹ.Ͳ).
Ϯ.ϭϳ.Ϯ BesƟmmung der KonzentraƟon von NukleinsäurenDie Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration in Lösungen erfolgte durch die Messung derExtinktion E bei ʹ͸Ͳ nm, ʹͺͲ nm und ͵ʹͲnm (Sambrook und Russell ʹͲͲͳ) mittels Nanophoto-meter™ Pearl. Uǆ ber die Extinktion bei ʹ͸Ͳ nm kann der Nukleinsäuregehalt bestimmt werden͵ͳ.Uǆ ber den Quotienten der Extinktion bei ʹ͸Ͳ nm und ʹͺͲnm kann die Reinheit der Lösung be-stimmt werden. Liegt eine reine DNA-Lösung vor, so hat der Quotient Eʹ͸Ͳ/EʹͺͲ einen Wert vonͳ,ͺ. Liegt hingegen eine reine RNA-Lösung vor, so liegt der Wert bei ʹ,Ͳ. Die Bestimmung derExtinktion bei ͵ʹͲ nm dient der Trübungsmessung.
Ϯ.ϭϳ.ϯ Isolierung genomischer DNADie Isolierung genomischer DNA efolgtemittels Nucleo Spin® Plant II Kit (Tab. ʹ.͹). ͳͲͲmgMyzelvon Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii des Kulturtages Ͷ (s. ʹ.ͺ.͹) wur-denmit ϐlüssigemStickstoff gefrorenundunter Zugabe vonͶͲͲ µLPLͳ-Puffer gemörsert. Diewei-teren Arbeitsschritte wurden gemäß Handbuch (Ausgabe Dezember ʹͲͳͲ/Rev.Ͳͷ) durchgeführt.Die DNA-haltige Lösung wurde nach der Bestimmung der Konzentration (s. ʹ.ͳ͹.ʹ) aliquotiertund bei −ʹͲ °C gelagert. Die genomische DNA wurde zur Ampliϐizierung bestimmter Sequenzbe-reiche mittels Polymerasekettenreaktion eingesetzt (s. ʹ.ͳ͹.͸.ͳ).

͵ͳͳEʹ͸Ͳ-Einheit entspricht ͷͲ ng µL−ͳ dsDNA, ͶͲ ng µL−ͳ ssRNA oder ͵͵ ng µL−ͳ ssDNA (Schrimpf et al. ʹͲͲ͹)
ͷͻ
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Ϯ.ϭϳ.ϰ RNA-IsolierungDie Isolierung der Gesamt-RNAwurde mit Hilfe des RNeasy® Plant Mini Kits (Tab. ʹ.͹) nach Her-stellerangaben durchgeführt. Dafür wurden je ͳͲͲmg Myzel vom PSA, PER und POS der Kultur-tage ʹ-͸ (s. ʹ.ͺ.͹) in einemMörser mit ϐlüssigem Stickstoff zermahlen und in ͶͷͲ µL RLT-Puffer͵ʹaufgenommen. Die weiteren Arbeitsschritte wurden nach Anleitung des Handbuchs (ͲͶ/ʹͲͲ͸)durchgeführt. Nach der Messung der Konzentrationen (s. ʹ.ͳ͹.ʹ) wurde die RNA-haltige Lösungaliquotiert und bei −ͺͲ °C gelagert.
Ϯ.ϭϳ.ϰ.ϭ Überprüfung der RNA-QualitätFür die Uǆ berprüfung derQualität der isoliertenGesamt-RNA (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ)wurdenͳͲ µLRNA-haltigeLösung für ʹ Stunden auf Eis bzw. bei Ͷʹ °C belassen. Anschließendwurden diesemit ͸×Auftrags-puffer (ʹ µL) versetzt, auf ein ͳ%igem Agarosegel aufgetragen und mittels Agarose-Elektropho-rese getrennt (s. ʹ.ͳͶ.ͳ).
Ϯ.ϭϳ.ϱ cDNA-Synthese

Ϯ.ϭϳ.ϱ.ϭ Erststrangsynthese durch reverse TranskripƟonDieErststrangsynthesewurdemittels SMARTPCRcDNASynthesisKit (Tab. ʹ.͹, Protokoll PT͵ͲͶͳ-ͳ, Version PR͹͸ʹʹͺ͹) mit ͵ µL RNA (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ) durchgeführt (Abb. ʹ.Ͷ). Unter Verwendung des͵’SMARTCDSʹA-Primers (Oligo(dT)-Primer),welcher andasPoly-A-EndeeukaryontischermRNAbindet, wurde die RNA in cDNA umgeschrieben (Borson et al. ͳͻͻʹ). Abweichend vom Protokollwurde die SuperScript II bzw. SuperScript III reverse Transkriptase (Tab. ʹ.ͳ) mit dem dazugehö-rigen Arbeitspuffer verwendet. Zusätzlich wurde zur Erststrangsynthese anstelle des ͵’SMARTCDS ʹA-Primers der speziϐische Primer revloxFrͳ ͷͺ (Tab. ʹ.ͺ) eingesetzt. Der Erststrang derGesamt-cDNA(ss) wurde für die Gegenstrangsynthese oder - nach Abbau der RNA durch RNase H(gemäß Herstellerangaben) - als Probentemplate für die Real-time-PCR eingesetzt (s. ʹ.ͳ͹.͸.ͷ).

͵ʹͶͷͲ µL RLT-Puffer wurden zuvor mit Ͷ,ͷ µL β-Mercaptoethanol versetzt.
͸Ͳ



Material und Methoden
Ϯ.ϭϳ.ϱ.Ϯ GegenstrangsyntheseDie Synthese des Gegenstrangs durch den Primer ͷ’PCRPrimer ʹA (Tab. ʹ.ͺ) und die anschließen-de Ampliϐizierung der cDNA-Bibliothek mittels Long-Distance-PCR (LD-PCR) (Abb. ʹ.Ͷ) erfolgtemittels SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Tab. ʹ.͹). Abweichend vom Protokoll wurden zusätz-lich Ansätze durchgeführt, bei denen die Synthese des Gegenstranges durch speziϐischen Primer(Tab. ʹ.ͺ) erfolgte. Die cDNAwurde nach der Bestimmung der Konzentration (s. ʹ.ͳ͹.ʹ) bei −ʹͲ °Cgelagert.
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CCC
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ϱ’

ϱ’GGGϱ’

ϱ’

Erststrangsynthese
durch SMARTScribe
Reverse Transkriptase

durch Long-distance-PCR
mit PCR Primern

AmplifikaƟon der cDNA

EinzelschriƩ

SMART Ϯ Oligo

Poly(A)+-mRNA

Abbildung Ϯ.ϰ: Reverse TranskripƟon zur Herstellung einer cDNA-Bank (BD Clontech): bei der Erststrangsynthe-
se bindet der ϯ’SMART CDS ϮA-Primer an das Poly(A)-Ende der mRNA, die Reverse Transkriptase
polymerisiert die DNA-Kopie der mRNA. Die Bindung des Primers ϱ’PCR Primer ϮA (nach Bildung
der Bindungsstelle durch den Primer SMART Ϯ oligo) ermöglichte die anschließende exponenƟel-
le Amplifizierung der Gesamt-cDNA. (Bildquelle: SMARTer™ PCR cDNA Synthesis Kit User Manual,
Januar ϮϬϭϮ, Clontech, modifiziert)

CyclerprogrammLid: ͳͲͷ °Cͻͷ °C ͳminʹͲ Zyklen (͵. Kulturtag PSA) bzw. ʹʹ Zyklen (Ͷ. Kulturtag PSA)ͻͷ °C ͳͷ s͸ͷ °C͵͵ ͵Ͳ s͸ͺ °C ͸min
͵͵ͷͲ °C bei den Ansätzen mit speziϐischen Primern
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Ϯ.ϭϳ.ϲ PolymerasekeƩenreakƟon (PCR)

Ϯ.ϭϳ.ϲ.ϭ PCRDie Ampliϐizierung gewünschter DNA-Abschnitte zwischen zwei Oligonukleotidprimern erfolgtemittels PCR. Die Primer wurden so kombiniert, dass die Schmelztemperatur (Tm) maximal umʹ °C variierte.Die Berechnung der Schmelztemperaturen erfolgte anhand der ʹ °C + Ͷ °C-Regel:
TM = n · [GC] · Ͷ°C+ n · [AT] · ʹ°C (ͻ)

n: Anzahl der BasenDie Elongationszeit wurde an die zu erwartende Fragmentlänge angepasst͵Ͷ. Die einzelnen Be-standteile (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)der eingesetztendNTPswurdenzugleichenAnteilen (ͳͲmM)zusammenpipettiert. Der dNTP-Mixwurde in ʹͲ µL-Portionen aliquotiert und bei −ʹͲ °C gelagert.
PCR-AnsatzTemplate variabel (ͷͲ–ͳͲͲ ng)dNTPs (je ͳͲmM) Ͳ,͸Ͳ µLͳͲx CoralLoad PCR-Puffer ͵,ͲͲ µLPrimer for (ͳͲ µM) ͳ,ʹͲ µLPrimer rev (ͳͲ µM) ͳ,ʹͲ µLHotStarTaq Plus (ͷU µL−ͳ) Ͳ,ͳͷ µLReinstwasser ad ͵Ͳ,ͲͲ µL
CyclerprogrammLid: ͳͲͷ °Cͻͷ °C ͷminͶͲ Zyklen:ͻͷ °C ͸Ͳ s

x - ͷ °C͵ͷ ͸Ͳ s͹ʹ °C ͵Ͳ–ͳͳͲ s͹ʹ °C ͷminͶ °C halten
͵ͶGeschwindigkeit der Taq: ͳͲͲͲ bp /min͵ͷ
x = Niedrigste Schmelztemperaturen der Primer in °C
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Ϯ.ϭϳ.ϲ.Ϯ AnalyƟsche PCRDie Analytische PCR wurde zur Ermittlung der optimalen Hybridisierungstemperatur von Pri-mern in einemGradienten-Cycler (BioRad Laboratories GmbH, Tab. ʹ.ͳ͵, CFXManager™ SoftwareVersion ͵.Ͳ) durchgeführt. Der Temperaturgradient wurde auf die berechneten Schmelztempera-turen (Tm) der Primer (Formel ͻ) angepasst.
PCR-Ansatz analog zu ʹ.ͳ͹.͸.ͳ
Cyclerprogrammͻͷ °C ͷminͶͲ Zyklen:ͻͷ °C ͳminͺ-stuϐiger Gradient ͳmin (bei ͸ʹ,Ͳ °C, …, ͷʹ,͹ °C, ͷͲ,Ͳ °C)͹ʹ °C ͳͷ s͹ʹ °C ͷminͶ °C halten
Ϯ.ϭϳ.ϲ.ϯ PräparaƟve PCRZur Gewinnung größerer DNA-Mengen wurde eine präparative PCR durchgeführt. Dazu wurdeder PCR-Ansatz von ͵Ͳ µL auf ͳͲͲ µL vergrößert. Die erhaltene DNA wurde nach der Fragment-isolierung (s. ʹ.ͳ͹.͹) direkt zur Sequenzierung͵͸ (s. ʹ.ͳ͹.ͻ) eingesetzt.
PCR-AnsatzTemplate variabel (ͷͲ–ͳͲͲ ng)dNTPs (je ͳͲmM) ʹ,Ͳ µLͳͲx CoralLoad PCR-Puffer ͳͲ,Ͳ µLPrimer for (ͳͲ µM) Ͷ,Ͳ µLPrimer rev (ͳͲ µM) Ͷ,Ͳ µLHotStarTaq Plus (ͷU µL−ͳ) Ͳ,ͷ µLReinstwasser ad ͳͲͲ,Ͳ µL

͵͸ohne voheriger Klonierung
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CyclerprogrammLid: ͳͲͷ °Cͻͷ °C ͷminͶͲ Zyklen:ͻͷ °C ͸Ͳ s

x - ͷ °C ͸Ͳ s͹ʹ °C ͵Ͳ–ͳͳͲ s͹ʹ °C ͷminͶ °C halten
x = Niedrigste der Schmelztemperaturen der Primer (°C)

Ϯ.ϭϳ.ϲ.ϰ Kolonie-PCRNach Ligation eines Fragmentes (s. ʹ.ͳ͹.͹) in den TA-Vektor (s. ʹ.ͳ͹.ͺ.ͳ) und Transformation in
E. coli (s. ʹ.ͳ͹.ͺ.ʹ) wurde die Insertion des Vektors in die Zellen mittels Kolonie-PCR überprüft.Die PCR erfolgte mit Mͳ͵-Primern (s. ʹ.ͺ) und einer an die Ampliϐikatlänge von Fragment undMͳ͵-Flankierung angepassten Elongationszeit. Als Template wurden Zellen von E. coli aus einereinzelnen Kolonie „gepickt“ und im PCR-Ansatz suspendiert.
PCR-AnsatzTemplate Zellen von E. colidNTPs (je ͳͲmM) Ͳ,Ͷ µLͳͲx CoralLoad PCR-Puffer ʹ,Ͳ µLMͳ͵-Primer for (ͳͲ µM) ͳ,Ͳ µLMͳ͵-Primer rev (ͳͲ µM) ͳ,Ͳ µLHotStarTaq Plus (ͷU µL−ͳ) Ͳ,ʹ µLReinstwasser ad ad ʹͲ,Ͳ µL
CyclerprogrammLid: ͳͲͷ °Cͻͷ °C ͷminͶͲ Zyklen:ͻͷ °C ͳminͶͷ °C ͳmin͹ʹ °C ͳ–ʹmin͹ʹ °C ͷminͶ °C halten
͸Ͷ
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Ϯ.ϭϳ.ϲ.ϱ Real-Ɵme-PCRDer quantitative Nachweis von Transkripten der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde mittels
Real-time-PCR durchgeführt. Bei der Real-time-PCR wird die Produktakkumulation in Echtzeitverfolgt; die exponentielle Phase der Reaktion wird für die Quantiϐizierung der Templatemen-ge genutzt (Wilhelm ʹͲͲ͵a). Die Messung der Produktzunahme geschieht anhand von Fluores-zenzlicht, welches in Abhängigkeit der Produktmenge generiert wird (Heid et al. ͳͻͻ͸; Higuchi
et al. ͳͻͻ͵). Eine Möglichkeit zur Generierung produktabhängiger Fluoreszenz bieten dsDNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe. Der heute üblicherweise verwendete dsDNA-sensitive Farbstoffist SYBR Green I; ein unsymmetrischer Cyaninfarbstoff. Der Farbstoff interkaliert nicht, sondernbindet weitgehend sequenzunspeziϐisch in der kleinen Furche doppelsträngiger DNA. Das in derkleinen Furche gebundene SYBR-Green I ϐluoresziert nach Anregungmit Blaulicht (ͶͺͲ nm) etwaͳͲͲͲmal stärker als der freie Farbstoff, weshalb SYBR Green I sehr gut geeignet ist, die Akkumu-lation doppelsträngiger PCR-Produkte in der Real-time-PCR sichtbar zu machen (Morrison et al.ͳͻͻͺ).Zusammensetzung einerReal-time-PCR-Reaktionmit dem Sso Advantage™ ʹ SYBR® Green Super-mix (SYBR Green, Tab. ʹ.ͳ) und das verwendete Cyclerprogramm:
Real-time-PCR-Ansatz (ʹͷ µL) Proben StandardsNucleasefreies Wasser ͵,Ͷ µL ͺ,Ͷ µLcDNA (ss) ͳͲ,Ͳ µL -DNA (ds) - ͷ,Ͳ µLPrimer rev Ͳ,ͺ µL Ͳ,ͺ µLPrimer for Ͳ,ͺ µL Ͳ,ͺ µLSYBR Green ͳͲ,Ͳ µL ͳͲ,Ͳ µL

Cyclerprogramm:ͻͷ °C ͵minͶͲ Zyklen:ͻͷ °C ͳͲ sͷʹ,͹ °C bzw. ͷͶ,Ͳ °C ͵Ͳ s+ Plate ReadMeltcurve: ͸ͷ–ͻͷ °C in Ͳ,ͷ °C Schritten für jeweils ͷ s+ Plate Read
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Ϯ.ϭϳ.ϳ DNA-FragmenƟsolierungDie PCR-Ampliϐikate (s. ʹ.ͳ͹.͸) wurdenmittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt und relevan-te DNA-Fragmente aus demGel geschnitten. Die Extraktion der DNA aus demGel erfolgtemit Hilfedes Nucleo Spin® Extrakt II Kit (Tab. ʹ.͹) nach Herstellerangaben (Handbuch Januar ʹͲͳͳ, Rev.ͳͳ). Für die Elution wurden ͵Ͳ µL Reinstwasser verwendet. Nach der Messung der Konzentra-tionen (s. ʹ.ͳ͹.ʹ) wurde die DNA-haltige Lösung aliquotiert und bei −ʹͲ °C gelagert bzw. direktweiter verwendet (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ʹ, ʹ.ͳ͹.ͺ).
Ϯ.ϭϳ.ϴ Klonierung

Ϯ.ϭϳ.ϴ.ϭ LigaƟon miƩels TA-CloningDie Ligation von isolierten DNA-Fragmenten (s. ʹ.ͳ͹.͹) in den pCR® ʹ.ͳ-TOPO-Vektor (s. ʹ.Ͷ.͸)erfolgte mittels TA Cloning Kit (Tab. ʹ.͹).
LigationsansatzDNA-Fragment Ͳ,ͷ–Ͷ,Ͳ µLSalzlösung ͳ µLsteriles Wasser ad ͷ µLpCR® ʹ.ͳ-TOPO Vektor ͳ µL
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und für ͵Ͳmin bei Raumtemperatur stehengelassen oderüber Nacht bei −ʹͲ °C inkubiert. Anschließend erfolgte die Transformation in E. coli (s. ʹ.ͳ͹.ͺ.ʹ).
Ϯ.ϭϳ.ϴ.Ϯ TransformaƟon in E. coliͷͲ µL chemisch kompetente Zellen (E. coli One Shot® TOP ͳͲ-Zellen, s. ʹ.Ͷ.Ͷ) wurden auf Eis auf-getaut und vorsichtig mit ʹ µL eines Ligationsansatzes vermischt. Die Zellen wurden ͵Ͳmin aufEis inkubiert. Der Hitzeschock, der die Aufnahme der Plasmid-DNA ermöglicht, erfolgte im Was-serbad für ʹmin bei Ͷʹ °C. Anschließend wurden die Zellen sofort auf Eis (ͷmin) gestellt. Umdie auf dem Plasmid vorhandene Antibiotikaresistenz auszubilden, wurde zu den Zellen ͳͷͲ µLLB-Medium (s. ʹ.ͻ.ͳ) gegeben und im Schüttler inkubiert (ͳ h, ͵͹ °C, ʹʹͷUmin-ͳ). ͳ͹Ͳ µL diesesTransformationsansatzes wurden auf einer mit X-β-Gal (ͶͲ µL) und IPTG (ͶͲ µL) bestrichenenLBamp-Platte (s. ʹ.ͻ.Ͷ) ausplattiert und ein Blau/Weiß-Screening (s. ʹ.ͳ͹.ͺ.͵) durchgeführt. DieInkubation erfolgte im Brutschrank bei ͵͹ °C über Nacht.
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Ϯ.ϭϳ.ϴ.ϯ Blau/Weiß-ScreeningVerwendete Lösungen:
X-β-Gal-LösungX-β-Gal ͶͲmgmL−ͳ in DMF
Die Lösung wurde aliquotiert und bei −ʹͲ °C gelagert.
IPTG-LösungIPTG ͳͲͲmM in Reinstwasser
Die Lösung wurde aliquotiert und bei −ʹͲ °C gelagert.Das Blau/Weiß-Screening diente zur Identiϐizierung positiver Transformanten. Zu diesem Zweckwurden LBamp-Platten (s. ʹ.ͻ.Ͷ) mit ͶͲ µL IPTG- und ͶͲ µL X-β-Gal-Lösung versetzt. Die transfor-mierten Zellen (s. ʹ.ͳ͹.ͺ.ʹ) wurden auf diesen Platten ausplattiert und über Nacht bei ͵͹ °C in-kubiert. Der verwendete Vektor enthielt den lac-Promotor und das Reportergen β-Galaktosidase(lacZα) mit der darin liegenden multiplen Klonierungsstelle (MCS). Die verwendeten Wirtsbak-terien enthielten das LacZαMͳͷ-Gen. Beinhaltet das Plasmid ein Insert in der multiplen Klonie-rungsstelle, so ist das LacZ’-Gen unterbrochen und das N-terminale-Fragment der Galaktosidasekann nicht exprimiert werden. Derartige Stämme weisen keine β-Galaktosidaseaktivität auf undbleiben bei Wachstum auf IPTG und X-β-Gal weiß. Stämme mit β-Galaktosidaseaktivität wachsenin Gegenwart von IPTG und X-β-Gal blau, da aus dem farblosen Substrat X-β-Gal der blaue Farb-stoff ͷ,ͷ’-Dibrom-Ͷ,Ͷ’-dichlorindigo entsteht.
Ϯ.ϭϳ.ϴ.ϰ PlasmidisolierungDie IsolierungderPlasmid-DNAausdenUǆ bernachtkulturen (s. ʹ.ͻ.͸) erfolgtemittelsNucleo Spin®Plasmid Kit (s. ʹ.Ͷ.Ͷ) und nach Herstellerprotokoll (September ʹͲͲ͹, Rev. ͲͶ). Für die Elution derPlasmid-DNA wurden ͸Ͳ µL Reinstwasser verwendet.
Ϯ.ϭϳ.ϵ DNA-SequenzierungZur Sequenzierung benötigte Gehalte an Plasmid-DNA:• ͹ͷ ng bei ͵ͲͲ - ͳͲͲͲ bp• ͳͷͲ ng > ͳͲͲͲ bp

͸͹



Material und Methoden
Ϯ.ϭϳ.ϵ.ϭ Sequenzierung von Plasmid-DNADie Sequenzierung von jeweils ͳͷ µL der isolierten Plasmid-DNA (s. ʹ.ͳ͹.ͺ.Ͷ) wurde von EuroϐinsMWG Operon (Ebersberg) durchgeführt und erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode. Die Aus-wertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm Chromas Lite ʹ.Ͳͳ (Tab. ʹ.ͳͶ), mit dessenHilfe die Vektorsequenzen entfernt wurden. Anschließendwurde eine Datenbankrecherche beimEuropean Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) mittels BLAST- und FASTA-Algorithmus durchge-führt, ebenso wie ein Abgleich mit dem Genomprojekt vom Pleurotus ostreatus (Tab. ʹ.ͳͶ).
Ϯ.ϭϳ.ϵ.Ϯ Sequenzierung von DNA-FragmentenDie Sequenzierung von isolierten DNA-Fragmenten (s. ʹ.ͳ͹.͹) erfolgte analog zur Sequenzierungvon Plasmid-DNA (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ͳ). Abweichend wurden ͳͷ µL Probe (bestehend aus ͳ͵,ͷ µL DNA-Fragment versetzt mit ͳ,ͷ µL speziϐischen Primern) sequenziert.
Ϯ.ϭϳ.ϭϬ Heterologe ExpressionDie Klonierung der Oxygenase (s. ʹ.ͳ) in den Expressionsvektor pFPMT͸His sowie das Produkt-screening von Hansenula polymorpha-Transformanten wurde von Artes Biotechnology durchge-führt.
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Ϯ.ϭϴ Immobilisierung von MsPϭ

Reines MsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) wurde mit Hilfe kovalenter chemischer Bindungen an Oberϐlächen ver-schiedener Materialien immobilisiert.
Ϯ.ϭϴ.ϭ Immobilisierung mit GlutardialdehydFür die ImmobilisierungmitGlutardialdehydwurden folgendeSilica-Monolithen (s. ʹ.͵.ͳ, Abb. ʹ.ʹ)und Lösungen eingesetzt:
Silica-Monolithe (Abkürzungen siehe Tab. ʹ.͵)Blind-SiOʹ ʹͲmgAP-SiOʹ ʹͲmgDie Monolithe wurden für die Immobilisierung mit einem Mörser fein zerrieben.
Phosphat-PufferFür die Herstellung des Puffers wurden ͳM Kaliumdihydrogenphosphat- und ͳM Dinatrium-hydrogenphosphatlösung verwendet. Je nach gewünschtem pH-Wert des Puffers wurden die bei-den Lösungen zu unterschiedlichen Anteilen gemischt. Die Konzentration der Pufferlösung wur-de anschließend durch Verdünnen mit Wasser eingestellt (LAB TOOLS, Tabellen für das Labor,Merck, W.ʹͺͲͲͳͳ Ͳ͵/ͳͲ).
ͷ%-ige GlutardialdehydlösungͷͲ%-ige Glutardialdehydlösung ͳmLʹͲͲmM Phosphatpuffer pH ͹ ad ͳͲmLDie Lösung wurde direkt vor Gebrauch hergestellt.
NatriumborhydridlösungNaBHͶ ͶͲmgPuffer (pH ͳͲ) ad ʹͲmLDie Lösung wurde direkt vor Gebrauch hergestellt.
MsPͳ-Lösung͵ µgmL−ͳ MsPͳ in ͳͲͲmM Phosphatpuffer pH ͹
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Durchführung:ʹͲmg des Silica-Monolithen wurden in ͳͷmL Falcon™ Tubes eingewogen, mit ʹmL ͷ%-iger Glu-tardialdehyd-Lösung überschichtet undunter Schütteln inkubiert (͵ h, ͵ͲͲUmin-ͳ, RT). Anschlie-ßend wurden die Silicapartikel abzentrifugiert (ͶͳͷͲUmin-ͳ, ͶͲͲͲ×g, Ͷ °C, ͷmin), dreimal mitͳͲmL Reinstwasser gewaschen (ͳͷmin, ͵ͲͲUmin-ͳ, RT) und der Uǆ berstand verworfen. ͳmLMsPͳ-Lösung wurde zu den Silicapartikeln gegeben, inkubiert (ʹ h, ͵ͲͲUmin-ͳ, ʹ͹ °C) und zen-trifugiert (ͷmin, ͶͳͷͲUmin-ͳ, ͶͲͲͲ×g, Ͷ °C). Der Uǆ berstand wurde entnommen und für spätereMessungen der Aktivität und Proteinkonzentration (s. ʹ.ͳͺ.ͷ und ʹ.ͳͺ.͵) bei Ͷ °C auϐbewahrt. An-schließend wurden die Partikel dreimal mit ͳͲmL Reinstwasser bzw. ͳͲͲmM Phosphat-PufferpH ͹,Ͳ gewaschen (ͳͷmin, ͵ͲͲUmin-ͳ, ʹ͹ °C) und zentrifugiert (ͶͳͷͲUmin-ͳ, ͶͲͲͲ×g, Ͷ °C,ͷmin); die Waschüberstände wurden ebenfalls bei Ͷ °C gelagert. Ein Teil der Silicapartikel wur-de mit Phosphat-Puffer (ͳͲͲmM, pH ͹,Ͳ) überlagert und bei Ͷ °C für anschließende Messungenauϐbewahrt. Der andere Teil wurde vor der Lagerung mit ʹ,ͷmL einer Natriumborhydridlösungüberschichtet und inkubiert (͵Ͳmin, ͵ͲͲUmin-ͳ, ʹ͹ °C). Anschließend wurden die Partikel ab-zentrifugiert (ͷmin, ͶͳͷͲUmin-ͳ, ͶͲͲͲ×g, Ͷ °C), der Uǆ berstand verworfen und die Silicapartikeldreimal mit ͳͲmL Reinstwasser gewaschen (ͳͷmin, ͵ͲͲUmin-ͳ, ʹ͹ °C). Die Partikel wurdenmitwenig ͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ aufgenommen und bei Ͷ °C gelagert.
Ϯ.ϭϴ.Ϯ Immobiliserung mit N-(ϯ-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid

und N-HydroxysuccinimidFür die Immobilisierungwurden folgende Silica-Monolithen (s. ʹ.͵.ͳ, Abb. ʹ.ʹ), Polystyrol-Kugeln(s. ʹ.͵.ʹ, Abb. ʹ.͵) und Lösungen eingesetzt:
Silica-Monolithe und Polystyrol-Kugeln (Abkürzungen und Bedeutung von (I) bzw. (II) sieheTab. ʹ.͵ und ʹ.Ͷ)Blind-SiOʹ ʹ͵ͲmgBSMAP-SiOʹ ʹ͵ͲmgBSAM-PS(I) ͳ gBSAM-PS(II) ͳ gCarboxy-PS(I) ͳ gCarboxy-PS(II) ͳ gDie Monolithe wurden für die Immobilisierung fein zerrieben.
ͷͲ mM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷDie Herstellung erfolgte gemäß ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ.
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Ͷʹͷ mM N-(͵-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC)EDC ʹ,ͲͶ gReinstwasser ad ʹͷ,ͲmLDie Lösung wurde vor Gebrauch ͳͷmin gerührt.
Ͷʹͷ mM N-Hydroxysuccinimid-Lösung (NHS)NHS ͳ,ʹʹmgReinstwasser ad ʹͷ,ͲmLDie Lösung wurde vor Gebrauch ͳͷmin gerührt undmit ͶMNaOH auf den pH-Wert ͸ eingestellt.
Durchführung:ͳ g Polystyrolkugeln bzw. ʹ͵Ͳmg Silica-Monolith wurden in ͳͷmL Falcon™ Tubes eingewogenund mit ͳͲmL Reinstwasser gewaschen (ͳmin vortexen). Anschließend wurden die Partikel ab-zentrifugiert (ͺ °C, ʹͲmin, Ͷ͹ͷͲUmin-ͳ, ͷʹͷͲ×g) und der Uǆ berstand verworfen. Die gereinig-ten Polystyrolpartikel wurden mit ʹmL Reinstwasser und jeweils ͶmL EDC- und NHS-Lösungüberschichtet, die Silicapartikel mit ͳmL Reinstwasser und jeweils ʹmL EDC- und NHS-Lösung.Der pH-Wert wurde mit ͳM HCl auf ͸ eingestellt und die Partikel anschließend für ͵Ͳ min un-ter Schütteln inkubiert (RT, ͵ͲUmin-ͳ). Der Uǆ berstand wurde nach dem Zentrifugieren (ͺ °C,ʹͲmin, Ͷ͹ͷͲUmin-ͳ, ͷʹͷͲ×g) verworfen. Nach dreimaligem Waschen mit ͳͲmL Reinstwasserund anschließendem Zentrifugieren (ͺ °C, ʹͲmin, Ͷ͹ͷͲUmin-ͳ, ͷʹͷͲ×g) wurden die aktiviertenPartikel in ͷmL Reinstwasser aufgenommen, mit ͳͷͲ µL gereinigtem MsPͳ versetzt und für ͳʹStunden inkubiert (Ͷ °C, ͵ͲUmin-ͳ). DiePartikelwurden zentrifugiert (ͺ °C, ʹͲmin, Ͷ͹ͷͲUmin-ͳ,ͷʹͷͲ×g), der Uǆ berstand für spätere Messungen der Aktivität und der Proteinkonzentration auf-gehoben und die Partikel dreimal mit Reinstwasser gewaschen (ͳͷmin, ͵ͲUmin-ͳ, RT). Nach je-dem Waschschritt wurden die Proben erneut zentrifugiert (ͺ °C, ʹͲmin, Ͷ͹ͷͲUmin-ͳ, ͷʹͷͲ×g)und dieWaschüberstände auϐbewahrt. Die Partikel wurdenmit wenig ͷͲmMNatriumacetat-Puf-fer (pH ͵,ͷ) aufgenommen und bei Ͷ °C gelagert.
Ϯ.ϭϴ.ϯ BesƟmmung der ProteinkonzentraƟonDie Bestimmung der Proteinkonzentration der Immobilisierungs- und Waschlösungen erfolgtenach ʹ.ͳ͵.͵.ͳ.
Ϯ.ϭϴ.ϰ ElementaranalyseDie Elementaranalyse der Polystyrolkugeln und der Silica-Monolithen wurden im Institut für or-ganische Chemie der Justus-Liebig-Universität Gießen mittels CHN-Analysator (Thermo FlashEA- ͳͳͳʹ Series) durchgeführt.
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Ϯ.ϭϴ.ϱ Messung der AkƟvität von immobilisiertem MsPϭDie geringen Mengen an ͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ wurden mittels Filterpapier ent-fernt. Anschließend wurden die trockenen Partikel in eine Küvette eingewogen und zur Messungder Aktivität mittels ABTS-Assay eingesetzt (Tab. ʹ.͵͵).
Tabelle Ϯ.ϯϯ: Pipeƫerschema

Polystyrolkugeln Silica-MonolithePartikel ͳͷ–͸Ͳmg ͳͷ–͸Ͳmg͵ͲͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,Ͳ ͷͲͲ µL ͳʹͳͶ µLABTS (ʹmM) ͳͲͲ µL ʹͶ͵ µLHʹOʹ (ͺ͹ͷ µM) ͳͲͲ µL ʹͶ͵ µLGesamtvolumen ͹ͲͲ µL ͳ͹ͲͲ µL
Die Messung erfolgte am Photometer (ͷͷ °C, ͶʹͲ nm, ͳͲ Minuten, ständige Durchmischung). DieEnzymaktivität wurde nach Gleichung ͹ berechnet.
Ϯ.ϭϴ.ϲ WiederverwendbarkeitDieAktivität von immobilisiertemMsPͳ (anPartikeln)wurdeʹͲmalmittelsABTS-Assay (s. ʹ.ͳͺ.ͷ)untersucht. Nach einer Messung wurden die Partikel dreimal mit ͵ͲͲmM Natriumacetat-PufferpH ͵,Ͳ gewaschen und erneut zur Messung der Aktivität eingesetzt.
Ϯ.ϭϴ.ϳ LagerstabilitätDas immobilisierte MsPͳ wurde bei Ͷ °C gelagert und an den Tagen ͳ, ʹ, ͷ und ͳͲ mittels ABTS-Assay (s. ʹ.ͳͺ.ͷ) vermessen.
Ϯ.ϭϴ.ϴ SƟckstoff-TieŌemperatur-AdsorpƟonsmessungMit den Silica-Monolithen Blind-SiOʹ und BSMAP-SiOʹ wurde vor und nach der Immobilisierungmit MsPͳ von Herrn Martin von der Lehr (AG Prof. Dr. Smarsly, Physikalisch-Chemisches Institutder Justus-Liebig-Universität Gießen) eine Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessungdurch-geführt. Zur Messung wurde eine automatische Gas-Adsorptions-Station (Autosorb-͸, Quanta-chrome Corporation, Boynton Beach, USA) verwendet, welche Standardcharakterisierungen vonnanostrukturierten Materialien mittels Stickstoff-Adsorptionsisothermen bei ͹͹K ermöglicht.
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DieMess-Software erlaubt die standardmäßigenDatenreduktionsalgorithmenwie Brunauer-Em-mett-Teller (BET) sowie dienon-local density functional theory (NLDFT) für typischePorengeome-trien. Die Silica-Monolithen wurden dazu nach Evakuierung (ͳʹͲ °C, ͳʹ h) in Glasröhrchen durchϐlüssigen Stickstoff auf einer Messtemperatur von ͹͹K gehalten.
Ϯ.ϭϴ.ϵ Bleichung von MolkeDie Bleichung von gefärbter Molke erfolgte mit immobilisiertem MsPͳ. Dazu wurden folgendeLösungen verwendet:
reine Molke ohne Zusatzhandelsübliche, gekaufte Sauermolke
gefärbte Molkehandelsübliche Sauermolke ͷͲmLReinstwasser ͷͲmLAnnattolösung (wässrig, alkalischer Extrakt) ʹͲͲ µL
gefärbter PufferͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ ͳͲͲmLAnnattolösung (wässrig, alkalischer Extrakt) ʹͷͲ µL
Ansatz der Bleichung:

Probe ͵͹ ͻ,͵͹ͷmLimmobilisierte Partikel ͷͲmg͵ͺ bzw. ͷͲͲmg͵ͻHʹOʹ (ʹmM) ͸ʹͷ µLGesamtvolumen ͳͲmL
Die Bleichung der gefärbtenMolke und des gefärbten Natriumacetat-Puffers erfolgte unter Schüt-teln für ͳʹ h (͵Ͳ°C, ͵ͲͲUmin-ͳ). Nach ͵ sowie ͳʹ Stundenwurde die Bleichung der Proben doku-mentiert. Auf die gleiche Weise wurden Blindwerte (Ansatz ohne immobilisierte Partikel), Nega-tivkontrollen (Ansatzmit desaktiviertenPartikeln) undPositivkontrollen (Ansatzmit gereinigtemMsPͳ) angesetzt und dokumentiert.
͵͹Als Probe wurde die reine Molke, die gefärbte Molke oder der gefärbte Natriumacetat-Puffer eingesetzt͵ͺMsPͳ-BSMAP-SiOʹ͵ͻMsPͳ-BSAM-PS(I)
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Ϯ.ϭϵ SterilisaƟon und Entsorgungshinweise

Ϯ.ϭϵ.ϭ SterilisaƟon von ArbeitsmaterialienAlle zu sterilisierenden Medien, Lösungen und Geräte wurden für ʹͲmin bei ͳʹͳ °C autoklaviert.Nicht-autoklavierbare Lösungenwurden durch Sterilϐilter (Porendurchmesser Ͳ,ʹʹ µm) steril ϐil-triert. Nicht-autoklavierbare Arbeitsgeräte wurden über Nacht in Ethanol (͹Ͳ%) eingelegt undanschließend unter der sterilen Werkbank getrocknet.
Ϯ.ϭϵ.Ϯ SterilisaƟon und Entsorgung von Sϭ-AbfällenSowohl feste als auch ϐlüssige Sͳ-Abfälle wurden für ͶͲmin bei ͳʹͲ °C autoklaviert. Autoklavier-te Kulturen wurden anschließend ϐiltriert und in das Laborabwasser gegeben; feste Bestandteilewurden in den Laborabfall überführt.
Ϯ.ϭϵ.ϯ Entsorgung von LösungsmiƩeln und ChemikalienDie zu entsorgenden Lösungsmittel wurde durch das verwendete Aufarbeitungsverfahren (Mi-kroextraktion) sowie durch die weitestgehende Wiederverwendung nach destillativer Aufarbei-tung auf einMinimum reduziert. Nicht wieder verwendbare Lösungsmittelreste wurden getrenntnach folgenden Gruppen gesammelt:• nichthalogenierte, mit Wasser mischbare Lösungsmittel• nichthalogenierte, nicht mit Wasser mischbare Lösungsmittel• halogenierte, mit Wasser mischbare Lösungsmittel• halogenierte, nicht mit Wasser mischbare LösungsmittelSilber- und Ethidiumbromid-haltige Abfälle wurden getrennt gesammelt. Die Lösungsmittel wur-den ebenso wie andere Sonderabfälle und die Chemikalienreste der zentralen Entsorgungsein-richtung der Justus-Liebig-Universität Gießen zugeführt.
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ϯ Ergebnisse

ϯ.ϭ Proteinbiochemische Charakterisierung einer Oxygenase aus
Pleurotus sapidus

ϯ.ϭ.ϭ Validierung des Western BlotsDer Nachweis einer Oxygenase aus Pleurotus sapidus (PSA) erfolgte mittels SDS-PAGE und an-schließendem Western Blot. Für die Produktion des dafür benötigten polyklonalen Antikörpers(s. ʹ.Ͷ.ͳ) wurde die Aminosäuresequenz CQDAQYYPDDASVAGD als Antigendeterminante ausge-wählt (Riemer ʹͲͳͲ). Ein nach Herstellerangaben durchgeführter ELISA-Test ergab einen IgG-Titer von ͳ:ʹͲͲ ͲͲͲ. Im Folgenden wurden unspeziϐische Bindungen des polyklonalen Antikör-pers mit Hilfe von Kontrollen sowie die Reproduzierbarkeit und Korrelation zwischen Konzen-tration und Signalintensität (Proteinbanden) des Western Blots untersucht.
ϯ.ϭ.ϭ.ϭ ReakƟon des polyklonalen AnƟkörpers mit einer Oxygenase aus Pleurotus sapidusZumNachweiswann der polyklonale Antikörper an die Oxygenase bindet - ob im nativen oder de-naturierenden Zustand des Enzyms -, wurde sowohl mit Proteinextrakten aus Myzel als auch ausdem Lyophilisat von PSA eine denaturierende (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und eine halbnative SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.͵)mit anschließendem Western Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) durchgeführt. Frisch geerntetes Myzel von Pleuro-
tus sapidus (s. ʹ.ͺ.ͺ) wurde aufgeschlossen (s. ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ) und der erhaltene Proteinextrakt zur de-naturierenden bzw. halbnativen SDS-PAGE verwendet. Lyophilisat von PSA (s. ʹ.ͳͳ.ͳ)wurde nachʹ.ͳͳ.ͳ.ͳ aufgearbeitet. Der erhaltene Uǆ berstand wurde ebenfalls als Probe zur SDS-PAGE einge-setzt. Der polyklonale Antikörper band nur unter denaturierenden Bedingungen an die Oxyge-nase aus frischem Myzel von PSA. Eine Proteinbande mit einem berechneten Molekulargewicht(s. ʹ.ͳͶ.ʹ.ͳ) von ͹͸ kDawurde detektiert (Abb. ͵.ͳ). 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 ͹͸ kDa und ͷͷ kDa detektiert.Unter nativen Bedingungen wies das Lyophilisat eine Proteinbande mit einemMolekulargewichtvon ͷͷ kDa auf.

͹ͷ



Ergebnisse
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Abbildung ϯ.ϭ: Vergleich des Proteinbandenmusters einer denaturierenden und einer halbnaƟven SDS-PAGE
mit anschließendem Western Blot (zusammengefügte Abbildung): MW: Molekulargewicht;
Std.: Standard (ϱ µL) (Abb. ϳ.ϯb); Myzel: frisch geerntetes und aufgeschlossenes Myzel von
Pleurotus sapidus (ϲ,ϱ µL); Lyophilisat: Überstand des Lyophilisates (ϯϬ µL); denaturierend bzw.
naƟv gibt die Bedingungen der vorangegangenen SDS-PAGE an

ϯ.ϭ.ϭ.Ϯ KontrollenKreuzreaktionen des Antikörperswurdenmittels SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und anschließendemWes-tern Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) untersucht. Als Probenwurden sowohlMyzel vonPleurotus sapidusͶͲ und von
Coprinopsis cinerea (COCI)Ͷͳ, als auch Zellen vonHansenula polymorpha (H. polymorpha)Ͷͳ, wäss-rige Lösungen von Rinderserumalbumin (BSA)Ͷͳ und von CQDAQYYPDDASVAGD-BSAͶͲ (s. ʹ.Ͷ.ͳ)eingesetzt. Die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde in H. polymorpha expri-miert (Riemer ʹͲͳͲ). Aus diesem Grund dienten diese Hefezellen als Negativkontrollen. Copri-
nopsis cinerea (zugehörig zu der Gattung Psathyrellaceae) wurde, da er nicht zu der Gattung derSeitlinge zählt, nebenBSAebenfalls alsNegativkontrolle verwendet. Dazuwurde frisch geerntetesMyzel von PSA und COCI (s. ʹ.ͺ.ͺ) aufgeschlossen (s. ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ) und als Probe zur denaturierendenSDS-PAGE mit anschließendem Western Blot eingesetzt. Zellen von H. polymorpha wurden nachʹ.ͳͲ.͹ geerntet, aufgeschlossen und ebenfalls zur SDS-PAGE eingesetzt.
ͶͲPositivkontrollenͶͳNegativkontrollen
͹͸



Ergebnisse
Weiterhin dienten als Proben eine wässrige BSA-Lösung (Ͳ,͵mgmL−ͳ) und eine wässrige CQDA-
QYYPDDASVAGD-BSA-Lösung (Ͳ,͵mgmL−ͳ) (Abb. ͵.ʹ).
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Abbildung ϯ.Ϯ: Western Blot der Kontrollen: MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (ϱ µL) (Abb. ϳ.ϯb);
H. polymorpha: frisch geerntete und aufgeschlossene Zellen von Hansenula polymorpha (ϯϬ µL)
NegaƟvkontrolle; PepƟd + BSA: wässrige CQDAQYYPDDASVAGD-BSA-Lösung (ϱ µL) PosiƟvkontrol-
le; BSA: wässrige BSA-Lösung (ϯϬ µL) NegaƟvkontrolle; COCI: frisch geerntetes und aufgeschlos-
senes Myzel von Coprinopsis cinerea (ϯϬ µL) NegaƟvkontrolle; PSA: frisch geerntetes und aufge-
schlossenes Myzel von Pleurotus sapidus (ϲ,ϱ µL) PosiƟvkontrolle

Der polyklonale Antikörperwies keine unspeziϐischen Bindungen an Fremdproteine auf, da ledig-lich bei den Positivkontrollen (Myzel von Pleurotus sapidus; CQDAQYYPDDASVAGD-BSA-Lösung)charakteristische Proteinbanden detektiert wurden. CQDAQYYPDDASVAGD-BSA wies eine Bandemit einem ermittelten Molekulargewicht von ͹ʹ kDaͶʹ auf. Bei dem Myzel von PSA wurde eineBande mit demMolekulargewicht von ͹͸ kDa detektiert.

ͶʹDas Molekulargewicht von BSA entspricht ͸͸ kDa.
͹͹



Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϭ.ϯ Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Western BlotsZur Untersuchung der Reproduzierbarkeit des Western Blots und der Konzentrationsabhängig-keit des erhaltenen Bandensignals wurden mit Myzel und Lyophilisat von Pleurotus sapidus eineSDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und anschließend einWestern Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) durchgeführt. Frisch geernte-tes Myzel von PSA (s. ʹ.ͺ.ͺ) wurde aufgeschlossen (s. ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ) und als Probe zur denaturieren-den SDS-PAGEmit anschließendemWestern Blot eingesetzt. Das aufgeschlosseneMyzel wurde inFünfachbestimmung auf das SDS-Gel aufgetragen.Die Banden der aufgetragenen Proben bzw. deren Signalstärken zeigten keinen signiϐikanten Un-terschied (Abb. ͵.͵).
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Abbildung ϯ.ϯ: Western Blot einer FünfachbesƟmmung zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit: MW: Moleku-
largewicht; Std.: Standard (ϱ µL); I-V: aufgeschlossenes Myzel von PSA (ϲ,ϱ µL)
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Ergebnisse
Lyophilisat von PSA (s. ʹ.ͳͳ.ͳ)wurde nach ʹ.ͳͳ.ͳ.ͳ aufgearbeitet. Der erhalteneUǆ berstandwurdegemäß ʹ.ͳ͵.ͳ konzentriert und anschließend in verschiedenen Verdünnungen als Probe zur SDS-PAGE eingesetzt.Die SignalstärkederProteinbandekorreliertemit derVerdünnungder jeweiligenProbe (Abb. ͵.Ͷ).
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Abbildung ϯ.ϰ: Western Blot von Proben verschiedener Verdünnungen zur Überprüfung der KonzentraƟ-
onsabhängigkeit des erhaltenen Bandensignals: MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (ϱ µL)
(Abb. ϳ.ϯb); unverd.-ϭ:ϯϬ: Verdünnung des konzentrierten Überstandes vom Lyophilisat (ϯϬ µL)

Da keine Kreuzreaktionen des Antikörpers nachgewiesen wurden und die ReproduzierbarkeitdesWesternBlots sowiedieKonzentrationsabhängigkeit desBandensignals gegebenwar, erfolgteder Nachweis der Oxygenase aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus mittels SDS-PAGE undWestern-Blot.
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.Ϯ BiotransformaƟon des Sesquiterpens (+)-ValencenDie Transformation von (+)-Valencen und die Extraktion der gebildeten Transformationsproduk-te wurden nach Fraatz ʹͲͲ͹ durchgeführt (s. ʹ.ͳ͵.͹). Der Extrakt wurde anschließend gaschro-matographisch analysiert (Abb. ͵.ͷ). Die Identiϐizierung von (+)-Nootkaton erfolgte mittels GC-FID-ALS (Tab. ʹ.ʹʹ) und GC-MS (Tab. ʹ.ʹ͵) über den Vergleich mit Standardsubstanzen und denDatenbankvergleich derMassenspektren. Uǆ ber den internen Standard Thymol wurden die Gehal-te des Transformationsproduktes (+)-Nootkaton ermittelt (GC-FID-ALS).
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Abbildung ϯ.ϱ: Gegenüberstellung zweier GC-Chromatogramme: : Chromatogramm eines Standardgemi-
sches aus (+)-Valencen, Thymol (IS, Interne Standard) und (+)-Nootkaton; : Chromatogramm
der BiotransformaƟon von (+)-Valencen mit Lyophilisat von Pleurotus sapidus; : kennzeichnet
die Peaks von (+)-Valencen, Thymol (IS) und (+)-Nootkaton

ϯ.ϭ.Ϯ.ϭ BesƟmmung des Response-Faktors von (+)-NootkatonZur Ermittlung des Response-Faktorswurden drei Standardlösungen von (+)-Nootkatonmit Thy-mol als internem Standard (IS) nach ʹ.ͳ͵.͹.ͳ angesetzt. Die Messung erfolgte mittels GC-FID-ALS(Tab. ʹ.ʹʹ) jeweils in Dreifachbestimmung.Der Response-Faktor von (+)-Nootkaton betrug ͳ,Ͳͳ͹± Ͳ,Ͳͳ͸.
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϯ TransformaƟonsakƟvität der Oxygenase aus Pleurotus sapidusDie Transformationsaktivität der Oxygenase aus PSA gegenüber (+)-Valencen wurde über denKulturverlauf des Basidiomyceten gaschromatographisch und mittels Western Blot untersucht.Dazu wurden an jedem Kulturtag steril Proben entnommen, gefriergetrocknet (ʹ.ͳͳ.ͳ) und zurTransformation (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ) bzw. SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ)mit anschließendemWesternBlot (s. ʹ.ͳͶ.͸)eingesetzt.Die Transformationsaktivität der Oxygeanse gegenüber (+)-Valencen erreichte am vierten Tag einMaximum(Abb. ͵.͸). Die Produktkonzentration an (+)-Nootkatonbetrug ͵,͸± Ͳ,ͳmg g−ͳ TM.DieBiotransformationen von (+)-Valencen durch Myzel der anderen Kulturtage ergaben ͳͳ–͵͸% ge-ringere (+)-Nootkatongehalte.
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Abbildung ϯ.ϲ: TransformaƟonsakƟvität der Oxygenase aus Pleurotus sapidus gegenüber (+)-Valencen über den
Kulturverlauf: • : Gehalt des BiotransformaƟonsproduktes (+)-Nootkaton in mg g−ϭ Trocken-
masse (TM)
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Ergebnisse
Die Konzentration der Oxygenase aus PSA war ebenfalls am vierten Kulturtag am höchsten. Dieaufgetragenen Proben zeigten ein Proteinbandenmustermit ermitteltenMolekulargewichten von͹͸ kDa, ͸ͷ kDa und ͷͷ kDa (Abb. ͵.͹).
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Abbildung ϯ.ϳ: Western Blot der Oxygenase aus Pleurotus sapidus über den Kulturverlauf: MW: Molekularge-
wicht; Std.: Standard (ϱ µL) (Abb. ϳ.ϯb); ϭ-ϲ: Überstand vom Lyophilisat der Kulturtage ϭ-ϲ (ϯϬ µL)
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϯ.ϭ Einfluss von Zusätzen auf die TransformaƟonsakƟvitätDerProteinaseninhibitorPhenylmethylsulfonylϐluorid (PMSF; ͳmM), sowieNatriumchlorid (NaCl;ͳͷͲmM) und der Emulgator Tween® ʹͲ (Ͳ,ͳ%)wurden demTransformationspuffer vor der Um-setzung von (+)-Valencen mit PSA-Lyophilisat zugesetzt (s. ʹ.ͳ͵.͹.ʹ) und deren Einϐluss auf dieEnzymaktivität beobachtet (Abb. ͵.ͺ).
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Abbildung ϯ.ϴ: Einfluss von Zusätzen auf die ProduktkonzentraƟon von (+)-Nootkaton: TransformaƟon von
(+)-Valencen mit PSA-Lyophilisat unter Zusatz von PMSF, NaCl und Tween® ϮϬ

Die Aktivität wurde durch die Zusätze von PMSF, NaCl und Tween® ʹͲ um ͳ͸–ͷ͵% vermindert.Weiterhin verschlechterte der Zusatz des Emulgators Tween® ʹͲ die Reproduzierbarkeit vonMehrfachbestimmungen.
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϰ Vergleich verschiedener ZellaufschlussvariantenZur Untersuchung der Stabilität der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde Pilzmyzel unter-schiedlichen Zellaufschlüssen (s. ʹ.ͳͳ) unterworfen und anschließend zur denaturierenden SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ), Western Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) und Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹) einge-setzt. Neben frischem Pilzmyzel dienten sowohl mehrfach eingefrorenes Myzel, welches gemäßʹ.ͳͳ.ʹ aufgeschlossen wurde, als auch konzentrierter Uǆ berstand (s. ʹ.ͳͳ.ͳ.ͳ und ʹ.ͳ͵.ͳ) als Pro-ben für die SDS-PAGE.Frisches Pilzmyzel wies nach den Zellaufschlüssen mittels ϐlüssigem Stickstoff, Ultra-Turrax oderRührwerkskugelmühle nur eine Proteinbande mit einem ermitteltem Molekulargewicht von͹͸ kDa auf (Abb. ͵.ͻ). Durch die Verlängerung der Zellaufschlussdauer mittels Rührwerkskugel-mühle trat keine Veränderung des Bandenmusters auf (ohne Abbildung). Mehrfach eingefrorenesund mittels ϐlüssigem Stickstoff aufgeschlossenes Myzel zeigte ein Bandenmuster mit Molekular-gewichten von ͸Ͳ–͹͸ kDa. Bei dem Uǆ berstand von lyophilisiertem PSA wurden Proteinbandenmit Molekulargewichten von ͷͶ kDa, ͸͸ kDa, ͸ͺ kDa und ͹͸ kDa detektiert. Durch Konzentrie-rung des Uǆ berstandes veränderte sich das Bandenmuster dahingehend, dass stark ausgeprägteBanden mit Molekulargewichten zwischen ͷͶ–͸ͺ kDa erhalten wurden.
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Abbildung ϯ.ϵ: Western Blot verschiedener Zellaufschlüsse und Probenvorbereitungen des Myzels von PSA (zu-
sammengefügte Abbildung): MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (ϱ µL) (Abb. ϳ.ϯb); I: frisch
geerntetes und miƩels flüssigem SƟckstoff aufgeschlossenes Myzel (ϲ,ϱ µL); II: mehrfach einge-
frorenes undmiƩels flüssigem SƟckstoff aufgeschlossenesMyzel (ϲ,ϱ µL); III: unverdünnter Über-
stand des Lyophilisates (ϯϬ µL); IV: konzentrierter Überstand des Lyophilisates (ϲ,ϱ µL); V: frisch
geerntetes und miƩels Ultra-Turrax aufgeschlossenes Myzel (ϲ,ϱ µL); VI: frisch geerntetes und
miƩels Rührwerkskugelmühle (Aufschlussdauer ϱ min) aufgeschlossenes Myzel (ϲ,ϱ µL)
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Ergebnisse
Die höchste Produktkonzentration wurde durch den Aufschluss mittels Rührwerkskugelmühlemit einer Aufschlussdauer von ͷ min erzielt (Abb. ͵.ͳͲ). Der (+)-Nootkatongehalt betrugʹͳ,ͺ± ͳ,ͳmg g−ͳ Trockenmasse (TM).Aus einerVerlängerungderAufschlussdauer auf ͳͲ–ʹͲminresultierte eine Abnahme der Ausbeute an (+)-Nootkaton um ʹͶ%. Die Aufschlüssemittels ϐlüssi-gem Stickstoff und Ultra-Turrax erbrachten ͵ͳ% bzw. ͵ͻ% niedrigere Gehalte an (+)-Nootkaton.Bei der Biotransformation mit lyophilisiertem Pilzmyzel wurden ͺͶ% niedrigere (+)-Nootkaton-gehalte ermittelt und somit die niedrigste Produktausbeute erzielt.
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Abbildung ϯ.ϭϬ: BiotransformaƟon von (+)-Valencen mit Pilzmyzel von Pleurotus sapidus nach verschiede-
nen Aufschlüssen: : Aufschluss miƩels Rührwerkskugelmühle (RWK, ϱ min, ϭϬ min, ϭϱ min,
ϮϬ min: Aufschlussdauer in Minuten); : Aufschluss miƩels Ultra-Turrax; : Aufschluss miƩels
flüssigem SƟckstoff; : Gefriertrocknung; die Gehalte an (+)-Nootkaton sind in mg g−ϭ Trocken-
masse (TM) angegeben
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϱ Einfluss der Lagerdauer und -temperatur auf die TransformaƟonsakƟvität und das

ProteinbandenmusterPSA-Myzel (s. ʹ.ͺ.ͺ) wurde für ʹͳ Tage bei -ʹͲ °C bzw. -ͺͲ °C eingefroren, anschließend mittelsϐlüssigem Stickstoff aufgeschlossen (s. ʹ.ͳͳ.ʹ) und zur Biotransformation (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵) sowie zurSDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und Western Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) eingesetzt (Abb. ͵.ͳͳ).
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Abbildung ϯ.ϭϭ: Einfluss der Lagerdauer und -temperatur auf die Produktausbeute von (+)-Nootkaton und das
Bandenmuster derOxygenase: (a): TransformaƟon von (+)-Valencenmit aufgeschlossenemPSA-
Myzel nach Ϯϭ Tagen Lagerung bei −ϮϬ °C bzw. −ϴϬ °C; (b): Western Blot des PSA-Myzels nach
Ϯϭ Tagen Lagerung bei −ϮϬ °C bzw. −ϴϬ °C

Nach einer Lagerung vonʹͳTagenwurde eine verminderteAktivität nachgewiesen. Der Gehalt an(+)-Nootkaton betrug im Vergleich zu einer Transformation von (+)-Valencen durch frisches Pilz-myzel lediglich ͳʹ–ͳ͹%. Das Bandenmuster unterschied sich dahingehend, dass bei dem gelager-ten Pilzmyzel neben der Proteinbande mit einem ermitteltemMolekulargewicht von ͹͸ kDa eineweitereBandemit ͸͸ kDadetektiertwurde. Die unterschiedlichen Lagertemperaturenhatten dengleichen Einϐluss auf die Transformationsaktivität und das Proteinbandenmuster der Oxygenase.
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϲ Vergleich von Myzel und FruchtkörperSowohl die Transformationsaktivität als auch das Proteinbandenmuster des Myzels wurde mitder Aktivität und denProteinbandenmuster des Fruchtkörpers verglichen. DazuwurdeMyzel vonPSA nach ʹ.ͳͳ.ʹ aufgeschlossen und zur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵) sowie zurdenaturierenden SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und Western Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) eingesetzt (Abb. ͵.ͳʹ). PSA-Fruchtköper (Tab. ʹ.ʹ) wurden gemäß ʹ.ͳͳ.ʹ.͵ aufgeschlossen und auf gleicheWeise untersucht.Nachʹ.ͳʹ.ʹwurdenTrockenmassendesPilzmyzels unddesFruchtkörpers von͵,ͳ± Ͳ,͵ g (ͳͲͲ g)-ͳMyzel bzw. ͳͻ,ͷ± Ͳ,Ͷ g (ͳͲͲ g)-ͳ Fruchtkörper bestimmt.
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Abbildung ϯ.ϭϮ: Vergleich zwischen PSA-Myzel und Fruchtkörper: (a): TransformaƟon von (+)-Valencen
mit aufgeschlossenem PSA-Myzel und Fruchtkörper; die Gehalte an (+)-Nootkaton sind in
mg g−ϭ Trockenmasse (TM) angegeben; (b): Western Blot mit aufgeschlossenem PSA-Myzel und
aufgeschlossenen Fruchtkörpern

Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug bei der Transformation von (+)-Valencenmit Myzel von Pleu-
rotus sapidus ͳͷ,Ͳ± Ͳ,ͳmg g−ͳ Trockenmasse (TM). Die Produktkonzentration der Transforma-tionmit PSA-Fruchtkörper ϐiel ͻͺ%niedriger aus. Auch das Bandenmuster des Fruchtkörpers un-terschied sich signiϐikant von dem Proteinbandenmuster des Myzels. Bei dem aufgeschlossenemFruchtkörper wurden Banden mit Molekulargewichten von ͻ–͹͸ kDa detektiert.
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϳ Vergleich verschiedener Arten aus der GaƩung der SeitlingeDie Aktivität der Enzyme aus Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus (POS) und Pleurotus eryngii(PER) gegenüber (+)-Valencen und deren Proteinbandenmuster wurden untersucht und vergli-chen. Dazu wurde Pilzmyzel von PSA, POS und PER nach ʹ.ͳͳ.ʹ aufgeschlossen und zur Transfor-mation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵) sowie zur denaturierenden SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) und Wes-tern Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) eingesetzt.Gemäß ʹ.ͳʹ.ʹ wurden Trockenmassen des Pilzmyzels von ͵,ͳ± Ͳ,͵ g (ͳͲͲ g)-ͳ PSA-Myzel,͵,͵± Ͳ,ͷ g (ͳͲͲ g)-ͳ POS-Myzel und ʹ,ͺ± Ͳ,ʹ g (ͳͲͲ g)-ͳ PER-Myzel bestimmt.Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug bei der Transformation von (+)-Valencenmit Myzel von Pleu-
rotus sapidus ͳͷ,Ͳ± Ͳ,ͳmg g−ͳ Trockenmasse (TM) (Abb. ͵.ͳ͵). Durch den Einsatz von Pilzmy-zel des Pleurotus ostreatus bzw. Pleurotus eryngii verringerte sich die Produktkonzentration an(+)-Nootkaton um ͻʹ% bzw. ͺʹ%.
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Abbildung ϯ.ϭϯ: Vergleich verschiedener Arten aus der GaƩung der Seitlinge: (a): TransformaƟon von
(+)-Valencen mit aufgeschlossenem PSA-Myzel, POS-Myzel und PER-Myzel, die Gehalte an
(+)-Nootkaton sind in mg g−ϭ Trockenmasse (TM) angegeben; (b): Western Blot des PSA-, POS-
und PER-Myzels
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Ergebnisse
Die Aǆ nderung der Kultivierungsdauer der Pilze POS und PER erhöhte deren Aktivität gegenüber(+)-Nootkaton nicht (Tab. ͵.ͳ). Die Kultivierungsdauer der Vor- und der Hauptkultur erfolgte inAbhängigkeit der Zunahme an Biomasse.
Tabelle ϯ.ϭ: (+)-Nootkatongehalte in mg g−ϭ Trockenmasse (TM) nach Umsetzung von (+)-Valencen mit Myzel

von Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngii bei unterschiedlichen KulƟvierungsdauern;
VK: Vorkultur; HK: Hauptkultur

Kultivierungsdauer (+)-Nootkatongehalt in mg g−ͳ TMͶ Tage VK, Ͷ Tage HK ͳ,ʹ± Ͳ,ͳ
Pleurotus ostreatus ͸ Tage VK, Ͷ Tage HK Ͳ,͵± Ͳ,Ͳͻ Tage VK, ͷ Tage HK Ͳ,ͷ± Ͳ,ͲͶ Tage VK, Ͷ Tage HK ʹ,͹± Ͳ,ͳ
Pleurotus eryngii ͸ Tage VK, ʹ Tage HK Ͳ,͵± Ͳ,Ͳ͹ Tage VK, ͵ Tage HK Ͳ,͹± Ͳ,ͳ

SowohlPleurotus ostreatus als auchPleurotus eryngiiwiesenProteinbandenmit ermitteltenMole-kulargewichten von ͷʹ und ͹͸ kDa auf. Die Bandemit einemMolekulargewicht von ͷʹ kDawurdeim Gegensatz zur Bande mit einem Gewicht von ͹͸ kDa durch ein eindeutiges Signal detektiert.Durch die Veränderung der Kultivierungsdauer nahm die Signalstärke der Proteinbande mit ei-nem Molekulargewicht von ͹͸ kDa ab bis hin zum gänzlichen Fehlen dieser Bande (ohne Abbil-dung). Der Proteinextrakt aus Pleurotus sapidus wies eine Hauptbande mit einem Molekularge-wicht von ͹͸ kDa auf.
ϯ.ϭ.ϴ Vergleich der naƟven Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der in Hansenula

polymorpha heterolog exprimierten OxygenaseDie cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapiduswurde von Frau Dr. Stephanie Riemer (Institut fürLebensmittelchemie und -biotechnologie der Justus-Liebig-Universität Gießen) isoliert und vonARTES Biotechnology heterolog inH. polymorpha exprimiert (Riemer ʹͲͳͲ). Sowohl das Moleku-largewicht der rekombinanten Oxygenase, als auch deren Biotransformationsaktivität gegenüber(+)-Valencen wurden mit der Oxygenase aus PSA verglichen. Dazu wurden Zellen von H. poly-
morpha nach ʹ.ͳͲ.͹ geerntet, aufgeschlossen und zur denaturierenden SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ) mitanschließendem Western Blot (s. ʹ.ͳͶ.͸) und zur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.ͷ)eingesetzt. Weiterhin diente frisch geerntetes und aufgeschlossenes Myzel von PSA (s. ʹ.ͺ.ͺ undʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ) als Probe für die SDS-PAGE und die Biotransformation (s. ʹ.ͳ͵.͹.͵).

ͺͻ



Ergebnisse
Die detektierte Proteinbande des Pilzmyzels hatte ein ermitteltes Molekulargewicht von ͹͸ kDa(Abb. ͵.ͳͶ). Die rekombinante Oxygenase hingegen wies ein Molekulargewicht von Ͷʹ kDa auf,welches mit dem berechnetenMolekulargewicht von ͶͶ kDa (Riemer ʹͲͳͲ) übereinstimmt. Wei-terhin zeigte die heterolog exprimierte Oxygenase inH. polymorpha keinerlei Transformationsak-tivität gegenüber dem Sesquiterpen (+)-Valencen. Aus diesen Gründen wurde die Untersuchungder Oxygenase aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus durch die Gewinnung von cDNA undanschließender heterologer Expression abermals aufgenommen (s. ͵.͵).

MW in kDa Std.
PSA H. polymorpha

250

95
130

72

55

36

28

17

76 kDa

42 kDa

Abbildung ϯ.ϭϰ: Western Blot der Oxygenase aus Pleurotus sapidus im Vergleich zur rekombinanten Oxyge-
nase aus Hansenula polymorpha: MW: Molekulargewicht; Std.: Standard (ϱ µL) (Abb. ϳ.ϯb);
PSA: aufgearbeitetes Myzel von PSA (ϲ,ϱ µL); H. polymorpha: aufgearbeitete Zellen von
Hansenula polymorpha (ϯϬ µL)
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Ergebnisse
ϯ.ϭ.ϵ BesƟmmung des isoelektrischen Punktes (pI)Gesamtzellextrakt von Pleurotus sapidus (s. ʹ.ͳͳ.ʹ.ͳ) wurde einer isoelektrischen Fokussierungunterworfen (s. ʹ.ͳͶ.ͷ.ʹ). Zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Oxygenase aus PSAwurden die erhaltenen Fraktionen sowohl zum Dot Blot (s. ʹ.ͳͷ) als auch zur Biotransformationdes Sesquiterpens (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.Ͷ) eingesetzt.Gemäß ʹ.ͳʹ.ʹ wurde eine Trockenmasse des eingesetzten Pilzmyzels von ʹ,ͺ± Ͳ,ʹ g (ͳͲͲ g)-ͳMyzel bestimmt. Des Weiteren wurden die pH-Werte der einzelnen Fraktionen gemessen.Die isoelektrischeFokussierungerfolgteAnfangsmit einerAmpholytlösungmit einempH-Bereichvon͵-ͳͲ,wodurchderpI zwischenͷ,Ͷ͵–͸,ͶͲ eingegrenztwurde (ohneAbbildung). Anschließenderfolgte die isoelektrische Fokussierung erneut mit einer Ampholytlösung des pH-Bereiches ͷ-͹.Der Dot Blot zeigte lediglich bei der Fraktion ͳʹ ein Signal (Abb. ͵.ͳͷ).

Fraktion
11 12 13

Abbildung ϯ.ϭϱ: Dot Blot der FrakƟonen nach isoelektrischer Fokussierung: ϭϭ, ϭϮ, ϭϯ: FrakƟon ϭϭ, ϭϮ, ϭϯ; die
anderen FrakƟonen zeigten ebenfalls kein Signal undwurden aus diesemGrund nicht dargestellt
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Ergebnisse
Die Auswertung der Transformation bestätigte das Ergebnis des Dot Blots. Die höchste Konzen-tration an (+)-Nootkaton wurde mit Fraktion ͳʹ erzielt (Tab. ͵.ʹ). Die Messung des pH-Wertesdieser Fraktion ergab einen isoelektrischen Punkt der Oxygenase aus Pleurotus sapidus von ͷ,ͺͳ.
Tabelle ϯ.Ϯ: pH-Werte der einzelnen FrakƟonen sowie die - bei der TransformaƟon erlangte - KonzentraƟon an

(+)-Nootkaton in mg g−ϭ Trockenmasse (TM); Aϱ-ϳ: Ampholytlösung mit dem pH-Bereich von ϱ-ϳ;
� kennzeichnet FrakƟon ϭϮ

Fraktion pH-Wert (+)-Nootkatongehalt Fraktion pH-Wert (+)-NootkatongehaltAͷ-͹ in mg g−ͳ TM Aͷ-͹ mg g−ͳ TMͳ ͵,͵ͻ ͳ,Ͳ ͳͳ ͷ,͸ʹ Ͳ,Ͳʹ Ͷ,͵͹ ͳ,ͻ ͳʹ ͷ,ͺͳ ͹,ͷ͵ Ͷ,͸ͳ ͳ,ͻ ͳ͵ ͷ,ͻ͵ ͳ,ʹͶ Ͷ,͹ʹ ͳ,Ͷ ͳͶ ͸,Ͳͻ Ͳ,͹ͷ Ͷ,ͻͶ Ͳ,͹ ͳͷ ͸,ʹ͵ ͳ,ʹ͸ Ͷ,ͻ͹ ͳ,͹ ͳ͸ ͸,Ͷ͵ ͳ,Ͳ͹ ͷ,ʹͳ Ͳ,Ͳ ͳ͹ ͸,ͷͲ ͳ,ͻͺ ͷ,͵͹ ͳ,Ͳ ͳͺ ͸,͹Ͷ ͳ,͹ͻ ͷ,Ͷ͵ Ͳ,͹ ͳͻ ͸,ͻ͵ ͳ,ͲͳͲ ͷ,ͷʹ Ͳ,Ͳ ʹͲ ͹,ͳͻ Ͳ,͹
ϯ.Ϯ Molekularbiologische IdenƟfizierung von Basidiomyceten

Die Stämme ͳͲʹͲ, ͺʹ͸Ͷ und ͺʹ͸͸ (DSMZ) wurden in der institutseigenen Stammsammlung als
Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii und Pleurotus sapidus geführt. Zur Kontrolle der Spezies er-folgte eine molekularbiologische Identiϐizierung der genannten Stämme.
ϯ.Ϯ.ϭ Molekularbiologische IdenƟfizierung der Stämme ϭϬϮϬ, ϴϮϲϰ und ϴϮϲϲZur molekularbiologischen Identiϐizierung der Stämme ͳͲʹͲ, ͺʹ͸Ͷ und ͺʹ͸͸ wurden nachWhite et al. ͳͻͻͲ aus genomischer DNA (s. ʹ.ͳ͹.͵) mit den Primern ITSͶ und ITSͷ (Tab. ʹ.ͺ) dieITSͳ- und ITSʹ-Region (Internal Transcribed Spacer Region; Tab. ͵.͵), einschließlich der ͷ,ͺS rD-NA, ampliϐiziert (s. ʹ.ͳ͹.͸.͵; Abb. ͵.ͳ͸ und ͵.ͳ͹ und ͵.ͳͺ).
Tabelle ϯ.ϯ: Größe der amplifizierten und sequenzierten Fragmente

Stammnummer Institutseigene
Bezeichnung

Fragmentgröße in bp

ͳͲʹͲ P. ostreatus ͳ͵ͺͺʹ͸Ͷ P. eryngii ͹ͳͲͺʹ͸͸ P. sapidus ͹ͳʹ
ͻʹ



Ergebnisse
EinDatenbankvergleich (NCBI-BLAST, Tab. ʹ.ͳͶ und EMBL-EBI,Wu-BLAST bzw. FASTA, Tab. ʹ.ͳͶ)der ITS-Sequenzen ergab eineHomologie des StammesͳͲʹͲvonͻͺ%zuvier verschiedenenPleu-
rotus ostreatus Stämmen (Tab. ͵.Ͷ).

GCACCGAAAT GCGATAAGTA ATGTGAATTG CATAATTCAG TGAATCATCG AATCTTTGAA CGCACCTTGC ɮ0
GCCCCTTGGT ATTCCGAGGG GCATGCCTGT TTGAGTGTCA TTAAATTCTC AAACTCACT ɨɩɰ

Abbildung ϯ.ϭϲ: SequenzausschniƩ der ϱ,ϴS rDNAmit flankierendem ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten ϭϬϮϬ
(DSMZ)

Tabelle ϯ.ϰ: Auswahl der verschiedenen Pleurotus ostreatus-Stämme aus dem Datenbankvergleich mit
EMBL-EBI FASTA

Zugriffsnummer Organismus Homologie in % E-WertFN͵ͻͳͷͺ͸ Pleurotus ostreatus culture collection ZIM:͹͸für ͷ,ͺS und ITSʹ (partial) ͻͺ,Ͷ ͵,͸-͵͵
AFͳ͵ͻͻ͸ͻ Pleurotus ostreatus für ͷ,ͺS und ITSʹ ͻͺ,Ͷ ͵,͸-͵͵FN͵ͻͳͷͺ͹ Pleurotus ostreatus culture collectionZZN:PlAB für ͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ (partial) ͻͺ,Ͷ ͵,͹-͵͵
EUͷʹͲͳͶʹ Pleurotus ostreatus isolate NWͶʹͲ für ͷ,ͺS,ITSͳ und ITSʹ ͻͺ,Ͷ ͵,͹-͵͵
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Ergebnisse
Durch den Vergleich der ITS-Sequenzenwurde der Stammͺʹ͸Ͷmit einer Homologie von ͻͻ% zufünf verschiedenen Pleurotus eryngii-Stämmen (Tab. ͵.ͷ) zugeordnet.

TTTTTCCTCC GGCTATTGAT ATGCTTAAGT TCAGCGGGTA GTCCTACTTG ATTTGAGGTC AAATTGTCAA ɮ0
ATTGTCCTTG CGGACGGTTA GAGAGCCAAA CTCTATTCAT GCGTGCTATT GATGAGTGAT AATTATCACA ɨɫ0
TCATGCGCAG AGGCAATGAG AAGTCCTGCT AATGCATTTA AGAGGAGCCG ACCTGTCAAG GCCAGCAGCC ɩɨ0
CCCAACAATC CAAACATCAC AATTGGAAAA ACCAGAGTGA GTTTGAGAAT TTAATGACAC TCAAACAGGC ɩɯ0
ATGCCCCTCG GAATACCAAG GGGCGCAAGG TGCGTTCAAA GATTCGATGA TTCACTGAAT TCTGCAATTC ɪɬ0
ACATTACTTA TCGCATTTCG CTGCGTTCTT CATCGATGCG AGAGCCAAGA GATCCGTTGT TGAAAGTTGT ɫɩ0
ATTATGGTTT ATAGGCACAA GGCCCTTTAA ATGACATTCG TAGACATACA TTTGGGGTGT TATAAGTAAA ɫɰ0
TAGACTGCGT AGTCACACCG AGACGTTTAC ATCCCAGCAA ACCAAGTCTA ACGACTTGAG AGACGACTTC ɬɭ0
ACAGATCTAT CAAAAGTTCA CAGGTGGTTG AAAGACTAGT GAAGCGTGCA CATGCCCCTA GAGGCCAGCA ɭɪ0
ACAACTCCAT AGTGAATTCA TTAATGATCC TTCCGCAGGT TCACCTACGG AAACCTTGTT ACGATTTTTT ɮ00
ACTTCCAAAC ɮɮ0

Abbildung ϯ.ϭϳ: Sequenz der ϱ,ϴS rDNA mit flankierendem ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten ϴϮϲϰ (DSMZ,
Braunschweig)

Tabelle ϯ.ϱ: Auswahl der verschiedenen Pleurotus eryngii-Stämme aus dem Datenbankvergleich mit EMBL-EBI
FASTA

Zugriffsnummer Organismus Homologie in % E-WertHMͷ͸ͳͻͺ͸ Pleurotus eryngii isolate PECͳfür ͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻͻ,͸ ʹ,ʹ-ʹͲʹ
HMͷ͸ͳͻͺͷ Pleurotus eryngii isolate PETͳfür ͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻͻ,͸ ʹ,ʹ-ʹͲʹ
DQ͵͵͵ʹ͵ͷ Pleurotus eryngii clone ʹ fürͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻͺ,͹ Ͷ,ͷ-ʹͲʹ
FJ͵͹ͻʹ͹ͷ Pleurotus eryngii strain X-ͳͲʹfür ͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻͻ,Ͷ ͳ,ͷ-ͳͻͻ
EUͶʹͶʹͻͻ Pleurotus eryngii var. ferulaestrain für ͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻͻ,ͳ ͷ,Ͷ-ͳͻͻ

ͻͶ



Ergebnisse
Ein Datenbankvergleich der ITS-Sequenzen ergab eine Uǆ bereinstimmung des Stammes ͺʹ͸͸ vonͻ͹% zu zwei verschiedenen Pleurotus sapidus Stämmen (Tab. ͵.͸).

TCTTGGAAAG TAAAAAGTCG TAACAAGGTT TCCGTAGGTG AACCTGCGGA AGGATCATTA ATGAATTCAC ɮ0
TATGGAGTTG TTGCTGGCCT CTAGGGGCAT GTGCACGCTT CACTAGTCTT TCAACCACCT GTGAACTTTT ɨɫ0
GATAGATCTG TGAAGTCGTC CTTCAAGTCG TCAGACTTGG TTTGCTGGGA TTTAAACGTC TCGGTGTGAC ɩɨ0
AACGCAGTCT ATTTACTTAA CACACCCCAA ATGTATGTCT ACGAATGTCA TTTAATGGGC CTTGTGCCTA ɩɯ0
TAAACCATAA TACAACTTTC AACAACGGAT CTCTTGGCTC TCGCATCGAT GAAGAACGCA GCGAAATGCG ɪɬ0
ATAAGTAATG TGAATTGCAG AATTCAGTGA ATCATCGAAT CTTTGAACGC ACCTTGCGCC CCTTGGTATT ɫɩ0
CCGAGGGGCA TGCCTGTTTG AGTGTCATTA AATTCTCAAA CTCACATTTG GTTTTTCCAT CTGTGATGTT ɫɰ0
TGGATTGTTG GGGGTTGCTG GCTGTAACAA GTCGGCTCCT CTTAAATGCA TTAGCAGGAC TTCTCATTGC ɬɭ0
CTCTGCGCAT GATGTGATAA TTATCACTCA TCAATAGCAC GCATGAATAG AGTCCAGCTC TCTAATCGTC ɭɪ0
CGCAAGGACA ATTTGACAAT TTGACCTCAA ATCAGGTAGG ACTACCCGCT GAACTTAAGC ATATCAAAAC ɮ00
GGGGAAGAAA CG ɮɨɩ

Abbildung ϯ.ϭϴ: Sequenz der ϱ,ϴS rDNA mit flankierendem ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten ϴϮϲϲ (DSMZ,
Braunschweig)

Tabelle ϯ.ϲ: Auswahl der verschiedenen Pleurotus sapidus-Stämme aus dem Datenbankvergleich mit EMBL-EBI
FASTA

Zugriffsnummer Organismus Homologie in % E-WertAYͷͶͲ͵ʹ͹ Pleurotus sapidus strain SͲͶ͹ fürͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻ͹,͸ Ͷ,ͷ-ͳͻ͵
FJͺͳͲͳͺͳ Pleurotus sapidus strain ddͲͺͲͻ͵für ͷ,ͺS, ITSͳ und ITSʹ ͻ͹,Ͷ ͷ,͸-ͳͻʹ

ͻͷ



Ergebnisse
ϯ.ϯ Molekularbiologische Charakterisierung der Oxygenase aus Pleurotus

sapidus

DieOxygenase ausPleurotus sapidus ist ein intrazelluläresEnzym,dessenCharakterisierungdurchIsolierung der cDNA und anschließender heterologer Expression erfolgte. Durch die Gewinnungsowohl über Afϐinitätschromatographie mit Hilfe des speziϐischen Antikörpers als auch mittelspräparativer isoelektrischer Fokussierung wurden keine ausreichenden Mengen der Oxygenaseerhalten, um nach tryptischem Verdau eine de novo-Sequenzierung mittels ESI-MS/MS vorneh-men zu können. Weiterhin reichten die Mengen nicht aus, um eine proteinbiochemische Charak-terisierung der Oxygenase vorzunehmen.
ϯ.ϯ.ϭ Isolierung genomischer DNA aus Pleurotus sapidusDie Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach ʹ.ͳ͹.͵. Die Konzentration betrug ͹,ͺ± Ͳ,ʹ ng µL−ͳ.
ϯ.ϯ.ϭ.ϭ PrimerableitungIn vorangegangenen Arbeiten (Riemer ʹͲͳͲ) wurde ein Teil der cDNA der Oxygenase aus
Pleurotus sapidus (ͳͳͻͳ bp) ermittelt und unter der Zugriffsnummer FMʹͲͲ͹ͻͷ bei EMBL-EBIveröffentlicht (Abb. ͵.ͳͻ).

ATGCGGTACG GCTGTGCGGC GGTTGCATTA TTCTACCTTA CAGCAATGGG AAAGCTGCAC CCTTTGGCCA ɮ0
TCATCCCCGA CTACAAAGGC AGCATGGCCG CTTCGGTCAC CATCTTCAAC AAACGTACCA ATCCATTAGA ɨɫ0
CATATCCGTG AATCAGGCTA ACGACTGGCC ATGGCGCTAC GCCAAGACAT GCGTCCTTTC TTCGGATTGG ɩɨ0
GCCCTCCACG AGATGATCAT CCATCTTAAC AACACCCATC TTGTGGAAGA AGCAGTCATC GTGGCGGCAC ɩɯ0
AGCGCAAACT GTCCCCTTCA CACATCGTGT TCCGGCTTTT GGAACCACAT TGGGTTGTCA CATTGTCCCT ɪɬ0
CAATGCACTT GCGCGCAGCG TCCTTATCCC CGAAGTCATC GTTCCTATAG CTGGCTTCAG TGCTCCTCAT ɫɩ0
ATCTTCCAAT TCATCCGCGA ATCATTCACC AACTTCGACT GGAAGAGCCT CTACGTCCCA GCGGACTTGG ɫɰ0
AGTCACGTGG TTTCCCCGTC GACCAACTCA ACTCGCCGAA ATTCCACAAC TACGCCTATG CCAGGGATAT ɬɭ0
CAACGATATG TGGACAACCT TGAAGAAGTT TGTATCGTCC GTTCTGCAGG ATGCCCAATA TTACCCGGAT ɭɪ0
GATGCCTCGG TAGCTGGAGA TACGCAAATT CAGGCCTGGT GTGATGAGAT GCGGTCGGGG ATGGGTGCCG ɮ00
GGATGACAAA CTTCCCAGAG TCGATCACAA CAGTGGACGA TCTGGTCAAC ATGGTCACAA TGTGCATCCA ɮɮ0
CATCGCTGCG CCTCAGCACA CCGCCGTCAA CTACCTTCAG CAATACTATC AGACCTTCGT CTCCAACAAG ɯɫ0
CCATCAGCAT TATTCTCGCC ACTCCCGACC TCGATTGCTC AACTTCAGAA ATACACCGAA AGCGACCTGA ɰɨ0
TGGCAGCTCT CCCTCTCAAT GCCAAACGCC AGTGGTTACT CATGGCACAG ATCCCGTATT TGCTTTCCAT ɰɯ0
GCAAGTCCAA GAAGACGAAA ATATCGTGAC CTATGCTGCT AATGCATCAA CTGATAAAGA TCCCATCATC ɨ0ɬ0
GCGAGCGCTG GTAGGCAGTT AGCTGCCGAT TTGAAGAAAC TCGCTGCGGT ATTTTTGGTG AATAGCGCTC ɨɨɩ0
AGTTAGATGA TCAGAACACC CCATACGATG TCCTGGCACC CGAGCAACTC GCAAATGCGA TTGTAATTTG ɨɨɰ0
A ɨɨɰɨ

Abbildung ϯ.ϭϵ: cDNA-Sequenz der Oxygenase aus PSA mit der Datenbankzugriffsnummer FMϮϬϬϳϵϱ
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Ergebnisse
Das anhand der cDNA übersetzte Protein (Abb. ͵.ʹͲ) umfasste ͵ͻ͸ Aminosäuren und hatte einberechnetes Molekulargewicht von ͶͶ kDa (Fraatz et al. ʹͲͲͻa).

MRYGCAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWRYAKTCVLSSDWALHEMIIHLNN
THLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPAD
LESRGFPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGMGAGMTNFPESIT
TVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVSNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYL
LSMQVQEDENIVTYAANASTDKDPIIASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDQNTPYDVLAPEQLANAIVI*

Abbildung ϯ.ϮϬ: Proteinsequenz der Oxygenase aus PSA mit der Datenbankzugriffsnummer FMϮϬϬϳϵϱ

Mit der bisher angenommenen cDNA-Sequenz der Oxygenasewurde ein Abgleichmit demGenomdes Pleurotus ostreatus (Genomprojekt PCͳͷ vʹ.Ͳ, JGI BLAST, Tab. ʹ.ͳͶ) vorgenommen. Dadurchwurdeein Sequenzbereich identiϐiziert (scaffold_Ͳͷ:ͳͲʹͷͳ͸͸-ͳͲʹ͹͹ʹ͹, ProteinID: ͳͲͷ͸Ͳͻͳ), derdem C-terminalen Bereich einer mutmaßlichen Lipoxygenase zugeordnet war. Der Vergleich die-ser beiden Nukleotidsequenzen (EMBL-EBI, ClustalWʹ, Tab. ʹ.ͳͶ) ergab eine Uǆ bereinstimmungvon ͺͺ% (Abb. ͵.ʹͳ). Die kodierende DNA der mutmaßlichen Lipoxygenase vom POS umfass-te ͳͻͺ͸ bp (übersetzt ͸͸ͳ Aminosäuren) und somit ͹ͻͷ bp mehr als die bisher angenommenecDNA-Sequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus. Basierend auf der erhaltenen Nukleotidse-quenzwurden Primer abgeleitet (s. ʹ.Ͷ.ͷ), die zur Ampliϐizierung der genomischen DNA-Sequenzder Oxygenase verwendet wurden (Abb. ͵.ʹͳ).
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Ergebnisse
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Abbildung ϯ.Ϯϭ: Vergleich der NukleoƟdsequenz einer mutmaßlichen Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus (Genompro-
jekt PCϭϱ vϮ.Ϭ; ProteinID: ϭϬϱϲϬϵϭ) mit der cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus (Zugriffsnummer
FMϮϬϬϳϵϱ): �: kennzeichnet das laut Datenbank enthaltene Intron; CCAGG überlappender Sequenzbe-
reich (bei der Amplifizierung durch die Primer); [ATG: Start- und TGA]: Stopcodon der Lipoxygenase und
der cDNA der Oxygenase;�⇀: Primerbindungstelle des forward-Primers ϯϲϬϳ (s. Ϯ.ϰ.ϱ) im Bereich der non-
coding exon region (untranslated region(UTR));�

↽
: Primerbindungstelle des reverse-Primers ϱϮϯϰ;:�⇀ Pri-

merbindungstelle des forward-Primers ϲϳϭϵ;: �
↽

Primerbindungstelle des reverse-Primers ϯϲϬϴ; Primer-
paare ϯϲϬϳ/ϱϮϯϰ und ϲϳϭϵ/ϯϲϬϴͻͺ



Ergebnisse
ϯ.ϯ.ϭ.Ϯ PräparaƟve PCR und Isolierung von DNA-FragmentenMittels präparativer PCR (s. ʹ.ͳ͹.͸.͵) mit den Primerkombinationen ͵͸Ͳ͹/ͷʹ͵Ͷ und ͸͹ͳͻ/͵͸Ͳͺ(Tab. ʹ.ͺ) wurden Fragmente mit ͳͺ͵Ͷ bp und ͸ͷͻ bp ampliϐiziert (Abb. ͵.ʹʹ). Die Hybridisie-rungstemperatur betrug ͷ͵ °C bzw. ͷͲ °C und die Elongationszeit ͳͳͷ s bzw. Ͷͷ s.

Größe in bp I IIStd.
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Abbildung ϯ.ϮϮ: ϭ,Ϯ%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten: Std.: Standard (ϮϬ µL) (Abb. ϳ.Ϯb);
I: erstes Fragment mit ϲϱϵ bp; II: zweites Fragment mit ϭϴϯϰ bp

ͻͻ



Ergebnisse
Die PCR-Produkte wurden isoliert (s. ʹ.ͳ͹.͹), sequenziert (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ʹ) und die überlappendenDNA-Sequenzen anschließend zusammengefügt (Abb. ͵.ʹ͵).

TCGAGCACAC TACGTCCGCT CAAAACCTAC AGTCATTGCT AAATCAAGGT CACCTGTGCA CCGCCTTGAC ɮ0
GTGTTTCTTG CGCGCCGGCG CTGAATTCCA AGGAACAAAC GACACATCGA TGAATGGAAG ACAGGGGAAT ɨɫ0
TACGTCAGAT CGCAACTTTA AGTTGGTGAC GGTCGGTGGT GCACACTGGC CGTTTGCTCT TCTGGGGTGC ɩɨ0
AAACACCGGA GTGCTGCAGG GATGTCTCGG GAACTCTCGC AGTCGTCCGT AGGGGTTAGG TAAACATCCA ɩɯ0
CCACAGTGTC CTATAAATTG ACTCTCTACA AGGTTCGACA CGATAACAAA CTCCCCTACT GTATCTTGAC ɪɬ0
ATCGTCAGCA CAAGTGCAAT GGTCCACAAC ATATCGTTGT CGTCGCGCAA GGCTTTGCAC AATGTGCATT ɫɩ0
TGCCATACAT GGTCCAATTG CCCAAGCCGA CCGGCTACAA CGTCGCCCTC AAGAACGCTG CTGAAGGTTA ɫɰ0
CGACAAGGCG AGGCGAATGT ACGTTGAATA GACTTGTTTC TCTGTCAGAA TCCTTTGACT GAGTAGCCTG ɬɭ0
TTGCTTGCTT TAGGGTTGCG TGGCTCTATG ACATTGCAGA TTATGAATCC TCTATTCCCC AAACCTTCAC ɭɪ0
GCTCCAACAA AAGACCGACA AATATACTTG GGAGCTATCC GATAACTTCC CTCCCCACCT CGCTGTCGTT ɮ00
CCCCCAGATC AATCCGTCTC CGCGCCGTCG ATCTTCAGCC CTGTGCGCCT CGCCCAAACA CTGTTGATTA ɮɮ0
TGAGTAGCCT TTGGTACGAC GATCACACCG ACCTCGCCCC AGGCCCCGAG CAAAACACTA TGCAGAAGTT ɯɫ0
GACTCAGTGG AATCAGGAGA GGCATAAAGA CCAGGGATGG TTAATCAAGG ACATGTTCAA TGCACCGAAC ɰɨ0
ATTGGGTTAA GGAATGATTG GTACACCGAC GAGGTTTTCG CGCAGCAATT CTTTACTGGC CCGAATTCAA ɰɯ0
CGACAATCAC GCTTGCAAGT GATGTGTGGT TGACAGCATT CACAAGCGAG GCCAAGGCTC AGGGGAAGGA ɨ0ɬ0
CAAAGTGATC GCTCTCTTCG AATCGGCTCC TCCCAACTCC TTCTACGTTC AGGACTTCAG CGATTTCCGC ɨɨɩ0
AGGCGTATGG GGGCGAAACC TGATGAGGAG CTGTTTAACG ACTCAGACGG TGCCATGCGG TACGGCTGTG ɨɨɰ0
CGGCGGTTGC ATTATTCTAC CTTACAGCAA TGGGAAAGCT GCACCCTTTG GCCATCATCC CCGACTACAA ɨɩɭ0
AGGCAGCATG GCCGCTTCGG TCACCATCTT CAACAAACGT ACCAATCCAT TAGACATATC CGTGAATCAG ɨɪɪ0
GCTAACGACT GGCCATGGCG CTACGCCAAG ACATGCGTCC TTTCTTCGGA TTGGGCCCTC CACGAGATGA ɨɫ00
TCATCCATCT TAACAACACC CATCTTGTGG AAGAAGCAGT CATCGTGGCG GCACAGCGCA AACTGTCCCC ɨɫɮ0
TTCACACATC GTGTTCCGGC TTTTGGAACC ACATTGGGTT GTCACATTGT CCCTCAATGC ACTTGCGCGC ɨɬɫ0
AGCGTCCTTA TTCCCGAAGT CATCGTTCCT ATAGCTGGCT TCAGTGCTCC TCATATCTTC CAATTCATCC ɨɭɨ0
GCGAATCATT CACCAACTTC GACTGGAAGA GCCTCTACGT CCCAGCGGAC TTGGAGTCAC GAGGTTTCCC ɨɭɯ0
GGTAGACCAA CTCAACTCGC CGAAATTCCA CAACTACGCC TATGCCAGGG ATATCAACGA TATGTGGACA ɨɮɬ0
ACCTTGAAGA AGTTTGTATC GTCCGTTCTG CAGGATGCCC AATATTACCC GGATGATGCC TCGGTAGCTG ɨɯɩ0
GAGATACGCA AATTCAGGCC TGGTGTGATG AGATGCGGTC GGGGATGGGT GCCGGGATGA CAAACTTCCC ɨɯɰ0
AGAGTCGATC ACAACAGTGG ACGATCTGGT CAACATGGTC ACAATGTGCA TCCACATCGC TGCGCCTCAG ɨɰɭ0
CACACCGCCG TCAACTACCT TCAGCAATAC TATCAGACCT TCGTCCCCAA CAAGCCATCA GCATTATTCT ɩ0ɪ0
CGCCACTCCC GACCTCGATT GCTCAACTTC AGAAATACAC CGAAAGCGAC CTGATGGCAG CTCTCCCTCT ɩɨ00
CAATGCCAAA CGCCAGTGGT TACTCATGGC ACAGATCCCG TATTTGCTTT CCATGCAAGT CCAAGAAGAC ɩɨɮ0
GAAAATATCG TGACCTATGC TGCTAATGCA TCAACTGATA AAGATCCCAT CATCGCGAGC GCTGGTAGGC ɩɩɫ0
AGTTAGCTGC CGATTTGAAG AAACTCGCTG CGGTATTTTT GGTGAATAGC GCTCAGTTAG ATGATCAGAA ɩɪɨ0
CACCCCATAC GATGTCCTGG CACCCGAGCA ACTCGCAAAT GCGATTGTAA TTTGA ɩɪɭɬ

Abbildung ϯ.Ϯϯ: NukleoƟdsequenz des zusammengesetzten DNA-Fragments aus Pleurotus sapidus; �: Basen-
triplet, das dem Startcodon (ATG; Abb. ϯ.Ϯϭ) in der Sequenz des Pleurotus ostreatus (Genom-
projekt PCϭϱ vϮ.Ϭ; ProteinID: ϭϬϱϲϬϵϭ) und somit dem Beginn der mutmaßlichen Lipoxygenase
entspricht; �: StopcodonDas erhalteneDNA-Fragment ausPleurotus sapidusumfasste ʹͶ͵Ͳbpundwies eine ͻͷ%igeUǆ ber-einstimmungzudem identiϐiziertenSequenzbereich ausdemGenomvonPleurotus ostreatus (mut-maßliche Lipoxygenase, ProteinID: ͳͲͷ͸Ͳͻͳ) auf. Weiterhin ergab der Vergleich der Nukleotid-sequenzen, dass anstelle des mutmaßlichen Startcodons (ATG) ein Basentriplet TTC vorlag.
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Ergebnisse
Basierend auf der erhaltenen Nukleotidsequenz wurden zur Ampliϐizierung der kodierenden Se-quenz der Oxygenase Primer abgeleitet. Bei der Auswahl dieser wurde darauf geachtet, dass dasampliϐizierte Produkt sowohl das mutmaßliche Start- als auch das Stopcodon der Oxygenase ent-hielt.
ϯ.ϯ.Ϯ RNA-Isolierung und cDNA-SyntheseDie höchste Produktkonzentration der Transformation von (+)-Valencen zu (+)-NootkatonwurdemitMyzel vonPleurotus sapidus erzielt, dessenErnte amͶ.Kulturtag erfolgte (s. ͵.ͳ.͵). AusdiesemGrund wurde die Gesamt-RNA aus dem Myzel des ͵. und Ͷ. Kulturtages isoliert (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ) undmittels Agarosegelelektrophorese (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ.ͳ) analysiert (Abb. ͵.ʹͶ).

EisEis42 °C 42 °C
4. Kulturtag 3. Kulturtag

28S rRNA

18S rRNA

Abbildung ϯ.Ϯϰ: ϭ,ϭ%iges Agarosegel mit Gesamt-RNA aus Pleurotus sapidus vom ϯ. bzw. ϰ. Kulturtag (zusam-
mengefügte Abbildung): Eis: vor der Elektrophorese Ϯ Stunden auf Eis gelagert; ϰϮ °C: vor der
Elektrophorese Ϯ Stunden bei ϰϮ °C gelagert

Das Agarosegel zeigte ausgeprägte Banden der ͳͺS und ʹͺS rRNA und somit eine intakte RNA.Bei einer vollkommen degradierten RNA hingegen wäre lediglich ein schwacher „Schmier“ zu er-kennen (Accerbi et al. ʹͲͳͲ). Die Gesamt-RNA diente der Synthese des Erststranges (s. ʹ.ͳ͹.ͷ.ͳ),der anschließend in einer LD-PCR zur Synthese des Gegenstranges (s. ʹ.ͳ͹.ͷ.ʹ) und somit zurAmpliϐizierung der cDNA-Bibliothek eingesetzt wurde (ohne Abbildung).Mittels Nanophotometer (Tab. ʹ.ͳ͵) wurde eine cDNA-Konzentration von ͷͺͳ,ͳ± ͳͲ,ͺ ng µL−ͳbestimmt.
ͳͲͳ



Ergebnisse
ϯ.ϯ.ϯ Amplifizierung und Isolierung der cDNA der Oxygenase mit N-TerminusFür die Ampliϐizierung der cDNA-Sequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurden speziϐi-sche Primer verwendet (Tab. ʹ.ͺ), die ausgehend von der genomischen DNA der Oxygenase abge-leitet wurden. Mittels PCR (s. ʹ.ͳ͹.͸.ͳ) mit der Primerkombination Ͳʹͷ͹/͵͸Ͳͺ (Tab. ʹ.ͺ) wurdeeine Sequenz der Oxygenase mit ͳͻͷ͵ bp ampliϐiziert (Abb. ͵.ʹͷ und Abb. ͵.ʹ͸). Die Hybridi-sierungstemperatur betrug ͷͲ °C und die Elongationszeit ͳʹͲ s. Das PCR-Produkt wurde isoliert(s. ʹ.ͳ͹.͹), in den pCR® ʹ.ͳ-TOPO Vektor (s. ʹ.Ͷ.͸) zwischenkloniert (s. ʹ.ͳ͹.ͺ) und anschließendsequenziert (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ʹ).
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Abbildung ϯ.Ϯϱ: ϭ,Ϯ%iges Agarosegel mit amplifizierter cDNA: Std.: Standard (ϮϬ µL) (Abb. ϳ.Ϯb); I: cDNA der
Oxygenase aus Pleurotus sapidusmit ϭϵϱϯ bp

Im Vergleich zur cDNA aus vorangegangenen Arbeiten wurden durch die erneute Ampliϐizierungder cDNA-Sequenzmit speziϐischen Primern zusätzliche ͹͸ͷ bp isoliert (Abb. ͵.ʹ͹). Jedochwurdekein Startcodon identiϐiziert.
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Ergebnisse
CTTGACATCG TCGGCACAAG TACAATGGTC CACAACATAT CGTTGTCGTC GCGCAAGGCT TTGCACAATG ɮ0
TGCATTTGCC ATACATGGTC CAATTGCCCA AGCCGACCGG CTACAACGTC GCCCTCAAGA ACGCTGCTGA ɨɫ0
AGGTTACGAC AAGGCGAGGC GAATGGTTGC GTGGCTCTAT GACATTGCAG ATTATGAATC CTCTATTCCC ɩɨ0
CAAACCTTCA CGCTCCAACA AAAGACCGAC AAATATACTT GGGAGCTATC CGATAACTTC CCTCCCCACC ɩɯ0
TCGCTGTCGT TCCCCCAGAT CAATCCGTCT CCGCGCCGTC GATCTTCAGC CCTGTGCGCC TCGCCCAAAC ɪɬ0
ACTGTTGATT ATGAGTAGCC TTTGGTACGA CGATCACACC GACCTCGCCC CAGGCCCCGA GCAAAACACT ɫɩ0
ATGCAGAAGT TGACTCAGTG GAATCAGGAG AGGCATAAAG ACCAGGGATG GTTAATCAAG GACATGTTCA ɫɰ0
ATGCACCGAA CATTGGGTTA AGGAATGATT GGTACACCGA CGAGGTTTTC GCGCAGCAAT TCTTTACTGG ɬɭ0
CCCGAATTCA ACGACAATCA CGCTTGCAAG TGATGTGTGG TTGACAGCAT TCACAAGCGA GGCCAAGGCT ɭɪ0
CAGGGGAAGG ACAAAGTGAT CGCTCTCTTC GAATCGGCTC CTCCCAACTC CTTCTACGTT CAGGACTTCA ɮ00
GCGATTTCCG CAGGCGTATG GGGGCGAAAC CTGATGAGGA GCTGTTTAAC GACTCAGACG GTGCCATGCG ɮɮ0
GTACGGCTGT GCGGCGGTTG CATTATTCTA CCTTACAGCA ATGGGAAAGC TGCACCCTTT GGCCATCATC ɯɫ0
CCCGACTACA AAGGCAGCAT GGCCGCTTCG GTCACCATCT TCAACAAACG TACCAATCCA TTAGACATAT ɰɨ0
CCGTGAATCA GGCTAACGAC TGGCCATGGC GCTACGCCAA GACATGCGTC CTTTCTTCGG ATTGGGCCCT ɰɯ0
CCACGAGATG ATCATCCATC TTAACAACAC CCATCTTGTG GAAGAAGCAG TCATCGTGGC GGCACAGCGC ɨ0ɬ0
AAACTGTCCC CTTCACACAT CGTGTTCCGG CTTTTGGAAC CACATTGGGT TGTCACATTG TCCCTCAATG ɨɨɩ0
CACTTGCGCG CAGCGTCCTT ATCCCCGAAG TCATCGTTCC TATAGCTGGC TTCAGTGCTC CTCATATCTT ɨɨɰ0
CCAATTCATC CGCGAATCAT TCACCAACTT CGACTGGAAG AGCCTCTACG TCCCAGCGGA CTTGGAGTCA ɨɩɭ0
CGTGGTTTCC CCGTCGACCA ACTCAACTCG CCGAAATTCC ACAACTACGC CTATGCCAGG GATATCAACG ɨɪɪ0
ATATGTGGAC AACCTTGAAG AAGTTTGTAT CGTCCGTTCT GCAGGATGCC CAATATTACC CGGATGATGC ɨɫ00
CTCGGTAGCT GGAGATACGC AAATTCAGGC CTGGTGTGAT GAGATGCGGT CGGGGATGGG TGCCGGGATG ɨɫɮ0
ACAAACTTCC CAGAGTCGAT CACAACAGTG GACGATCTGG TCAACATGGT CACAATGTGC ATCCACATCG ɨɬɫ0
CTGCGCCTCA GCACACCGCC GTCAACTACC TTCAGCAATA CTATCAGACC TTCGTCCCCA ACAAGCCATC ɨɭɨ0
AGCATTATTC TCGCCACTCC CGACCTCGAT TGCTCAACTT CAGAAATACA CCGAAAGCGA CCTGATGGCA ɨɭɯ0
GCTCTCCCTC TCAATGCCAA ACGCCAGTGG TTACTCATGG CACAGATCCC GTATTTGCTT TCCATGCAAG ɨɮɬ0
TCCAAGAAGA CGAAAATATC GTGACCTATG CTGCTAATGC ATCAACTGAT AAAGATCCCA TCATCGCGAG ɨɯɩ0
CGCTGGTAGG CAGTTAGCTG CCGATTTGAA GAAACTCGCT GCGGTATTTT TGGTGAATAG CGCTCAGTTA ɨɯɰ0
GATGATCAGA ACACCCCATA CGATGTCCTG GCACCCGAGC AACTCGCAAA TGCGATTGTA ATTTGA ɨɰɬɭ

Abbildung ϯ.Ϯϲ: NukleoƟdsequenz des amplifizierten cDNA-Fragments aus Pleurotus sapidus; �: bislang kein
Startcodon (ATG) idenƟfiziert

Die so erhaltene Aminosäuresequenz der Oxygenase wurde in Kooperation mit dem ArbeitskreisProf. Dr. Dr. Berger (Institut für Lebensmittelchemie der Gottfried Wilhelm Leibniz UniversitätHannover) veröffentlicht (Schmidt et al. ʹͲͳͳ).DerAbgleichdieserAminosäurensequenzderOxygenase ausPSAmit der vorläuϐigenSequenz ausvorangegangen Arbeiten (Zugriffsnummer FMʹͲͲ͹ͻͷ) ergab eine Uǆ bereinstimmung von ͻͻ,ͺ%.Die Sequenzen unterschieden sich lediglich in einer Aminosäure (Serʹ͹ͺ/ͷʹͷ → Pro) (Abb. ͵.ʹ͹).Der Vergleich der übersetzten Aminosäurensequenz der mutmaßlichen Lipoxygenase aus demGenom des Pleurotus ostreatus mit der erhaltenen Sequenz der Oxygenase ergab eine Uǆ berein-stimmung von ͻͶ%. Im Vergleich fehlten lediglich ͳͲ Aminosäuren inklusive des mutmaßlichenATG am N-Terminus der Sequenz (Abb. ͵.ʹ͹).
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Abbildung ϯ.Ϯϳ: Vergleich der Aminosäuresequenz einer mutmaßlichen Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus
(ϭϬϱϲϬϵϭ) mit der bisher angenommenen Sequenz der Oxygenase (FMϮϬϬϳϵϱ) und der neu
erhaltenen Aminosäuresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus (Oxygenase): �: kenn-
zeichnet den Aminosäurenunterschied; �: fehlende ϭϬ Aminosäuren inklusive des mutmaßli-
chen ATG; �: idenƟfizierte Start-Aminosäure (M)
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Ergebnisse
In anschließenden Arbeiten sollten die fehlenden Aminosäuren an die vorhandene Sequenz syn-thetisiert werden. Weiterhin sollte das Startcodon durch erneute Ampliϐizierung der cDNA erhal-ten werden. Jedoch wurde auf diese Weise kein Startcodon ermittelt.Aus diesem Grund wurde die Nukleotidsequenz des ampliϐizierten cDNA-Fragments (Abb. ͵.ʹ͸)mit nichtkodierendenKonsensussequenzennachKozak (ͳͻͺͶ) verglichen.DieserVergleich ergabeine Uǆ bereinstimmung 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 ͻ beϐindlichen M (Abb. ͵.ʹ͵) um die Start-Aminosäure handelte (Zelena et al. ʹͲͳʹ). Die fehlende Sequenz war Teil der noncoding exon re-
gion (untranslated region (UTR)).Die Gesamtsequenz der cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus umfasst somit ͳͻʹͻ bp(übersetzt ͸Ͷ͵ Aminosäuren) (Abb. ͵.ʹͺ). Das Protein hat ein berechnetesMolekulargewicht von͹ʹ,͵ kDa und einen theoretischen isoelektrischen Punkt (pI) von ͷ,͵͵ (ExPASy ProtParam Tool;Tab. ʹ.ͳͶ).

L D I V G T S T MVHNISLSSRKALHNVHLPYMVQLPKPTGYNVALKNAAEGYDKARRMVAWLYDIADYESSIPQTFTLQQKTDK
YTWELSDNFPPHLAVVPPDQSVSAPSIFSPVRLAQTLLIMSSLWYDDHTDLAPGPEQNTMQKLTQWNQERHKDQGWLIKDM
FNAPNIGLRNDWYTDEVFAQQFFTGPNSTTITLASDVWLTAFTSEAKAQGKDKVIALFESAPPNSFYVQDFSDFRRRMGAK
PDEELFNDSDGAMRYGCAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWRYAKTCVLSSD
WALHEMIIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFT
NFDWKSLYVPADLESRGFPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGM
GAGMTNFPESITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVPNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTESDLMAALPLNAK
RQWLLMAQIPYLLSMQVQEDENIVTYAANASTDKDPIIASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDQNTPYDVLAPEQLANA
IVI*

Abbildung ϯ.Ϯϴ: Aminosäuresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus: LDIVGTST: noncoding exon region;
feƩ: sichere IdenƟfizierung der PepƟdsequenz; �: potenƟelle Eisenbindung, �: potenƟelle
N-Glykosylierungsstelle; �: potenƟelle O-Glykosylierungsstelle

In der Aminosäuresequenz sind einige Peptidsequenzen, die in vorangegangenen Arbeiten(Fraatz ʹͲͲ͹) durch de novo Sequenzierung nach tryptischem Verdau mittels ESI-MS/MS erhal-ten worden sind, vollständig oder zum Teil enthalten. Die Oxygenase besitzt je eine potentielleN- bzw. O-Glykosylierungsstelle (NetNGly ͳ.Ͳ, NetOGly ͵.ͳ; Tab. ʹ.ͳͶ).Durch den Vergleich der Aminosäuresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus und derSequenz der Lipoxygenase-ͳ ausGlycine max (PDB-ID ͳYGE)wurden ͶAminosäuren identiϐiziert,die potentiell in die Bindung des Eisens involviert sind (Minor et al. ͳͻͻ͵).Die höchsten Homologien auf Basis der Aminosäuresequenz wurden zu einer postulierten Lipo-xygenase aus Pleurotus ostreatus (ͻͺ%), einer Lipoxygenase aus Pleurotus sajor-caju (ͻͺ%), einerLipoxygenase aus Pleurotus dryinus (ͻͶ%) sowie zu einermutmaßlichen Lipoxygenase ausAsper-
gillus fumigatus (Ͷͻ%) gefunden (WU-BLAST; Tab. ʹ.ͳͶ).
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Ergebnisse
ϯ.ϯ.ϰ Berechnung eines StrukturmodellsDieAminosäuresequenz derOxygenase ausPleurotus sapidusunddieRöntgenkristallstruktur derLipoxygenase-ͳ aus der Sojabohne (Glycine max, PDB-ID ͳYGE) wurden miteinander verglichenund ergaben eine Homologie von ͳͷ% (ohne Abbildung). Aufgrund der geringen Uǆ bereinstim-mung der Sequenzen konnte mit Hilfe von SWISS-MODEL (Arnold et al. ʹͲͲ͸) kein Strukturmo-dell berechnet werden. Auch andere Lipoxygenasen, deren Kristallstrukturen bekannt sind, wie-sen keine höhere Homologie zur Oxygenase aus Pleurotus sapidus auf.
ϯ.ϰ Heterologe Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Die heterologe Expression derOxygenase (lox)wurde vonder FirmaARTESBiotechnology durch-geführt. Als Expressionsorganismus diente die Hefe Hansenula polymorpha (Uracil-auxotropherWirtsstamm RBͳͳ). Die cDNA-Sequenz der Oxygenase wurde an die Codon Usage der Hefe ange-passt (Genart) und enthielt einen C-terminalen His-Tag. Für die intrazelluläre Expression wurdeein Expressionsplasmid auf der Basis von pFPMTͳʹͳ generiert. Ein restriktionspositives Expres-sionsplasmid wurde einer DNA-Sequenzanalyse unterzogen, um die Sequenz des Inserts zu veri-ϐizieren. Für Stammgenerierungen wurden ʹͶ Uracil-prototrophe Transformantenkolonien aus-gewählt. Das Screening auf positive Transformanten wurde mittels Western Blot nach denaturie-render SDS-PAGE unter Verwendung des Antiserums gegen die Oxygenase durchgeführt. Für dieNegativkontrolle wurde der entsprechende Vektor ohne Insert (Mock) in den Expressionsstammtransformiert. Das Genkonstrukt lox inHansenula polymorpha führte zur Synthese eines löslichenProteins von ͹͵ kDa, das dem homolog exprimierten Protein entspricht (ohne Abbildung).
ϯ.ϰ.ϭ Nachweis der AkƟvitätVon den zahlreichen lox͸His-Transformanten wurden besonders produktive Einzelstämme aus-gewählt und sowohl auf die Transformationsaktivität von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton(s. ʹ.ͳ͵.͹.ͷ) als auch auf Lipoxygenaseaktivität (s. ʹ.ͳ͵.ͺ) getestet. Bei beidenEnzymassayswurdekeine Aktivität nachgewiesen; auch Zusätze von Eisen bzw. abgekochtem Lyophilisat und Natri-umcholat riefen keine Aktivität hervor. Der Nachweis des Zentralatoms Eisen erfolgte nach ʹ.ͳ͸.Ͷ.Das Eisen wurde durch eine eindeutige Blaufärbung nachgewiesen (Abb. ͵.ʹͻ).

Abbildung ϯ.Ϯϵ: Nachweis des Zentralatoms Eisen miƩels Färbung für Häm- und Metallenzyme (Hämfärbung)
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Ergebnisse
ϯ.ϰ.Ϯ Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidusmiƩels iFOLD®

Protein Refolding System-KitDieRückfaltung der rekombinantenOxygenase ausPleurotus sapidus erfolgtemittels iFOLD® Pro-tein Refolding System-Kit gemäß ʹ.ͳ͵.ͳͳ.Dazu erfolgte die Kultivierung von Hansenula polymorpha gemäß ʹ.ͳͲ. Nach Anzucht und Induk-tion der Expression wurden die Hefezellen geerntet, aufgeschlossen (s. ʹ.ͳͲ.͹) und der erhalteneGesamtzellextrakt zentrifugiert (ͳͶ ͲͲͲUmin-ͳ, ʹͳ ͻʹͲ×g, ʹmin, Ͷ °C). Die heterologe Expressi-on der Oxygenase in Hansenula polymorpha und der Aufschluss der Hefezellen wurden mittelsSDS-PAGE und anschließendemWestern-Blot überprüft (Abb. ͵.͵Ͳ).
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Abbildung ϯ.ϯϬ: Western Blot zur Überprüfung der heterologen Expression der rekombinanten Oxygenase
in Hansenula polymorpha und des Zellaufschlusses der Hefezellen: MW: Molekulargewicht;
Std.: Standard (ϱ µL) (Abb. ϳ.ϯb); I: geerntete Hefezellen; II: durch Aufschluss der Hefezellen und
anschließender ZentrifugaƟon des Gesamtzellextraktes erhaltener löslicher Zellextrakt (Über-
stand) (ϯϬ µL)

Sowohl die heterologe Expression der Oxygenase in Hansenula polymorpha, als auch der Auf-schluss der Hefezellenwaren erfolgreich. Gemäß ʹ.ͳ͵.͵wurde eine Proteinkonzentration des lös-lichen Zellextraktes von ͵mgmL−ͳ bestimmt.Der erhaltene lösliche Zellextraktwurde zur Proteinrückfaltungmittels iFOLD® Protein RefoldingSystem-Kit (Tab. ʹ.͹) eingesetzt. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. Abweichendzu den Angaben wurde dem Zellextrakt nach der Denaturierung ͸,ͶmM Eisen(III)-chlorid hinzu-gefügt, bevor dieser zur Rückfaltung eingesetzt wurde (Abb. ͵.͵ͳ).
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Abbildung ϯ.ϯϭ: iFOLD® ϵϲ-well PlaƩe: Abbildung der iFOLD®-Matrix nach der Renaturierung der im Zellextrakt
enthaltenen rekombinanten Oxygenase; A-H und ϭ-ϭϮ: Bezeichnung der einzelnen wells; ⃝:
markiert die wells, die nach der Rückfaltung klaren Renaturierungspuffer enthielten.

In ͵ͻwells der iFOLD® ͻ͸-well Platte lagen nach der Rückfaltung klare Renaturierungspuffer vor.In den restlichen wells war ein Niederschlag zu erkennen, der auf präzipitiertes Enzym schlie-ßen ließ. Die ͵ͻ klaren Renaturierungspuffer, in denen lösliches Enzym vermutet wurde, wurdenzur Transformation von (+)-Valencen (s. ʹ.ͳ͵.͹.ͷ) eingesetzt. Lediglich in Ͷ der ͵ͻ untersuchtenTransformationen wurde (+)-Nootkaton nachgewiesen:
ͳ. well Bͳ: ͷͲmM MOPS-Puffer pH ͹,Ͳ mit Ͳ,ͷM đ-Arginin, ͳmM oxidiertem đ-Glutathion,ͻmM reduziertem đ-Glutathion, ʹͶmM Natriumchlorid und ͳmM Kaliumchloridʹ. well Dͳͳ: ͷͲmM CHES-Puffer pH ͻ,Ͳ mit Ͳ,ͷM Dimethylbenzylammoniumpropansulfonat,ͳmMoxidiertem đ-Glutathion, ͻmM reduziertem đ-Glutathion, ʹͶmMNatriumchlorid undͳmM Kaliumchlorid͵. well Cͳʹ: ͷͲmM CHES-Puffer pH ͻ,Ͳ mit ͳͲmM Methyl-β-D-cyclodextrin, ͶmM oxidier-tem đ-Glutathion, ͸mM reduziertem đ-Glutathion, ʹͶmM Natriumchlorid und ͳmM Kali-umchloridͶ. wellEͳʹ: ͷͲmMCHES-Puffer pHͻ,Ͳmit Ͳ,Ͳ͸%Polyethylenglykol (PEG͵͵ͷͲ), ͶmMoxidier-tem đ-Glutathion, ͸mM reduziertem đ-Glutathion, ʹͶmM Natriumchlorid und ͳmM Kali-umchlorid
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Ergebnisse
Die höchsten (+)-Nootkatongehalte wurden bei den Biotransformationen mit den enzymhalti-gen Renaturierungspuffern ͳ (well Bͳ) und Ͷ (well Dͳͳ) nachgewiesen. Aus diesem Grundwurdedie Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidus mit diesen beiden Renatu-rierungspuffern wiederholt. Die Aktivität der renaturierten Oxygenase gegenüber (+)-Valencenwurde anschließend erneut überprüft undmit den entsprechenden Chemikalienblindwerten undNegativkontrollen (s. ʹ.ͳ͵.͹.͸) verglichen (Abb. ͵.͵ʹ, am Beispiel des Renaturierungspuffers ͳ(MOPS-Puffer, well Bͳ) gezeigt).
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Abbildung ϯ.ϯϮ: Gegenüberstellung dreier GC-MS-Chromatogramme: : Chromatogramm der Biotransforma-
Ɵon von (+)-Valencen mit enzymhalƟgem Renaturierungspuffer ϭ; : Chromatogramm der
BiotransformaƟon von (+)-Valencen mit Renaturierungspuffer ϭ ohne Zusatz von Zellextrakt
(Chemikalienblindwert), : Chromatogramm der BiotransformaƟon von (+)-Valencen mit in-
akƟviertem enzymhalƟgen Renaturierungspuffer ϭ (NegaƟvkontrolle); kennzeichnet die Peaks
von (+)-Valencen, Thymol (IS) und (+)-Nootkaton

Auch nach der Proteinrückfaltung mittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit wies die rekom-binante Oxygenase aus Pleurotus sapidus keine Aktivität gegenüber (+)-Valencen auf.
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Ergebnisse
ϯ.ϱ Untersuchung der Expression der Oxygenase in Seitlingen miƩels

Real-Ɵme-PCR

ϯ.ϱ.ϭ Isolierung genomischer DNA aus Pleurotus ostreatus und Pleurotus eryngiiDie Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach ʹ.ͳ͹.͵. Die Konzentration betrug ͹,͵± Ͳ,ʹ ng µL−ͳbei Pleurotus ostreatus und ͳͲ,ͺ± Ͳ,Ͷ ng µL−ͳ bei Pleurotus eryngii.
ϯ.ϱ.ϭ.ϭ PräparaƟve PCR und Isolierung von DNA-FragmentenMittels präparativer PCR (s. ʹ.ͳ͹.͸.͵) mit den Primerkombinationen ͸͹ͳͻ/Ͳʹ͸Ͳ und Ͳʹͷͻ/͵͸Ͳͺ(Tab. ʹ.ͺ) wurden Fragmente mit ͳͷͶ͵ bp und ͸͸ͳ bp ampliϐiziert (Abb. ͵.͵͵). Die Hybridisie-rungstemperatur betrug ͷͳ °C und die Elongationszeit ͳͲͲ s bzw. Ͷͷ s. Die PCR-Produkte wurdenisoliert (s. ʹ.ͳ͹.͹), sequenziert (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ʹ) und die überlappendenDNA-Sequenzen anschließendzusammengefügt.

Größe in bp PER1 PER2 POS1 POS2 B1 B2Std.

5000
4000
3000
2500
2000
1500

1000
900
800
700

500
600

1543 bp

661 bp

Abbildung ϯ.ϯϯ: ϭ,Ϯ%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten (zusammengefügte Abbildung):
Std.: Standard (ϮϬ µL) (Abb. ϳ.Ϯb); PERϭ bzw. PERϮ: erstes bzw. zweites Fragment der genomi-
schen DNA aus Pleurotus eryngiimit ϭϱϰϯ bp bzw. ϲϲϭ bp; POSϭ bzw. POSϮ: erstes bzw. zweites
Fragment der genomischen DNA aus Pleurotus ostreatus mit ϭϱϰϯ bp bzw. ϲϲϭ bp; Bϭ bzw.
BϮ: Blindwert (Wasser als Template) der PrimerkombinaƟon ϲϳϭϵ/ϬϮϲϬ bzw. ϬϮϱϵ/ϯϲϬϴ
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Ergebnisse
Die zusammengefügten DNA-Sequenzen aus Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus umfasstenjeweils ʹͲͶʹ bp (Abb. ͵.͵Ͷ und ͵.͵ͷ).Die Nukleotidsequenz der genomischen DNA aus Pleurotus sapidus (Abb. ͵.ʹ͵) wurde sowohl mitder genomischen DNA aus Pleurotus eryngii, als auch mit der Sequenz aus Pleurotus ostreatusverglichen (EMBL-EBI, ClustalWʹ, Tab. ʹ.ͳͶ). Die Sequenzen von PER und PSA wiesen eine Ho-mologie von ͺ͸% auf, PER und POS ͻͶ% und die Sequenzen von PSA und POS ͺ͸%.

GCGTCAAGTA CTCCCCACTA TATCTTGACA TCGTCAGCAC AAGCACAATG GTCCTTAACG CATCTTTGTC ɮ0
GTCGCGCAAG GCTTTGCATA ATGTACACCT GCCGTACATG GTTCAACGAC CCAAGCCGAC CGGCTACAAC ɨɫ0
GTTGCCCTCA AGAACGCCGC TGAAGGCTAC GACAAGGCGA GACGAATGTG CGTTGCATAA ACTTACCCCC ɩɨ0
GTCCGAACCA TTTGACTGAG TAACGCGTTG CTTGCTTAGG GTTGCATGGC TCTATGACAT TGCAGATTAT ɩɯ0
GAGTCGTCGA TTCCTCAAAC CTTCAGCCTC CAACAAAAGA CCGACAAATA CACTTGGGAA CTCTCCGACG ɪɬ0
AATTCCCTCC CCATCTCGCC GTCGTTCCCG CTGACCAAGC AGTGTCTGCC CCATCAATCT TCAGCCCAGT ɫɩ0
ACGCCTAGCA CAAACGTTGT TGATTATGAG CAGCCTTTGG TACGACGACC ATACCGAGCT CGCCCCAGGC ɫɰ0
CCCGAGCAAA ACACGATGCA GAAGTTAACT GAGTGGAATC AGGAGAGGCA TAGAGATCAG GGTTGGATCG ɬɭ0
TCAAGGACAT GTTCAACGCA CCGAACATTG GGTTGAGGAA TGATTGGTTT ACCGACGAGG TTTTTGCTCA ɭɪ0
GCAGTTCTTT ACTGGCCCAA ATCCAACGAC AATCACGCTC GCGAACGATA CGTGGGTGTC AGCATTTACG ɮ00
GGCGAGGCAA AAGCTCAGAA CAACGCCAAG ATGCTTGGTC TGTTCGAATC AGCCCCTCCA AACTCATTCT ɮɮ0
ACGTCCAGGA CTTCAGCGAC TTCCGAGCGC GTATGGGAGC GAAGCCTGAT GAGGAATTGT TTAACGACTC ɯɫ0
AGATGGTGCT ATGCGATATG GTTGCGCGTC GGTCGCGTTG TTCTACCTTA CGTCGGAGGG GAAGCTCCAT ɰɨ0
CCTTTGGCCA TCATCCCCGA CTACAAAGGC AGCATGGCCG CCTCAGTCAC CATTTTCAAC AAACGCACTG ɰɯ0
ATCCGTCGGA CGCGACTGTG AATCAGGCTA ACGATTGGCC ATGGCGCTAC GCCAAAACAT GCGTCCTTTC ɨ0ɬ0
TTCGGATTGG GCCCTCCACG AGATGATTAT CCATCTTAAC AATACGCATC TTGTAGAAGA AGCGGTCATC ɨɨɩ0
GTGGCGGCAC AGCGCAAACT TTCCCCTTCA CACATCGTGT TCAGGCTCTT AGAACCACAC TGGGTCGTTA ɨɨɰ0
CGTTATCCCT CAATGCGCTT GCGCGCAGCG TCCTCATTCC CGAAGTCATC GTCCCCATAG CTGGCTTCAG ɨɩɭ0
CGCTCCTCAC ATTTTCCAAT TCATCCGTGG GTCATTTACC AACTTTGACT GGAAGAGCCT CTACGTCCCA ɨɪɪ0
GCGGACCTGG AATCCCGCGG TTTCCCAATA GACCAACTTA ACAGCCGAAA ATTCCACCAA TACGCCTATG ɨɫ00
CCAGGGATAT CAACGACATG TGGACGACGC TGAAGAAGTT TGTGTCGTCC GTTTTGCAGG ACGCGCAGTA ɨɫɮ0
TTACCCGGAT GATGCCTCGG TGGCTGCGGA TACGCAAATT CAGGCCTGGT GCGATGAAAT GCGGTCTGGG ɨɬɫ0
ATGGGTGCCG GGATGACAAA TTTCCCCGAG TCGATCACGA CGGTGGACGA CTTGGTTAAC ATGGTCACAA ɨɭɨ0
TGTGCATCCA CATCGCGGCG CCTCAGCACA CCGCCGTCAA CTACCTTCAA CAATACTATC AGACCTTTGT ɨɭɯ0
ACCCAACAAA CCATCGGCAT TATTCTCGCC ACTCCCGAAG TCGATTGCCC AACTTCAGAA ATACACGGAA ɨɮɬ0
AGCGACTTGA TGGCAGCTCT CCCCCTGAAT GCCAAACGTC AATGGCTACT CATGGCCCAG ATCCCATATC ɨɯɩ0
TGCTTTCCAT GCAAGTCCAG GAGGATGAAA ACATTGTGAC CTATGCAGCT AACGCATCAA CGGACAAGGA ɨɯɰ0
TCCTATCATT GCGAGCGCTG GTAGGCAGTT GGCTGCCGAT TTGAAGAAAC TTGCCGCGGT ATTTTTGGCG ɨɰɭ0
AATAGCTCTC AGCTGGATGA CCAGAACACG CCATACGACG TCCTTGCACC CGAACAACTC GCAAATGCGA ɩ0ɪ0
TGGTAATTTG AA ɩ0ɫɩ

Abbildung ϯ.ϯϰ: NukleoƟdsequenz der zusammengefügten DNA-Sequenz aus Pleurotus eryngii
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Ergebnisse
GGTTACGGTA CTCCCCGCCG CATCTTGACA TCGTCAGCAC AAGCACAATG GTCCTCAACG TATCTTTATC ɮ0
GTCACGCAAG GCTTTGCACA ATGTACACCT GCCGTACATG GTCCAACGAC CCAAGCCGAC TGGCTACAAC ɨɫ0
GTTGCCCTCA AGAACGCTGC TGAAGGCTAC GACAAGGCGA GACGCATGTA CGTTGCATAG ACTTACTCCC ɩɨ0
GCCTGAATAC TCTAACTGAT TAATGTGTTG CTCGCTTAGG GTTGCGTGGC TCTATGACAT TGCAGACTAC ɩɯ0
GAGTCATCTG TTCCCCAAAC CTTCAGCCTC CAACAAAAGA CCGACAAATA CACTTGGGAA CTCTCCGACG ɪɬ0
AGTTCCCTCC CCATCTCGCC ATCGTTCCCT CTGACCAAGC TGTCTCTGCC CCATCGATCT TCAGCCCGGT ɫɩ0
GCGCCTGGCA CAAACGCTGT TGATTATGAG CAGCCTTTGG TACGATGACC ATACCGAGCT TGCCCCAGGC ɫɰ0
CCCGAGCAAA ACACGATGCA GAAGTTAACT GAGTGGAATC AGGAGAGGCA TAGAGATCAA GGTTGGATCG ɬɭ0
TCAAGGACAT GTTCAACGCA CCGAACATTG GGTTGAGGAA TGATTGGTTT ACCGACGAGG TTTTTGCCCA ɭɪ0
GCAGTTCTTT ACTGGCCCGA ATCCAACGAC AATCACGCTC GCGAACGATA CGTGGGTGTC AGCATTTACG ɮ00
GGCGAGGCAA AAGCTCAGAA CAACGCCAAG ATGCTTGCTC TGTTCGGATC AGCCCCTCCA AACTCATTAT ɮɮ0
ACGTCCAGGA CTTCAGCGAC TTCCGAGCGC GTATGGGAGC GAAGCCTGAT GAGGAGTTGT TCAACGACTC ɯɫ0
AGATGGTGCT ATGCGATATG GTTGCGCGGC GGTCGCGTTG TTCTACCTTA CAGCGGTGGG AAAGCTCCAC ɰɨ0
CCTTTGGCCA TCATCCCTGA CTACAAAGGC AGCATGGCCG CCTCAGTCAC CATTTTCAAC AAACGCACTG ɰɯ0
ACCCGTTGGA CATAACTGTG AATCAGGCTA ACGATTGGCC GTGGCGCTAC GCCAAGACCT GCGTCCTTTC ɨ0ɬ0
TTCGGATTGG GCCCTCCACG AGATGATCAT CCATCTTAAC AATACACATC TTGTAGAAGA AGCGGTCATC ɨɨɩ0
GTGGCAGCAC AGCGCAAACT TTCCCCTTCA CACATCGTGT TCAGGCTCCT AGAACCACAC TGGGTCGTTA ɨɨɰ0
CTCTATCCCT CAATGCACTT GCGCGCAGCG TCCTCATTCC CGAAGTCATC GTCCCCATAG CCGGCTTCAG ɨɩɭ0
CGCACCTCAC ATTTTCCAAT TCATCCGTGG ATCATTTACC AACTTTGACT GGAAGAGCCT CTACGTCCCA ɨɪɪ0
GCGGACCTGG AATCCCGCGG CTTCCCAATA GACCAACTTA ACAGCCCTCA TTCCACAACT ACGCCTATGC ɨɫ00
TAGGGATATC AACGACATGT GGACGACGCT GAAGAAGTTT GTGTCGTCCG TCTTGCAGGA CGCGCAGTAT ɨɫɮ0
TACCCAGATG ATGCCTCGGT GGCTGCGGAT ACGCAAATTC AAGCCTGGTG CGATGAGATG CGGTCTGGGA ɨɬɫ0
TGGGTGCCGG GATGAAAAAT TTCCCCGAGT CGATCACGAC AGTGGATGAC CTGGTCAACA TGGTGACAAT ɨɭɨ0
GTGCATCCAC ATCGCGGCGC CTCAGCACAC CGCCGTCAAC TACCTTCAAC AATACTATCA GACCTTCGTA ɨɭɯ0
CCAAACAAAC CATCGGCACT ATTCTCGCCA CTCCCGAAGT CGATTGCCCA ACTTCAGAAA TACACGGAAA ɨɮɬ0
GCGACCTGAT GGCGGCTCTC CCCCTCAATG CCAAACGTCA ATGGCTACTC ATGGCACAGA TCCCATATCT ɨɯɩ0
GCTTTCCATG CAAGTCCAGG AGGACGAAAA CATCGTGACC TATGCCGCCA ACGCATCAAC GGATAAGGAT ɨɯɰ0
CCTATCATCG CGAGCGCTGG TAGGCAGTTG GCTGCCGATT TGAAGAAACT CGCCGCGGTA TTTTTGGCGA ɨɰɭ0
ATAGCTCTCA GTTGGATGAC CAGAACACAC CATACGACGT CCTTGCACCC GAACAACTCG CAAATGCGAT ɩ0ɪ0
TGTAATTTGA AT ɩ0ɫɩ

Abbildung ϯ.ϯϱ: NukleoƟdsequenz der zusammengefügten DNA-Sequenz aus Pleurotus ostreatus

Basierend auf den erhaltenen Nukleotidsequenzen aus Pleurotus sapidus, Pleurotus eryngii und
Pleurotus ostreatus wurde ein Bereich der Sequenz ausgewählt, der zur Synthese der Standardsfür die Real-time-PCR eingesetzt wurde (Abb. ͵.͵͸). Weiterhin wurden zur Untersuchung der Ex-pression der Oxygenase mittels Real-time-PCR Primer abgeleitet. Bei der Auswahl der Primerwurde darauf geachtet, dass die Zielsequenz ͹ͷ–ͳͷͲ bp betrug, der G/C-Gehalt in einem Bereichvon ͷͲ–͸Ͳ% lag, keine Dimerbildungen auftraten und die Schmelztemperaturen nahezu gleichwaren.
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Abbildung ϯ.ϯϲ: Vergleich des ausgewählten NukleoƟdsequenzbereiches der genomischen DNA aus Pleuro-
tus ostreatusmit dem Sequenzbereich aus Pleurotus eryngii und Pleurotus sapidus: �⇀: Primer-
bindungstelle des forward-Primers ϬϮϱϵ (s. Ϯ.ϰ.ϱ);�↽ϭ: Primerbindungstelle des reverse-Primers
ϬϮϲϬ; �⇀: Primerbindungstelle des forward-Primers ϬϮϱϳ; �↽: Primerbindungsstelle des rever-
se-Primers ϬϮϱϴ;�↽Ϯ: Primerbindungsstelle des reverse-Primers ϯϲϬϴ; Primerpaare ϬϮϱϵ/ϬϮϲϬ,
ϬϮϱϵ/ϯϲϬϴ und ϬϮϱϳ/ϬϮϱϴ
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Ergebnisse
ϯ.ϱ.ϭ.Ϯ Synthese der Standards für die Real-Ɵme-PCRDie Synthese der Standards für die Real-time-PCR erfolgte mittels präparativer PCR (s. ʹ.ͳ͹.͸.͵).Dabei wurde die Gesamt-DNA der Basidiomyceten PSA, POS und PER als Template eingesetzt.Mit der Primerkombination Ͳʹͷͻ/͵͸Ͳͺ (Tab. ʹ.ͺ) wurden Fragmente mit ͸͸ͳ bp ampliϐiziert(Abb. ͵.͵͹). Die Hybridisierungstemperatur betrug ͷ͵ °C und die Elongationszeit Ͷͷ s. Die PCR-Produkte wurden isoliert (s. ʹ.ͳ͹.͹) und sequenziert (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ʹ). Die erfolgreiche Synthese derStandards wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz überprüft und bestätigt.

Std. PSA PERPOSGröße in bp

5000

1000

700
800
900

1500
2000

3000
4000

661 bp

2500

Abbildung ϯ.ϯϳ: ϭ,Ϯ%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten: Std.: Standard (ϮϬ µL) (Abb. ϳ.Ϯb);
POS: DNA-Fragment aus Pleurotus ostreatusmit ϲϲϭ bp; PSA: DNA-Fragment aus Pleurotus sa-
pidusmit ϲϲϭ bp; PER: DNA-Fragment aus Pleurotus ostreatusmit ϲϲϭ bp
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Ergebnisse
ϯ.ϱ.Ϯ ErmiƩlung der opƟmalen Hybridisierungstemperatur der PrimerUm die Wahrscheinlichkeit unspeziϐischer Bindungen zu verringern, wurden die optimalen Hy-bridisierungstemperaturen der Primer, die in derReal-time-PCR eingesetztwurden, nach ʹ.ͳ͹.͸.ʹermittelt. Die zuvor synthetisierten Standards (s. ͵.ͷ.ͳ.ʹ) dienten dabei als Matrize.Mit denPrimerkombinationenͲʹͷͻ/Ͳʹ͸ͲundͲʹͷ͹/Ͳʹͷͺ (Tab. ʹ.ͺ)wurdenFragmentemit ͻ͹bpbzw. ͳͳͷ bp ampliϐiziert. Die optimale Hybridisierungstemperatur beider Primerkombinationenbetrug bei allen Standards ͷʹ,͹ °C (Abb. ͵.͵ͺ; Darstellung nur einer Primerkombination). DieseTemperatur wurde demzufolge in der Real-time-PCR für die Standards und die entsprechendenProben verwendet.

A G HB D E FC A G HD E FC A G HB D E FCB
PSAPOS PER

115 bp

52,7 °C 52,7 °C 52,7 °C

Abbildung ϯ.ϯϴ: Ϯ%iges Agarosegel mit amplifizierten DNA-Fragmenten zur ErmiƩlung der opƟmalen Hybridi-
sierungstemperatur der Primer (zusammengefügte Abbildung): POS: DNA-Fragment aus Pleu-
rotus ostreatus mit ϭϭϱ bp; PSA: DNA-Fragment aus Pleurotus sapidus mit ϭϭϱ bp; PER: DNA-
Fragment aus Pleurotus ostreatus mit ϭϭϱ bp; A: ϲϮ,Ϭ °C; B: ϲϬ,Ϭ °C; C: ϱϴ,ϴ °C; D: ϱϳ,ϱ °C;
E: ϱϱ,ϵ °C; F: ϱϰ,Ϭ °C; G: ϱϮ,ϳ °C; H: ϱϬ,Ϭ °C
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Ergebnisse
ϯ.ϱ.ϯ RNA-Isolierung und cDNA-SyntheseDieGesamt-RNAvonPSA, POSundPERwurde aus demamʹ., Ͷ. und͸. Kulturtag geerntetenMyzelisoliert (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ) und mittels Agarosegelelektrophorese (s. ʹ.ͳ͹.Ͷ.ͳ) analysiert (Abb. ͵.͵ͻ).

42 °C Eis EisEis42 °C 42 °C

PSA POS PER

28S rRNA

18S rRNA

Abbildung ϯ.ϯϵ: ϭ,ϭ%iges Agarosegel mit Gesamt-RNA aus PSA, POS und PER vom Ϯ. Kulturtag: Eis: vor der Elek-
trophorese Ϯ Stunden auf Eis gelagert; ϰϮ °C: vor der Elektrophorese Ϯ Stunden bei ϰϮ °C gela-
gert

Die jeweilige Gesamt-RNA diente als Matrize für die Synthese des Erststranges (s. ʹ.ͳ͹.ͷ.ͳ), dernach Abbau der RNA durch RNase H (gemäß Herstellerangaben) anschließend als Template ineiner Real-time-PCR (s. ʹ.ͳ͹.͸.ͷ) eingesetzt wurde.
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Ergebnisse
Die Konzentrationen der isolierten mRNA und des Erststranges der cDNA sind in Tabelle ͵.͹ auf-geführt. Die RNA-Isolierung und die Synthese des cDNA-Erstranges erfolgten in Doppelbestim-mung.
Tabelle ϯ.ϳ: KonzentraƟonen 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.
syntheƟsiert wurden

Kulturtag mRNA-Konzentration in ng µL−ͳ cDNA-Konzentration (ss) in ng µL−ͳPSA POS PER PSA POS PERerste Doppelbestimmungʹ ͷ͸,ʹ ʹͻ,ͷ ͳͳ͵,Ͳ ͳ͵ͺʹ ͳͶͲ͵ ͳͳͶͳͶ ͵ͷ,͵ ʹͳ,͵ ͳʹͷ,Ͳ ͳͲ͹ͻ ͳͲ͹ͺ ͳͶͲͺ͸ ͸͸,Ͷ ͷͲ,ͻ ͳͳ͸,Ͳ ͻͷͻ ͻʹ͸ ͳͳͲͻzweite Doppelbestimmungʹ ͳͲ͹,ͳ ͶͶ,ͻ ͻͶ,ͺ ͻʹͻ ͳͳͳͶ ͳͷͻͷͶ ͺͲ,͵ ͺ͹,͵ ͳͶͷ,ͳ ͻͷͶ ͳͲ͹ͺ ͳͲͷͲ͸ ͵ʹ,ͳ ͳͷ͸,͸ ͳʹ͹,Ͳ ͳͷͷʹ ͻͲͺ ͻͻ͹
ϯ.ϱ.ϰ Untersuchung der Expression der Oxygenase miƩels Real-Ɵme-PCRDer quantitative Nachweis von Transkripten der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-Spezieswurde mittels Real-time-PCR (s. ʹ.ͳ͹.͸.ͷ) in VierfachbestimmungͶ͵ durchgeführt. Mit Hilfe derStandards (s. ͵.ͷ.ͳ.ʹ) wurden dekadische Verdünnungsreihen hergestellt, die anschließend alsTemplate eingesetzt wurden. Als Probentemplates wurden die cDNA-Erststränge (ss) von Pleuro-
tus sapidus, Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus der unterschiedlichen Kulturtage eingesetzt(s. ͵.ͷ.͵).

Ͷ͵Jeweils eine Doppelbestimmung der beiden synthetisierten Erststrängen der cDNA.
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Ergebnisse
MittelsReal-time-PCRwurden repräsentativeFragmentederOxygenasemit einerGrößevonͻ͹bp(PrimerͲʹͷͻ/Ͳʹ͸Ͳ)bzw. ͳͳͷbp (PrimerͲʹͷ͹/Ͳʹͷͺ) vergleichendampliϐiziert unddieCt-Werteermittelt.Der Ct-Wert (threshold cycle) ist der Schnittpunkt der sigmoidalen Ampliϐikationskurve mit demSchwellenwert (threshold) und beschreibt den Zyklus, an dem die erste signiϐikante Fluoreszenz-zunahme detektierbar ist. Der Wert ist direkt abhängig von der Kopienzahl des Transkriptes imReaktionsansatz.Im Falle einer Reaktionsefϐizienz der PCR von ͳͲͲ% verdoppelt sich die DNA-Produktmenge mitjedem Zyklus und analog dazu das Fluoreszenssignal (angegeben in relative ϔlourescence units(RFU)) (Abb. ͵.ͶͲ; exemplarisch am PSA-Standard dargestellt).
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Abbildung ϯ.ϰϬ: : AmplifikaƟonskurven der PSA-Standardverdünnungsserie mit der PrimerkombinaƟon
ϬϮϱϵ/ϬϮϲϬ; : threshold (ϭϬ-fache der Standardabweichung der Baseline)
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Ergebnisse
Die Standardkurven wurden anschließend durch die Auftragung des Logarithmus der Template-Kopienzahl gegen den ermittelten Ct-Wert und anschließender linearer Regression erhalten(Abb. ͵.Ͷͳ).
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Abbildung ϯ.ϰϭ: Kalibriergeraden der Standardverdünnungsserien:
• : Kalibriergerade des PSA-Standards mit der PrimerkombinaƟon ϬϮϱϵ/ϬϮϲϬ,

y = −3, 363 · x+ 37, 24,R2 = 0, 9996, Effizienz = ϭϬϮ%
• : Kalibriergerade des POS-Standards mit der PrimerkombinaƟon ϬϮϱϳ/ϬϮϱϴ,

y = −3, 265 · x+ 36, 78,R2 = 0, 9992, Effizienz = ϵϵ%
N : Kalibriergerade des PER-Standards mit der PrimerkombinaƟon ϬϮϱϵ/ϬϮϲϬ,

y = −3, 398 · x+ 37, 60,R2 = 0, 9994, Effizienz = ϭϬϯ%

Die Reaktionsefϐizienzen der Real-time-PCR lagen zwischen ͻ͸–ͳͲ͵%. Von den zwei Primerkom-binationen wurde die Kombination mit der höchsten Efϐizienz und dem größten Rʹ zur Ampliϐi-zierung der Fragmente der Oxygenasemittels Real-time-PCR verwendet (Abb. ͵.Ͷʹ; exemplarischan einer Einfachbestimmung dargestellt).
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Ergebnisse
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(a) ApmlifikaƟonskurven der cDNA-Fragmente
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(b) Schmelzkurvenanalyse

Abbildung ϯ.ϰϮ: AmplifikaƟonskurven und entsprechende Schmelzkurvenanalysen der Proben:
Blau: Proben aus Pleurotus sapidus : cDNA-Erststrang vom Ϯ. Kulturtag
Rot: Proben aus Pleurotus ostreatus : cDNA-Erststrang vom ϰ. Kulturtag
Grün: Proben aus Pleurotus eryngii : cDNA-Erststrang vom ϲ. Kulturtag

: Blindwert (Wasser als Template)
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Ergebnisse
Die mittels Real-time-PCR bestimmten Ct-Werte und Schmelztemperaturen sind in der folgendenTabelle (Tab. ͵.ͺ) dargestellt.
Tabelle ϯ.ϴ: GemiƩelte Ct-Werte und Schmelztemperaturen der Proben aus den Basidiomyceten Pleurotus

eryngii, Pleurotus sapidus und Pleurotus ostreatus

Kulturtag Ct-Werte Schmelztemperatur in °CPSA POS PER PSA POS PERerste Doppelbestimmungʹ ͳͺ,͸ ʹʹ,͵ ͵ͳ,Ͳ ͺͶ,Ͳ ͺͶ,Ͳ ͹͹,ͷͶ ͳ͹,ͷ ʹͲ,ͻ ʹʹ,ͷ ͺͶ,ͷ ͺͶ,ͷ ͺͶ,ͷ͸ ͳͺ,ͷ ʹͳ,ͳ ʹͳ,ʹ ͺͶ,Ͳ ͺͶ,ͷ ͺͶ,ͷzweite Doppelbestimmungʹ ͳͻ,ʹ ʹʹ,͸ ͵ͳ,Ͳ ͺͶ,Ͳ ͺͶ,Ͳ ͹͹,ͲͶ ͳ͹,͸ ʹͲ,ͻ ʹʹ,ͻ ͺͷ,Ͳ ͺͷ,Ͳ ͺͶ,ͷ͸ ͳ͹,ͺ ʹͳ,ͳ ʹͳ,ͳ ͺͶ,ͷ ͺͷ,ͷ ͺͷ,Ͳ
Bei der Vervielfältigung des cDNA-Fragments derMatrize des ʹ. Kulturtages aus Pleurotus eryngii,wurden Ct-Werte von ͵Ͳ,ͻͷ und ͵ͳ,Ͳʹ ermittelt. Die Ct-Werte der Matrizen vom Ͷ. und ͸. Kultur-tag hingegen betrugen ʹʹ,Ͷͺ und ʹʹ,ͻͳ bzw. ʹͳ,ʹͳ und ʹͳ,ͳͶ.Die Schmelzkurvenanalyse ermöglicht die Unterscheidung zwischen speziϐischen und unspeziϐi-schen PCR-Produkten (Wilhelm und Pingoud ʹͲͲ͵b).Die Schmelztemperatur der PCR-Produkte der Matrizen-DNA aus PER vom ʹ. Kulturtag lag mit͹Ͷ °C bzw. ͹͹,ͷ °C wesentlich niedriger, als die der anderen Kulturtage. Aufgrund dessen wurdevon einer Bildung unspeziϐischer PCR-Produkte ausgegangen.Die Proben der Basidiomyceten Pleurotus sapidus und Pleurotus ostreatus wiesen keine unspezi-ϐischen PCR-Produkte auf.
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Ergebnisse
Anhand der ermittelten Ct-Werte und den entsprechenden Formeln der linearen Regression(Abb. ͵.Ͷͳ) wurde die Anzahl der Transkripte der Oxygenase erhalten (Abb. ͵.Ͷ͵; Mittelwert aller
Real-time-PCR-Reaktionen).
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Abbildung ϯ.ϰϯ: Anzahl der Transkripte der Oxygenase in Kopienzahl ng−ϭ cDNA(ss) in Pleurotus eryngii, Pleuro-
tus ostreatus und Pleurotus sapidus an verschiedenen Kulturtagen: �: Anzahl der Transkripte in
PSA ; �: Anzahl der Transkripte in POS; �: Anzahl der Transkripte in PER

Die Anzahl der Transkripte der Oxygenase in dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus betrug vonʹͷ–͹ͳKopien ng−ͳ cDNA(ss). Die Anzahl der Transkripte in Pleurotus eryngii und Pleurotus ost-
reatus lag bis zu ͻͲ% niedriger.Mit ͹ͳKopien ng−ͳ cDNA(ss) wurden am Ͷ. Kulturtag diemeisten Transkripte im PSA nachgewie-sen. POS hingegen enthielt sowohl am Ͷ. als auch am ͸. Kulturtag die meisten Transkripte derOxygenase; PER am ͸. Kulturtag.Amʹ. Kulturtagwar die Anzahl der Transkripte imPleurotus eryngii auf Grund vonunspeziϐischenPCR-Produkten nicht nachweisbar.
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Ergebnisse
DieProbenderReal-time-PCRwurdennachderAmpliϐizierungauf einʹ%igesAgarosegel (s. ʹ.ͳͶ.ͳ)aufgetragen (Abb. ͵.ͶͶ), isoliert (s. ʹ.ͳ͹.͹) und sequenziert (s. ʹ.ͳ͹.ͻ.ʹ).
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Abbildung ϯ.ϰϰ: Ϯ%iges Agarosegel mit DNA-Fragmenten aus Pleurotus sapidus, Pleurotus ostreatus und Pleuro-
tus eryngii vom ϰ. Kulturtag (zusammengefügte Abbildung): Std.: Standard (ϮϬ µL) (Abb. ϳ.Ϯb);
PER: DNA-Fragment aus Pleurotus ostreatus mit ϵϳ bp; POS: DNA-Fragment aus Pleurotus ost-
reatusmit ϭϭϱ bp; PSA: DNA-Fragment aus Pleurotus sapidusmit ϭϭϱ bp

Die erfolgreicheAmpliϐizierungder repräsentativenFragmentederOxygenase (ͻ͹bpbzw.ͳͳͷbp)wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz überprüft und bestätigt.
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Ergebnisse
ϯ.ϲ Reinigung der in Aspergillus niger überexprimierten Peroxidase MsPϭ

Die rekombinante Peroxidase MsPͳ aus Mycetinis scorodonius wurde bei der niederländischenFirma DSM (Delft) in Aspergillus niger überexprimiert. Der enzymhaltige Kulturüberstand wurdefürUntersuchungen zurVerfügung gestellt. DadieserKulturüberstandnebendem überexprimier-ten MsPͳ noch andere Proteine und Substanzen - wie Medienbestandteile - enthielt, wurde MsPͳfür dessen proteinbiochemische Charakterisierung gereinigt.
ϯ.ϲ.ϭ Enzymreinigung - VorversucheDie Konzentrierung des zur Verfügung gestellten Kulturüberstandes erfolgte nach ʹ.ͳ͵.ͳ. Für dieanschließende Etablierung und Optimierung der Reinigungsstrategie der rekombinanten Peroxi-dase MsPͳ wurden Testsäulen aus dem HiTrap IEX und HiTrap HIC Selection Kit (Tab. ʹ.ͷ) ver-wendet.Die Anwendung einer Gelϐiltrationschromatographie (GFC) wurde untersucht; jedoch wurde die-se Chromatographie auf Grund der niedrigen Kapazität der Säulen, deren Empϐindlichkeit gegen-über zu hohen Drücken und auf Grund des hohen Zeitaufwandes (niedrige Flussraten) nicht an-gewendet.Bei der Verwendung von Säulen mit hydrophobem Packungsmaterial (hydrophobic interaction
chromatography (HIC)) wurde - trotz verschiedenster pH-Werte und Säulen - keine Bindung vonMsPͳ und somit keine Reinigung erzielt. Deshalb wurde eine Reinigung mittels Ionenaustausch-chromatographie (IEX) vorgenommen.Auϐbauendauf vorherigenArbeiten (ScheibnerʹͲͲ͸)wur-de der Fokus bei der Auswahl der Säulen auf Anionentauscher gelegt.Ein Reinigungsschritt mittels Anionentauscher reichte jedoch nicht aus, um Fremdproteine ab-zutrennen. Somit erfolgte die Reinigung von MsPͳ mittels Kombination zweier Anionentauscher(s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ͳ). Zum Einsatz kamen eine DEAE-FF-Säule als schwacher Anionentauscher und eineQ-FF-Säule als starker Anionentauscher. Der konzentrierte Kulturüberstand wurde dabei in An-lehnung an die Arbeiten von Scheibner (ʹͲͲ͸) mit einem ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH͸,Ͳ aufdie Säulen aufgetragen. Durch die Aǆ nderung der Pufferkonzentrationen und des pH-Wertes desStart- bzw. Elutionspuffers wurde keine Verbesserung der Trennleistung erzielt.Das Zielprotein wurde anschließend durch die Zugabe von ͳ M NaCl zum Elutionspuffer (ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH͸,Ͳ + ͳ M NaCl) von der Säule eluiert. Eine große Herausforderung beider Reinigung war die Abtrennung von Fremdproteinenmit ähnlichemMolekulargewicht und pI.Anhand von Testläufen mit verschiedenen Salzgradienten wurde der Gradient ermittelt, durchden die Abtrennung von Fremdproteinen erfolgte.
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Ergebnisse
Der Nachweis des Zielproteins in den gesammelten Fraktionen sowie die Messung der Protein-konzentration erfolgten mittels ABTS- und Bradford-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ und ʹ.ͳ͵.͵.ͳ) (ohne Ab-bildung). Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und auf ͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ umgepuffert (s. ʹ.ͳ͵.ͳ).Die Proteinkonzentration der gereinigten und konzentrierten Enzymlösung betrugͷ,ͻͷ± Ͳ,Ͳ͵mgmL−ͳ und die Aktivität ͸Ͷʹ ͸ͲͲ± ͹͵ͺͳUL−ͳ. Weiterhin wurde durch die Reini-gung eine Anreicherung um den Faktor ͵,ͳͲ erzielt.Neben demEnzymtest wurde die Reinigungmittels halbnativer SDS-PAGE kontrolliert und bestä-tigt (Abb. ͵.Ͷͷ).

I II

Abbildung ϯ.ϰϱ: ElektrophoreƟsche Analyse der Reinigung von MsPϭ: I: konzentrierter Kulturüberstand von As-
pergillus niger; II konzentrierte Q-FF-FrakƟonenmit Zielprotein (nach dem ϭ. und Ϯ. Reinigungs-
schriƩ)

Vor dem Scale-up der Reinigungsstrategie wurdenmit dem gereinigten Enzym einzelne Analysendurchgeführt, deren Ergebnisse im Folgendem beschrieben werden.
ϯ.ϲ.Ϯ Messung der EnzymakƟvitätZur Proteinreinigung und zur Enzymcharakterisierung wurden schnelle und zuverlässige AssayszurMessung der Enzymaktivität benötigt. Dafür dienten zum einen der von Ben Aziz et al. (ͳͻ͹ͳ)entwickelte und von Langhoff (ʹͲͲʹ) und Scheibner (ʹͲͲ͸) modiϐizierte Enzymtest (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ)und zum anderen der ABTS-Assay nach Eggert et al. (ͳͻͻ͸) (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ).
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Ergebnisse
Beide Enzymtests wurden für die Anwendung am Mikroplattenleser (Tab. ʹ.ͳ͵) angepasst. Dieenzymhaltige Probelösung wurde entweder mit einer wässrigen β-Carotin-Lösung (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ)oder mit einer ABTS-Lösung (Tab. ʹ.ʹͷ) versetzt und die Extinktionsabnahme bei ͶͷͲ nm bzw.-zunahme bei ͶʹͲ nmnach Zugabe vonWasserstoffperoxid photometrisch verfolgtͶͶ (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ).
ϯ.ϲ.Ϯ.ϭ Nachweis der Linearität und Reproduzierbarkeit der EnzymtestsUm die Enzymaktivität quantitativ bestimmen zu können, muss die Extinktionsabnahme bzw.-zunahme über einen gewissen Zeitraum linear sein. Bei entsprechend verdünnten Proben wardies für mindestens ͳͲmin der Fall (Abb. ͵.Ͷ͸).
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Abbildung ϯ.ϰϲ: ExƟnkƟonsänderung über einen Zeitraum von ϭϬmin während des Enzymtests mit gereinigtem
MsPϭ: � : ExƟnkƟonsabnahme bei ϰϱϬ nm während des β-CaroƟn-Assays,

y = −0, 009570 · x+ 1, 473,R2 = 0, 9972
• : ExƟnkƟonszunahme bei ϰϮϬ nm während des ABTS-Assays,

y = 0, 04468 · x+ 0, 08116,R2 = 0, 9974

ͶͶAnfängliche Messungen der Enzymaktivität wurden in Anlehnung an die Arbeiten von Scheibner (ʹͲͲ͸) mit ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ bei ͵Ͳ °C unter Zugabe von ͵ͷͲ µMHʹOʹ durchgeführt. Nachweiterführender Charak-terisierung des Proteins wurden sowohl der Arbeitspuffer, die Temperatur als auch die Konzentration an Wasser-stoffperoxid angepasst (s. ͵.͹.Ͷ und ͵.͹.ͷ und ͵.͹.͸ und ͵.͹.͹).
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Ergebnisse
Darüber hinausmuss der Enzymtest eine ZunahmederReaktionsgeschwindigkeitmit zunehmen-der Proteinkonzentration zeigen (Suelter ͳͻͻͲ). Zu diesem Zweck wurden die Assays mit unter-schiedlichen Volumina der gereinigten Enzymlösung nach ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ durchgeführt. Es wurde einKonzentrationsbereich ermittelt, in demdie Enzymkonzentration unddie Reaktionsgeschwindig-keit proportional zueinander sind (Abb. ͵.Ͷ͹).
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Abbildung ϯ.ϰϳ: Linearität der ReakƟonsgeschwindigkeit v in µMmin−ϭ der enzymkatalysierten ReakƟon als
FunkƟon des Volumens der Enzymprobe (gereinigtes MsPϭ in µL):

• : ABTS-Assay, y = 0, 1448 · x− 0, 0200,R2 = 0, 9988
� : β-CaroƟn-Assay, y = 0, 01721 · x− 0, 0007143,R2 = 0, 9973

Für alle weiteren mit gereinigtem MsPͳ durchgeführten Enzymassays wurden ebenfalls die Li-nearität und Reproduzierbarkeit überprüft und nachgewiesen (ohne Abbildung).
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Ergebnisse
ϯ.ϲ.ϯ Einfluss von Natriumchlorid auf die AkƟvität von MsPϭUm zu überprüfen, ob der Einsatz von Natriumchlorid-haltigen Pufferlösungen während der Rei-nigung einen Einϐluss auf die Enzymaktivität hat, wurden für den ABTS-Assay PufferlösungenmitͲ – ͳ M NaCl eingesetzt (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͻ).Als Proben für die Uǆ berprüfung der Salztoleranz dienten sowohl der konzentrierte Kulturüber-stand (s. ʹ.ͳ͵.ͳ), als auch die gereinigte Enzymlösung (Abb. ͵.Ͷͺ; exemplarisch am gereinigtemEnzym dargestellt).
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Abbildung ϯ.ϰϴ: RelaƟve EnzymakƟvität in Abhängigkeit von der NaCl-KonzentraƟon des Puffers in M

Die Salzkonzentration hatte keinen signiϐikanten Einϐluss auf die Aktivität des Kulturüberstandesoder auf die Aktivität des gereinigten Enzyms.
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Ergebnisse
ϯ.ϲ.ϰ Lagerstabilität der gereinigten und konzentrierten EnzymlösungDie gereinigte und konzentrierte MsPͳ-Lösung sollte über einen längeren Zeitraum ohne Aktivi-tätsverlust gelagert werden. Aus diesemGrundwurde die Lösung aliquotiert und deren Lagersta-bilität bei Ͷ °C, −ʹͲ °C und bei −ͺͲ °C für ͳͲ Tage gemäß ʹ.ͳ͵.ͻ.ͺ untersucht (Abb. ͵.Ͷͻ).
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Abbildung ϯ.ϰϵ: RelaƟve EnzymakƟvität der gereinigten MsPϭ-Lösung in Abhängigkeit der Lagerdauer und -
temperatur: •: Lagerstabilität bei ϰ °C; �: Lagerstabilität bei −ϮϬ °C; N: Lagerstabilität bei −ϴϬ °C

Die Aktivität von MsPͳ war bei −ͺͲ °C über Tage konstant, unabhängig davon ob das Enzym erst-malig oder bereitsmehrfach aufgetautwurde (ohne Abbildung). Bei Ͷ °C betrug die Aktivität nacheiner Lagerdauer von ͳͲ Tagen ͺͺ,͵%. Bei −ʹͲ °C präzipitierte das Enzyms, so dass bei dieserTemperatur keine Lagerstabilität gegeben war.Die gereinigte Enzymlösung wurde aliquotiert und bei −ͺͲ °C gelagert.
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Ergebnisse
ϯ.ϲ.ϱ UV/Vis-SpektrumDas UV/Vis-Spektrum von gereinigtem MsPͳ wurde im Bereich von ʹͷͲ bis ͷͷͲ nm aufgenom-men (s. ʹ.ͳ͵.Ͷ). Das Spektrumzeigt neben einemAbsorptionsmaximumbei ʹͺͲnmeinedeutlicheAbsorption der Soret-Bande bei ͶͲ͸ nm (Abb.͵.ͷͲ).
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Abbildung ϯ.ϱϬ: UV/Vis-Spektrum von gereinigtem MsPϭ
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Ergebnisse
ϯ.ϲ.ϲ Enzymreinigung - Scale upUm größere Mengen des rekombinanten Zielenzyms MsPͳ zu reinigen, die für die Charakterisie-rung benötigt wurden, wurde eine Maßstabsvergrößerung vorgenommen.DieBeladungder Säule erfolgte dabei über dasUmschaltventil anPumpeA (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ). Als Säulenwurden eine präparative DEAE-FF-Säule mit einem Volumen von ʹͲ mL und eine Q-Sepharose-High-Performance-SäuleͶͷ ebenfallsmit einemVolumen von ʹͲmL verwendet (Tab. ʹ.ͷ). Die Elu-tion erfolgte durch einen Salzgradienten, der an die Säulengröße angepasst wurde.Zunächst wurde der Kulturüberstand mittels Ultraϐiltration (Macrosep®-Zentrifugationseinhei-ten; s. ʹ.ͳ͵.ͳ) um den Faktor ʹ konzentriert. Der Aktivitätsverlust betrug dabei ʹ͸,Ͷ% (Tab. ͵.ͻ).Anschließend wurde der konzentrierte Kulturüberstand über die DEAE-Säule als erste Stufe ge-reinigt (Abb. ͵.ͷͳ (a)).Die höchste Aktivität wurde in den Fraktionen des ersten Hauptpeaks nachgewiesen. Diese Frak-tionen (ͻ-ʹͳ) mehrerer Läufe wurden gepoolt, mittels Microsep™-Zentrifugationseinheiten kon-zentriert bzw. auf den Startpuffer umgepuffert und auf die Q-HP-Säule als zweite Reinigungsstufeaufgetragen (Abb. ͵.ͷͳ (b)).Die höchstenAktivitätenwaren über die Fraktionen einesHauptpeaks und zweier kleinerer Peaksverteilt. Die aktiven Fraktionen der drei Peaks (Peak ͳ: Fraktion ͶͶ-ͷͷ; Peak ʹ: Fraktion ͷ͸-͸͵;Peak ͵: Fraktion ͸Ͷ-͹͵) mehrerer Läufe wurden getrennt gepoolt, mittels Microsep™-Zentrifuga-tionseinheiten konzentriert und auf ͷͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ umgepuffert. Die kon-zentrierten Enzymlösungen wurden aliquotiert und bei −ͺͲ °C gelagert.Die Enzymlösung, die durch die Vereinigung der Fraktionen des Peaks ͳ erhalten wurde, war diereinste Enzymlösung mit der höchsten Aktivität. Aus diesem Grund wurden alle weiteren Mes-sungen mit dieser LösungͶ͸ durchgeführt.Die Maßstabsvergrößerung beeinϐlusste die Trennleistung nicht.

Ͷͷselbstgepackte Säule mit Säulenmaterial höherer Trennleistung (Q-HP-Säule) als bei den Vortests (Q-FF-Säule)Ͷ͸Spätere Bezeichnungen: MsPͳ-Lösung bzw. Enzymlösung
ͳ͵ͳ



Ergebnisse
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Ergebnisse
Der Erfolg der Reinigung wurde sowohl mittels eine SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.ʹ), als auch durch einehalbnative SDS-PAGE (s. ʹ.ͳͶ.͵) überprüft (Abb. ͵.ͷʹ).Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Gel mit colloidalem Coomassie gefärbt (s. ʹ.ͳ͸.ʹ). Dashalbnative SDS-Polyacrylamidgel wurde nach der Elektrophorese geteilt. Eine Gelhälfte wurdeebenfalls mit colloidalem Coomassie gefärbt, die andere Hälfte wurde einer AktivitätsfärbungmitABTS unterworfen (s. ʹ.ͳ͸.͵).
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Abbildung ϯ.ϱϮ: ElektrophoreƟsche Analyse der Reinigung von MsPϭ: I: konz. Kulturüberstand von
Aspergillus niger; II: konz. DEAE-FrakƟonen mit Zielprotein (nach dem ϭ. Rein-
gungsschriƩ); III: konz. Q-HP-FrakƟonen des Peak ϭ mit Zielprotein (nach dem ϭ.
und Ϯ. ReingungsschriƩ); IV: abgetrenntes Fremdprotein (FPLC-FrakƟon VI); A: col-
loidal Coomassiefärbung eines SDS-Polyacrylamidgels (denaturierend), MW: Mo-
lekulargewicht, Std.: Standard (ϱ µL), (Abb. ϳ.ϰa); B: colloidal Coomassiefärbung
eines halbnaƟven SDS-Polyacrylamidgels; C: AkƟvitätsfärbung eines halbnaƟven SDS-
Polyacrylamidgels mit ABTS

Mittels halbnativer SDS-PAGE (Abb. ͵.ͷʹ, Gel B und C) wurde die vollständige Trennung der imKulturüberstand enthaltenen Proteine gezeigt.Beim konzentrierten Kulturüberstand (I) wurden zwei Proteinbanden mit verschiedenen Mole-kulargewichten detektiert. Die Bande mit dem kleineren Molekulargewicht zeigte - im Gegensatzzu der anderen Proteinbande - keine Reaktion gegenüber ABTS .Das inaktive Protein wurde durch die Reinigung erfolgreich abgetrennt. Nach der ͳ. Reinigungs-stufe (II) war die inaktive Proteinbande nur schwach zu erkennen. Die vereinten aktiven Q-HP-Fraktionen (III) wiesen einzig das aktive Zielprotein MsPͳ auf.
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Ergebnisse
Unter denaturierenden Bedingungen (Abb. ͵.ͷʹ, Gel A) wies das gereinigte MsPͳ (III) ein ermit-teltes Molekulargewicht (s. ʹ.ͳͶ.ʹ.ͳ) von ͹ʹ kDa auf. Weiterhin wurde ein Abbau des gereinigtenZielenzyms (III) durch das Auftreten weiterer Banden gezeigt.Für das abgetrennte inaktive Protein (IV) wurde ebenfalls ein Molekulargewicht von ͹ʹ kDa kal-kuliert.Bei einer Anreicherung von ͵,ͺͷ betrug der Anteil des gereinigten Proteins am Gesamtproteindes Kulturüberstandes Ͷ,ͺ% (Tab. ͵.ͻ). Die Wiederϐindung der Anfangsaktivität betrug ͳͺ,͵%.Die Reinheitszahl (RZ) (s. ʹ.ͳ͵.ͷ) wurde von Ͳ,͵ auf ͵,ʹ gesteigert.
Tabelle ϯ.ϵ: Bilanzierung einer zweistufigen Reinigung der rekombinanten Peroxidase MsPϭ ausMyceƟnis

scorodonius

Probe Proteingehalt Aktivität spez. Aktivität Anreicherung RZin mgmL−ͳ in mg in % in U L−ͳ in U in % in U mg−ͳKulturüberstand ʹʹ,ͺͻ ʹͷͳ͹,ͻͲ ͳͲͲ,Ͳ ͹ͺͷ ͺͺͲ ͺ͸ͶͶ͹ ͳͲͲ,Ͳ ͵Ͷ ͳ,ͲͲ Ͳ,͵konz. Kulturüberstand Ͷͺ,͹ͻ ͳͺͷͶ,Ͳʹ ͹͵,͸ ͳ ͺͺͷ Ͷͳ͸ ͹ͳ͸Ͷ͸ ͺʹ,ͻ ͵ͺ ͳ,ͳʹ Ͳ,͵konz. DEAE-FF ͳ͹,ͳͲ ʹ͵ͻ,ͶͲ ͻ,ͷ ͳ ͸ͷ͸ ʹͷͳ ʹ͵ ͳͺͺ ʹ͸,ͺ ͻ͸ ʹ,ͺʹ Ͳ,ͻkonz. Q-HP Peak ͳ ͺ,Ͳͳ ͳʹͲ,ͳͷ Ͷ,ͺ ͳ Ͳͷʹ Ͳͺ͵ ͳͷ ͹ͺͳ ͳͺ,͵ ͳ͵ͳ ͵,ͺͷ ͵,ʹkonz. Q-HP Peak ʹ Ͷ,ͷͻ Ͷͷ,ͻͲ ͳ,ͺ ͷͳ͸ ʹͲͶ ͷͳ͸ʹ ͸,Ͳ ͳͳ͵ ͵,͵ʹ ʹ,ͻkonz. Q-HP Peak ͵ ʹ,ͳͳ ͳͲ,ͷͷ Ͳ,Ͷ ͳʹͳ ͹ͷͻ ͸Ͳͺ Ͳ,͹ ͷͺ ͳ,͹ͳ ͳ,Ͳ
Die gereinigte MsPͳ-Lösung (vereinte aktive Q-HP-Fraktionen des Peaks ͳ (III)) wurde für allefolgenden Untersuchungen eingesetzt.
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Ergebnisse
ϯ.ϳ Proteinbiochemische Charakterisierung der rekombinanten Peroxidase

MsPϭ ausMyceƟnis scorodonius

ϯ.ϳ.ϭ ProteinquanƟfizierung der gereinigten MsPϭ-Lösung miƩels AbsorpƟonsmessungNach ʹ.ͳ͵.͵.ʹwurde eine Proteinkonzentration von ͷ͸,ͷ͵± Ͳ,͵ͺ µmol L−ͳ der gereinigtenMsPͳ-Lösung ermittelt. Umgerechnet ergibt dies einenProteingehalt vonͺ,ʹͲ± Ͳ,Ͳ͸mgmL−ͳ (Konver-tierung: Gewicht – Mol; Tab. ʹ.ͳͶ).
ϯ.ϳ.Ϯ BesƟmmung des Molekulargewichtes von MsPϭDas Molekulargewicht des rekombinanten MsPͳ wurde mittels nativer PAGE (s. ʹ.ͳͶ.Ͷ) und Gel-ϐiltrationschromatographie (GFC) (s. ʹ.ͳ͵.ʹ.͵) bestimmt.Das Polyacrylamid-Fertiggel wurde nach der Elektrophorese in zwei Hälften geteilt. Die eine Hälf-te wurde mit colloidalem Coomassie (s. ʹ.ͳ͸.ʹ) gefärbt, wodurch für MsPͳ ein ermitteltes Mole-kulargewicht (s. ʹ.ͳͶ.ʹ.ͳ) von ͳͶʹ kDa bestimmt wurde (Abb. ͵.ͷ͵). Die Aktivitätsfärbung deranderen Hälfte mit ABTS (s. ʹ.ͳ͸.͵) bestätigte das Ergebnis und identiϐizierte das Enzym als Zie-lenzym.
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Abbildung ϯ.ϱϯ: ElektrophoreƟsche Analyse des Molekulargewichtes von MsPϭ miƩels naƟver PAGE: MsPϭ: ge-
reinigte MsPϭ-Lösung; A: colloidal Coomassiefärbung eines Polyacrylamid-FerƟggels, MW: Mo-
lekulargewicht, Std.: Standard (ϳ,ϱ µL), (Abb. ϳ.ϰb); B: AkƟvitätsfärbung eines Polyacrylamid-
FerƟggels mit ABTS
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Ergebnisse
Zur Bestimmung des Molekulargewichtes von MsPͳ mittels Gelϐiltrationschromatographie wur-de die gereinigte Enzymlösung auf eine Superdex ʹͲͲ-Säule aufgetragen und chromatographischgetrennt (Abb. ͵.ͷͶ (a)).
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Abbildung ϯ.ϱϰ: (a): : FPLC-Chromatogramm der BesƟmmung des Molekulargewichtes (MW) vonMsPϭ mit-
tels Superdex ϮϬϬ-Säule
(b): • : Kalibriergerade der GelfiltraƟonssäule Superdex ϮϬϬ

y = −0, 1797 · x+ 0, 9987,R2 = 0, 9867
•: MsPϭ

Das FPLC-Chromatogramm zeigte lediglich einen diskreten Peak, wodurch die Reinheit der En-zymlösung abermals bestätigt wurde. Nach Kalibrierung der Gelϐiltrationssäule (Abb. ͵.ͷͶ (b))wurde für MsPͳ - unter den nicht denaturierenden Bedingungen der GFC - ein Molekulargewichtvon ͳͶͷ kDa berechnet.
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϯ BesƟmmung des isoeletrischen Punktes von MsPϭMit dem gereinigtenMsPͳwurde eine isoelektrische Fokussierung (s. ʹ.ͳͶ.ͷ.ͳ) durchgeführt. DasPolyacrylamid-Fertiggel wurde nach der Fokussierung in drei Teile geteilt.Ein Teil wurde mit colloidalem Coomassie (s. ʹ.ͳ͸.ʹ) gefärbt, wodurch eine Bande mit einem iso-elektrischen Punkt von ͵,͹ detektiert wurde (Abb. ͵.ͷͷ). Die Aktivitätsfärbung des zweiten Teilsmit ABTS (s. ʹ.ͳ͸.͵) bestätigte, dass es sich um das aktive Zielenzym handelte. Durch die spezi-ϐische Färbung für Häm- und Metallenzyme (s. ʹ.ͳ͸.Ͷ) des letzten Teils, wurde das aktive Enzymzusätzlich als Hämenzym identiϐiziert.
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Abbildung ϯ.ϱϱ: Isoelektrische Fokussierung der gereinigten Enzymlösung: MsPϭ: gereinigte Enzymlösung;
A: colloidal Coomassiefärbung eines Polyacrylamid-FerƟggels, Std.: Standard (ϱ µL), (Abb. ϳ.ϱ)
B: AkƟvitätsfärbung eines Polyacrylamid-FerƟggels mit ABTS
C: Färbung eines Polyacrylamid-FerƟggels miƩels spezifischer Färbung für Häm- und Metallen-
zyme

ϯ.ϳ.ϰ BesƟmmung des opƟmalen Puffers und pH-Wertes der Umsetzung von ABTS und
β-CaroƟnDie Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Wertes der Umsetzung von ABTS und β-Carotinerfolgtemit gereinigtemMsPͳ. Die Aktivität wurde in den entsprechenden Puffern bei einer Tem-peratur von ͵Ͳ °C untersucht (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.͵).
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Ergebnisse
Die eingesetzten Puffer waren:• McIlvaine-Puffer (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ)• K-McIlvaine-Puffer• HCl/Glycin-Puffer (ͳͲͲmM)• Kaliumacetat-Puffer (ͷͲmM)• Natriumacetat-Puffer (ͷͲmM)• Natriumtartrat-Puffer (ͳͲͲmM)Der pH-Wert der Pufferlösungen variierte zwischen pH ʹ,Ͳ und ͷ,ͷͶ͹.DieEnzymaktivität vonMsPͳgegenüberABTSwar in einemNatriumacetat-PufferpH͵,Ͳmaximal(Abb. ͵.ͷ͸). Alle weiterenMessungen des ABTS-Assays erfolgten in diesem Puffer und bei diesempH-Wert.
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Abbildung ϯ.ϱϲ: RelaƟve EnzymakƟvität von MsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit der Puffer und des
pH-Wertes: : HCl/Glycin-Puffer : K-McIlvaine-Puffer

: McIlvaine-Puffer : ϱϬmM Natriumacetat-Puffer
: ϱϬmM Kaliumacetat-Puffer : ϭϬϬmM Natriumtartrat-Puffer

Ͷ͹Bei dem ͷͲmM Kaliumacetat-Puffer und dem ͷͲmM Natriumacetat-Puffer wurden nur pH-Werte von ͵,Ͳ bis ͷ,ͷerreicht.
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Ergebnisse
Da die Aktivität von MsPͳ gegenüber ABTS in McIlvaine-Puffer und ͷͲmM Kaliumacetat-Puffergeringer war als in K-McIlvaine-Puffer und ͷͲmM Natriumacetat-Puffer, wurden der McIlvaine-Puffer und ͷͲmM Kaliumacetat-Puffer beim β-Carotin-Assay nicht eingesetzt.Die Enzymaktivität vonMsPͳ gegenüber β-Carotin war in einem Natriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ amhöchsten (Abb. ͵.ͷ͹). Alle weiteren Messungen mit β-Carotin wurden in diesem Puffer und beidiesem pH-Wert durchgeführt.
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Abbildung ϯ.ϱϳ: RelaƟve EnzymakƟvität von MsPϭ gegenüber β-CaroƟn in Abhängigkeit der Puffer und des pH-
Wertes: : HCl/Glycin-Puffer : K-McIlvaine-Puffer

: ϱϬmM Natriumacetat-Puffer : ϭϬϬmM Natriumtartrat-Puffer
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϱ VariaƟon der PufferkonzentraƟonUm den Einϐluss der Pufferstärke auf die Enzymaktivität zu ermitteln, wurden die Enzymassays(s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ)mitNatriumacetat-Puffermit unterschiedlichenPufferkonzentrationendurchgeführt.Dazuwurde die gereinigte Enzymlösungmit dem entsprechenden Puffer versetzt und die Enzym-aktivität bei ͵Ͳ °C gemessen (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.Ͷ).Die höchste Enzymaktivität gegenüber ABTS wurde mit einer Pufferkonzentration von ͵ͲͲmM(Abb. ͵.ͷͺ) erreicht.Die höchste Umsatzrate von β-Carotin hingegen wurdemit einer Pufferkonzentration von ͷͲmMerzielt.
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Abbildung ϯ.ϱϴ: RelaƟve EnzymakƟvität in Abhängigkeit von der KonzentraƟon des Natriumacetat-Puffers in
mM: : KonzentraƟon des Natriumacetat-Puffers pH ϯ,Ϭ bei der Umsetzung von ABTS

: KonzentraƟon des Natriumacetat-Puffers pH ϯ,ϱ bei der Umsetzung von β-CaroƟn

Auf Grund der Aǆ nderung der Pufferstärke des Natriumacetat-Puffers von ͷͲmM auf ͵ͲͲmM er-folgte eine weitere Untersuchung des pH-Optimums für die Umsetzung von ABTS durch MsPͳ.pH-Werte von ʹ,͸–͵,͸ des ͵ͲͲmM Natriumacetat-Puffers wurden überprüft. Dabei stellte sichabermals pH ͵,Ͳ als Optimum heraus.
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϲ TemperaturopƟmum der rekombinanten Peroxidase MsPϭDie Untersuchung des Temperaturoptimums von MsPͳ (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͷ) erfolgte mit reiner Enzym-Lösung unter Verwendung von ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ bzw. ͵ͲͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,Ͳ (s. ͵.͹.Ͷ und ͵.͹.ͷ). Die verwendeten Lösungenwurden jeweils bei der entsprechen-den Temperatur vorgewärmt und anschließend für die Bestimmung der Enzymaktivität mittelsABTS- und β-Carotin-Assay eingesetzt (Abb. ͵.ͷͻ).
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Abbildung ϯ.ϱϵ: RelaƟve EnzymakƟvität in Abhängigkeit von der Temperatur in °C: : ABTS-Assay
: β-CaroƟn-Assay

Mittels ABTS-Assaywurde fürMsPͳ ein Temperaturoptimumvonͷͷ °C bestimmt. In Folge dessenwurden alle weiteren Messungen bei dieser Temperaturen durchgeführt.Für die Umsetzung von β-Carotin hingegen stellte sich ͵Ͳ °C als die optimale Temperatur heraus,sodass alle weiteren Umsetzungen von β-Carotin bei dieser Temperatur erfolgten.
ϯ.ϳ.ϳ Einfluss von WasserstoffperoxidSowohl der ABTS-Assay, als auch der β-Carotin-Assaywurdenmit gereinigter Enzymlösung unterZugabe von verschiedenen Mengen an HʹOʹ (Ͳ–ͳʹͷͲ,Ͳ µM; Konzentration im Assay) durchge-führt (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.͸).

ͳͶͳ



Ergebnisse
DieKonzentration von β-Carotin betrug ʹͶ µM imAssay unddieKonzentration vonMsPͳ͵,ͷ͵ nM.Beim ABTS-Assay wurden ͷͲͲ µM ABTS und Ͳ,ͳͶ nMMsPͳ eingesetzt.Die Umsetzung beider Substrate durch MsPͳ erfolgte ohne Wasserstoffperoxid (Abb. ͵.͸Ͳ). ImVergleich zu einem Ansatz ohne HʹOʹ-Zusatz wurde die Enzymaktivität durch die Zugabe vonWasserstoffperoxid jedoch signiϐikant gesteigert. Der Zusatz von ͳʹͷ µM HʹOʹ ergab die höchsteAktivität (ͻͲ%bzw. ͹ͷ%mehr als ohneWasserstoffperoxid), weswegen bei folgenden Versuchen- unter gleichbleibenden Bedingungen - diese Konzentration an Wasserstoffperoxid beibehaltenwurde.Ab einer Konzentration von ͵ͷͲ µM hemmte HʹOʹ das Enzym. Da die optimale Konzentration anWasserstoffperoxid von der Enzym- und der Substratkonzentration abhängt, wurde bei einer Aǆ n-derung dieser Parameter die optimale Wasserstoffperoxidkonzentration erneut bestimmt. AuchdieMessung der kinetischen Parameter erfolgte unter Zusatz von verschiedenenMengen anWas-serstoffperoxid, um diejenige zu ermitteln, bei der die Enzymreaktion unabhängig von HʹOʹ ver-läuft (s. ʹ.ͳ͵.ͳͲ und ͵.͹.ͳͳ).
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Abbildung ϯ.ϲϬ: RelaƟve EnzymakƟvität von MsPϭ in Abhängigkeit von der HϮOϮ-KonzentraƟon in µM:
: β-CaroƟn-Assay mit Ϯϰ µM β-CaroƟn und ϯ,ϱϯ nMMsPϭ
: ABTS-Assay ϱϬϬ µM ABTS und Ϭ,ϭϰ nMMsPϭ
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϳ.ϭ HϮOϮ-KonzentraƟon der β-CaroƟn-StammlösungTween® ͺͲ kann geringe Mengen an Peroxiden enthalten. Bei der Herstellung der β-Carotin-Stammlösung (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳ)wurdeTween® ͺͲ als Emulgator hinzugesetzt, so dass auchdie Stamm-lösung geringe Mengen an Peroxiden beinhalten könnte.AusdiesemGrundwurdedieHʹOʹ-Konzentrationderβ-Carotin-Stammlösungmittels PEROXsay™-Assay (Tab. ʹ.͹) gemäß Herstelleranweisungen zu ͳͶ͵± ͳͺ µM bestimmt. Durch den Einsatz derStammlösung enthielt der Reaktionsansatz des Assays ͵,͸± Ͳ,ͷ µMWasserstoffperoxid.
ϯ.ϳ.ϴ Einfluss von Sauerstoff auf die AkƟvität von MsPϭDer Einϐlusses von Sauerstoff auf die Aktivität von MsPͳ gegenüber β-Carotin wurde untersucht.Dazu wurden der β-Carotin-Assay (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ) ohne weiteren ZusatzͶͺ von Wasserstoffperoxidmit Oʹ-angereichertem bzw. Oʹ-abgereichertem Puffer im Vergleich zu unbehandeltem Puffer ge-mäß ʹ.ͳ͵.ͻ.͹ durchgeführt (Abb. ͵.͸ͳ).
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Abbildung ϯ.ϲϭ: ReakƟonsgeschwindigkeit v in µMmin−ϭ der Umsetzung von β-CaroƟn durch MsPϭ in Abhän-
gigkeit der Menge an SauerstoffDie Enzymaktivität gegenüber β-Carotin wurde durch die Anreicherung von Sauerstoff um denFaktor ʹ,͵ gesteigert. Dagegen führte die Abreicherung von Sauerstoff zu einem fast vollständigenVerlust der Aktivität.ͶͺDurch den Einsatz der β-Carotin-Stammlösung enthielt der Reaktionsansatz des Assays ͵,͸± Ͳ,ͷ µM Wasserstoff-peroxid (s. ͵.͹.͹.ͳ).
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϵ Untersuchung der Enzymstabilität unter AssaybedingungenFür den technischen Einsatz von MsPͳ wurden dessen Stabilität unter verschiedenen Reaktions-bedingungen überprüft (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͺ). Die Enzymkonzentration entsprach dabei der im Assay ein-gesetzten Konzentration.
ϯ.ϳ.ϵ.ϭ LösungsmiƩeltoleranzGereinigtes Enzym wurde in ͵Ͳ%igem Ethanol (in Wasser bzw. Puffer) verdünnt und bei Ͷ °Cgelagert. Nach ͵Ͳmin, ͳ h, ʹ h, Ͷ h und ʹͶ h wurde die Enzymlösung mit Messpuffer (͵ͲͲmMNatriumacetat-PufferpH͵,Ͳ) abermals verdünnt undderenAktivitätmittelsABTS-Assaybestimmt(Abb. ͵.͸ʹ).
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Abbildung ϯ.ϲϮ: RelaƟve EnzymakƟvität von MsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit der Lagerdauer in Ethanol
(in Wasser bzw. Puffer): •: ϯϬ%iger Ethanol in ϱϬmM Natriumacetat-Puffer (pH ϯ,ϱ)

•: ϯϬ%iger Ethanol in Wasser

Nach Ͷ h war keine Abnahme der Aktivität zu verzeichnen; nach ʹͶ h wurde ein Aktivitätsverlustvon ͸Ͳ% gemessen.
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϵ.Ϯ Puffer- und pH-Wert-StabilitätMsPͳ wurde sowohl in Natriumacetat-Puffer als auch in McIlvaine-Puffer verdünnt und bei Ͷ °Cgelagert. Der pH-Wert der Pufferlösungen variierte zwischenpHʹ,Ͳ undͷ,ͷ bzw. ͸,Ͳ. Nach͵Ͳmin,ͳ h, ʹ h, Ͷ hundʹͶ hwurdedieEnzymlösungmitMesspuffer (͵ͲͲmMNatriumacetat-PufferpH͵,Ͳ)verdünnt und deren Enzymaktivität mittels ABTS-Assay bestimmt (Abb. ͵.͸͵).
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Abbildung ϯ.ϲϯ: RelaƟve EnzymakƟvität von MsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit der Lagerdauer in
Natriumacetat-Puffer: •: pH ϯ,Ϭ (ϯϬϬmM) •: pH ϯ,Ϭ (ϱϬmM) •: pH ϯ,ϱ (ϱϬmM)

•: pH ϰ,Ϭ (ϱϬmM) •: pH ϰ,ϱ (ϱϬmM) •: pH ϱ,Ϭ (ϱϬmM)
•: pH ϱ,ϱ (ϱϬmM) •: pH ϲ,Ϭ (ϱϬmM)

Währendder Lagerung inNatriumacetat-Pufferwar die Enzymaktivität über Ͷ hnahezu konstant;nach ʹͶ h wurde ein signiϐikanter Aktivitätsverlust von bis zu ͻͲ% gemessen .

ͳͶͷ



Ergebnisse
Bei der Lagerung in McIlvaine-Puffer hingegen nahm die Enzymaktivität schon nach ͵Ͳmin ab.Besonders bei pH-Werten über Ͷ,Ͳ wurde ein hoher Aktivitätsverlust von MsPͳ gegenüber ABTSverzeichnet (Abb. ͵.͸Ͷ).
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Abbildung ϯ.ϲϰ: RelaƟve EnzymakƟvität vonMsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit der Lagerdauer inMcIlvaine-
Puffer: •: pH Ϯ,ϱ •: pH ϯ,Ϭ •: pH ϯ,ϱ •: pH ϰ,Ϭ

•: pH ϰ,ϱ •: pH ϱ,Ϭ •: pH ϱ,ϱ
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϵ.ϯ TemperaturstabilitätGereinigtes MsPͳ wurden mit ͷͲmM Natriumacetatpuffer pH ͸,Ͳ verdünnt und bei Ͳ °C, ʹͶ °C,ͶͲ °C und ͷͷ °C gelagert. Nach ͵Ͳmin, ͳ h, ʹ h, Ͷ h und ʹͶ h wurde die Enzymlösung mit Mess-puffer (͵ͲͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,Ͳ) verdünnt und deren Enzymaktivität mittels ABTS-Assay bestimmt.Nach ʹͶ h wurde eine Abnahme der Aktivität von ͷͲ–͹Ͳ% gemessen (Abb. ͵.͸ͷ).
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Abbildung ϯ.ϲϱ: RelaƟve EnzymakƟvität vonMsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit der Lagerdauer bei verschie-
denen Temperaturen: •: Ϭ °C •: Ϯϰ °C •: ϰϬ °C •: ϱϱ °C
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Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϭϬ ErmiƩlung des Substratspektrums von MsPϭNeben ABTS und dem natürlichen Farbstoff β-Carotin wurden weitere Substrate (Tab. ͵.ͳͲ) zurUmsetzung mit MsPͳ eingesetzt (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ), um dessen Substratspektrum zu ermitteln.
Tabelle ϯ.ϭϬ: Verwendete Substrate und deren Beschreibung

Substrate BeschreibungBixin natürlicher Farbstoff (Xanthophyll)Annatto bzw. Norbixin natürlicher Farbstoff (Xanthophyll)Reactive Blue ͷ charakteristisches DyP-Typ-Substrat (Anthrachinonfarbstoff)Reactive Black ͷ speziϐisches Substrat für polyvalente Peroxidase (VP) (Azofarbstoff)Guajakol typisches Substrat für Mangan- bzw. LigninperoxidasenͶͻ (Phenolderivat)ʹ,͸-Dimethoxyphenol typisches Substrat für Mangan- bzw. Ligninperoxidasen (Phenolderivat)Veratrylalkohol typisches Substrat für Mangan- bzw. Ligninperoxidasen (nicht-phenolischer Aromat)
Alle aufgeführten Substrate wurden mit Hilfe von MsPͳ nach Zusatz von ͳʹͷ µMWasserstoffper-oxid umgesetzt. Somit umfasst das Substratspektrum von MsPͳ neben natürlichen Farbstoffenund dem charakteristischen DyP-Typ-Substrat auch bekannte Substrate für polyvalente Peroxi-dasen und Mangan- bzw. Ligninperoxidasen.Für eine maximale Umsetzung dieser Substrate wurden die optimalen Puffer und pH-Werte nachʹ.ͳ͵.ͻ.͵ bestimmt (Tab. ͵.ͳͳ).
Tabelle ϯ.ϭϭ: OpƟmale Puffer und pH-Werte der Umsetzung der einzelnen Substrate durch MsPϭ

Substrat Pufferstärke Puffer pH-WertBixin ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷAnnatto ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͸,ͲReactive Blue ͷ ͷͲmM Natriumacetat-Puffer Ͷ,ͷReactive Black ͷ ͷͲmM Natriumacetat-Puffer Ͷ,ͷGuajakol ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷʹ,͸-Dimethoxyphenol ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷVeratrylalkohol ͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffer ʹ,ͷ
Anschließend wurden die kinetischen Parameter von gereinigtem MsPͳ für einzelne Substratebestimmt (s. ͵.͹.ͳͳ).

ͶͻGuajakol, ʹ,͸-Dimethoxyphenol und Veratrylalkohol stellen Modellsubstrate für Monolignol-Bausteine dar.
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Ergebnisse
Für β-Carotin, Bixin, Annatto und Reactive Black ͷ wurden diese nicht ermittelt, da auf Grund derhohen Eigenabsorption nur geringe Mengen der Farbstoffe zur photometrischen Messung einge-setzt werden konnten. Diese Mengen reichten nicht aus, um in die Substratsättigung zu gelangen.Auch bei Veratrylalkohol wurde die Substratsättigung nach Zugabe von ͸Ͳ ͲͲͲ µM nicht erlangt,sodass von einer Bestimmung der kinetischen Parameter von MsPͳ für das Substrat Veratrylal-kohol ebenfalls abgesehen wurde.Anstelle der kinetischenParameter sind die ermitteltenAktivitäten vonMsPͳ gegenüber den Sub-straten (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ʹ) in folgender Tabelle (Tab. ͵.ͳʹ) dargestellt.
Tabelle ϯ.ϭϮ: ErmiƩelte AkƟvität von MsPϭ gegenüber verschiedenen Substraten

Substrat Substratkonzentration Aktivität speziϐische Aktivitätin µM in U L−ͳ in U mg−ͳ
β-CarotinͷͲ ʹͶ,ͷ ͷʹ͸͵ Ͳ,͸ͷBixinͷͲ ͳ͸,ͷ ͳ͹ͶͷͲ ʹ,ͳͷAnnattoͷͳ ͳ͸,Ͳ ͷ͹ͷͳ͵ ͹,ͲͻReactive Black ͷ ʹͷ,Ͳ ͵ʹ͵Ͷʹ ͵,ͻͻVeratrylalkohol ͳʹͷͲ,Ͳ ͷͳ͹ͷ Ͳ,͸ͶVeratrylalkohol ͸ͲͲͲͲ,Ͳ ͸͹ʹͲͶ ͺ,ʹͻ

Da die Messungen der Aktivität von MsPͳ gegenüber den aufgeführten Substraten nicht in derSubstratsättigung erfolgten, konnten keine Aussagen darüber getroffen werden, welche der Sub-strate schneller bzw. efϐizienter umgesetzt wurden.

ͷͲauch ohne Zusatz von HʹOʹ wurde ein signiϐikanter Abbau dieser Substrate nachgewiesenͷͳohne Zusatz von HʹOʹ wurde ein schwacher Abbau des Substrates beobachtet
ͳͶͻ



Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϭϭ EnzymkineƟkDieMichaelis-Menten-Konstante (Km) und die katalytische Konstante (kcat) des gereinigtenMsPͳ(s. ʹ.ͳ͵.ʹ.ʹ) wurden für die Substrate ABTS, ʹ,͸-Dimethoxyphenol, Guajakol und Reactive Blue ͷbestimmt (s. ʹ.ͳ͵.ͳͲ).Dazu wurde die Anfangsgeschwindigkeit des enzymatischen Umsatzes (Reaktionsgeschwindig-keit) bei konstanter Enzymkonzentration, nicht limitierendemUǆ berschuss anWasserstoffperoxidund variierender Substratkonzentration gemessen.Die Reaktionsgeschwindigkeit (v) wurde direkt linear gegen die Substratkonzentration aufgetra-gen (Cornish-Bowden-Diagramme, Abb. ͵.͸͸). Mit Hilfe der Software OriginPro ͺ.ͷG (Tab. ʹ.ͳͶ)wurde eine Hyperbelͷʹ an die Messpunkte angepasst, sodass sich die enzymkinetischen Parame-ter (Km, vmax) direkt aus der Sättigungshyperbel ablesen ließen (Tab. ͵.ͳ͵).
Tabelle ϯ.ϭϯ: ErmiƩelte kineƟsche Parameter des gereinigten MsPϭ für die Substrate ABTS, DMP, Guajakol und

ReacƟve Blue ϱ

Substrat pH Enzymkonzentration Km kcat kcat/Km vmaxin nM in µM in s−ͳ in s−ͳM−ͳ in µM s−ͳABTS ͵,Ͳ Ͳ,Ͳͷ ͳͷ,ͺ ͳͲͲͲ ͸,͵× ͳͲ͹ Ͳ,ͲͷDMP ͵,ͷ Ͳ,ʹͺ ͹ͻ,Ͳ ʹͳͶ ʹ,͹× ͳͲ͸ Ͳ,Ͳ͸Guajakol ͵,ͷ ͳ,ͳ͵ ͳͶͷ,ͷ ʹͲͶ ͳ,Ͷ× ͳͲ͸ Ͳ,ʹ͵Reactive Blue ͷ Ͷ,ͷ ͳ,Ͷͳ ͵ʹ,͸ ʹͶͳ ͹,Ͷ× ͳͲ͸ Ͳ,͵Ͷ
Gereinigtes MsPͳwies die höchste Afϐinität zu dem Substrat ABTS auf und setzte dieses mit einerhohenWechselzahl von ͳͲͲͲ s−ͳ am efϐizientesten um (katalytische Efϐizienz: ͸,͵× ͳͲ͹ s−ͳM−ͳ).Reactive Blue ͷ als charakteristisches DyP-Typ-Substrat wurde mit einer katalytischen Efϐizienzvon ͹,Ͷ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ umgesetzt. Die niedrigste Afϐinität zeigte MsPͳ zu Guajakol und setzte die-ses mit der geringsten Wechselzahl von ʹͲͶ s−ͳ (katalytische Efϐizienz: ͳ,Ͷ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ) um.

ͷʹanhand der Michaelis-Menten-Gleichung
ͳͷͲ
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Ergebnisse
Die Messung der kinetischen Parameter von MsPͳ erfolgte zeitgleich mit unterschiedlichen Men-gen anWasserstoffperoxid, umdieKonzentration zu ermitteln, bei der dieUmsetzungunabhängigvon Wasserstoffperoxid verläuft (Abb. ͵.͸͹, exemplarisch am Substrat ABTS gezeigt).
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Abbildung ϯ.ϲϳ: Lineare AuŌragung der ReakƟonsgeschwindigkeiten in µMmin−ϭ der enzymaƟschenUmsetzung
von ABTS gegen die SubstratkonzentraƟon in µM:
� + : Messpunkte der Umsetzung mit ϭϮϱ µM HϮOϮ + angepasste Hyperbel
N + : Messpunkte der Umsetzung mit ϮϱϬ µM HϮOϮ + angepasste Hyperbel
• + : Messpunkte der Umsetzung mit ϲϮ,ϱ µM HϮOϮ + angepasste Hyperbel

Maximale Anfangsgeschwindigkeiten des Umsatzes von ABTS wurden bei einer Wasserstoffper-oxidkonzentration von ͳʹͷ µM erhalten. Sowohl niedrigere (͸ʹ,ͷ µM), als auch höhere Konzen-trationen (ʹͷͲ µM) an Wasserstoffperoxid limitierten den Umsatz von ABTS und verringertendadurch die Anfangsgeschwindigkeit.

ͳͷʹ



Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϭϮ Einfluss von MangansulfatDer Einϐluss von Mangan(II)-sulfat auf die Enzymaktivität von reinemMsPͳ gegenüber dem Sub-strat ʹ,͸-Dimethoxyphenol wurde überprüft (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳͲ). Dazu wurden dem DMP-Assay nebenWasserstoffperoxid unterschiedliche Mengen an MnSOͶ zugesetzt (Abb. ͵.͸ͺ).
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Abbildung ϯ.ϲϴ: RelaƟve EnzymakƟvität von MsPϭ gegenüber dem Substrat DMP nach Zusatz vonMnSOϰ in µM

Die Enzymaktivität wurde durch den Zusatz von Mangansulfat deutlich gesteigert. Ab einer Kon-zentration ͳͲͲ µMMnSOͶ war keine signiϐikante Steigerung mehr möglich.
ϯ.ϳ.ϭϮ.ϭ OxidaƟon von Mangan(II)-IonenNachdemdie Aktivität vonMsPͳ gegenüber demSubstrat ʹ,͸-Dimethoxyphenol durch den Zusatzvon Mangansulfat gesteigert werden konnte, wurde die Oxidation von Mangan(II)-ionen (Mnʹ+)durch MsPͳ in ͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffer (pH Ͷ,ͷ) überprüft (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳͳ).Die Aktivität vonMsPͳ gegenüber Mangan(II)-Ionen (ͳmM) betrug ʹ͸Ͳ͵ U L−ͳ bzw. Ͳ,͵ʹ Umg−ͳ.

ͳͷ͵



Ergebnisse
ϯ.ϳ.ϭϯ Umsatz von AdlerolAdlerol, welches die Hauptstruktur von Guajacyl-Lignin-Baueinheiten darstellt, wurde ebenfallsals Substrat für die Umsetzung mit MsPͳ eingesetzt (s. ʹ.ͳ͵.ͻ.ͳʹ).Zum einen wurde der Umsatz von Adlerol durch die Messung von UV/Vis-Spektren verfolgt, zumanderen durch die Messung der Extinktionsänderung bei einer Wellenlänge von ͵ͳͲ nm überͳͲmin mittels Plattenreader (Tab. ʹ.ͳ͵).Das UV/Vis-Spektrum des Reaktionsansatzes mit inaktiviertem MsPͳ zeigte lediglich ein Maxi-mum von ʹ͹Ͳ–ʹͻͷnm. Bei einem Ansatz mit aktiven MsPͳ hingegen wurde zusätzlich ein Maxi-mum bei ͵ͳͲ nm gemessen (Abb. ͵.͸ͻ (a)).Weiterhin wurde eine Exktinktionszunahme bei einer Wellenlänge von ͵ͳͲ nm in Abhängigkeitder eingesetzten Konzentration an aktivem Enzym gemessen (Abb. ͵.͸ͻ (b)).Demzufolge setzt MsPͳ neben Modellsubstraten für Monolignol-Bausteine auch Adlerol um.
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Abbildung ϯ.ϲϵ: (a): UV/Vis-Spektren des ReakƟonsansatzes der Umsetzung von Adlerol durch MsPϭ:
: ReakƟonsansatz mit inakƟviertem MsPϭ
: ReakƟonsansatz mit akƟvem MsPϭ

(b): ExƟnkƟonsänderung der ReakƟonsansätze bei einerWellenlänge von ϯϭϬ nmüber den Zeit-
raum von ϭϬmin:
�: ReakƟonsansatz mit inakƟviertem MsPϭ
•: ReakƟonsansatz mit akƟvem MsPϭ (Ϯϴ,Ϯϳ nM)
N: ReakƟonsansatz mit akƟvem MsPϭ (ϱϲ,ϱϯ nM)
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Ergebnisse
ϯ.ϴ Berechnung eines Strukturmodells für MsPϭ

DieAminosäuresequenzenvonMsPͳundeinerdye-decolorizingPeroxidase ausBjerkanderaadus-
taͷ͵ (BadDyP) (PDB-ID ͵AFV) wurden miteinander verglichen (EMBL-EBI, ClustalWʹ, Tab. ʹ.ͳͶ)und ergaben eine Homologie von ͷͳ% (Abb. ͵.͹Ͳ).
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Abbildung ϯ.ϳϬ: Vergleich der Aminosäuresequenzen von MsPϭ und einer dye-decolorizing Peroxidase aus Bjer-
kandera adusta (BadDyP) (PDB-ID ϯAFV): �: β-FaltblaƩstrukturen; �: α-Helices; �: potenƟelle
O-Glykosylierungsstelle; N..: potenƟelle N-Glykoslylierungsstellen; Iϭϳϱ, RϮϲϲ, Rϯϭϳ, Rϯϯϯ: poten-
Ɵell an der Bindung der prostheƟschen Gruppe Häm beteiligt durch Ausbildung von Wasser-
stoĪrückenbindungen mit den Propansäureresten des Porphyringerüstes; �: GxxDG-MoƟv

In der Sequenz wurde neben konservierten Resten, die an der Bindung der prosthetischen Grup-pe beteiligt sind (Strittmatter et al. ʹͲͳ͵), das unter allen Mitgliedern der DyP-Typ-Peroxidase-Familie konservierte Strukturmotiv GxxDG identiϐiziert (Sugano ʹͲͲͻ).Weiterhinwurdemit Hilfeder Programme NetNGly ͳ.Ͳ (Gupta et al. ʹͲͲͶ, Tab. ʹ.ͳͶ) und NetOGly ͵.ͳ (Julenius et al. ʹͲͲͷ,Tab. ʹ.ͳͶ) die Aminosäuresequenz auf das Vorhandensein von Glykosylierungsstellen untersucht.MsPͳ weist sieben potentielle N- und eine potentielle O-Glykosylierungsstelle auf.
ͷ͵Der Stamm wurde in der Vergangenheit ursprünglich als Geotrichum candidum Dec ͳ bezeichnet; später fälschli-cherweise als Thanatephorus cucumeris

ͳͷͷ



Ergebnisse
Mit dem Programm SWISS-MODEL (Arnold et al. ʹͲͲ͸, Tab. ʹ.ͳͶ) wurde ein Strukturmodell vonMsPͳ in Homologie zur Röntgenkristallstrukur der dye-decolorizing Peroxidase aus Bjerkandera
adusta (BadDyP) (PDB-ID ͵AFV) berechnet. Die Strukturen wiesen eine Homologie von Ͷͺ% auf(Abb. ͵.͹ͳ), wodurch von einer ähnlichen Faltung beider Proteine ausgegangen werden konnte.

Abbildung ϯ.ϳϭ: Homologie des berechneten Strukturmodells vonMsPϭ und der Röntgenkristallstrukur der dye-
decolorizing Peroxidase aus Bjerkandera adusta (BadDyP) (PDB-ID ϯAFV): �: BadDyP; �: MsPϭ

Die berechnete ͵D-Struktur der DyP-Typ Peroxidase MsPͳ wurde mit Chimera (Tab. ʹ.ͳͶ) visua-lisiert (Abb. ͵.͹ʹ).

ͳͷ͸



Ergebnisse

Abbildung ϯ.ϳϮ: ϯD-Proteinstrukturmodell von MsPϭ basierend auf der Struktur einer dye-decolorizing Peroxi-
dase aus Bjerkandera adusta (BadDyP) (PDB-ID ϯAFV), modelliert mit SWISS-MODEL:

: β-FaltblaƩstrukturen
: α-Helices

: prostheƟsche Gruppe Häm mit einem Eisenion als Zentralatom
: potenƟelle N-Glykoslylierungsstellen
: potenƟelle O-Glykosylierungsstelle
: GxxDG-MoƟv

Iϭϳϱ, RϮϲϲ, Rϯϭϳ, Rϯϯϯ: potenƟell an der Bindung der prostheƟschen Gruppe Häm beteiligt durch
Ausbildung von WasserstoĪrückenbindungen mit den Propansäureresten des Porphyringe-
rüstes

Das berechnete Strukturmodell weist ʹͳα-Helices und ͹ β-Faltblattstrukturen auf.Weiterhin ver-fügt es über zweiDomänen (eine proximal gelegeneN-terminaleDomäne und eine distal gelegeneC-terminale Domäne), die das zentrale Häm umschließen. Beide Domänen besitzen eine vierst-rangige anti-parallele β-Faltblattstruktur, die zwischen α-Helices in einer Ferredoxin-ähnlichenFaltung liegt. Beide β-Faltblattstrukturen bilden gemeinsam ein β-barrel, welches das Häm ϐlan-kiert.

ͳͷ͹



Ergebnisse
ϯ.ϵ Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsPϭ

ZurRückgewinnung vonMsPͳ aus technischenProzessenwurde reinesMsPͳmitHilfe kovalenterchemischer Bindungen an Oberϐlächen verschiedener Materialien immobilisiert.Zumeinenerfolgtedie ImmobilisierungmitGlutardialdehydals homobifunktionalemCross-Linker;zumanderendurcheine chemischeAktivierungderOberϐlächengruppenmitN-(͵-Dimethylamino-propyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) und anschlie-ßender Ausbildung stabiler Amidbindungen.
ϯ.ϵ.ϭ Immobilisierung mit GlutardialdehydDie Strategie zur Immobilisierung von MsPͳmit Glutardialdehyd basiert auf der Interaktion zwi-schen Aminen und Aldehyden. Beide funktionellen Gruppen reagieren zu einer Schiffschen Ba-se. Durch Reduktion entsteht ein sekundäres Amin. Die Immobilierung von MsPͳ mit dem Cross-
Linker Glutardialdehyd erfolgte nach ʹ.ͳͺ.ͳ mit folgenden Partikeln:• Blind-SiOʹ (s. ʹ.͵.ͳ)• AP-SiOʹMit Hilfe von Glutardialdehyd wurden geringe Mengen des gereinigten MsPͳ an die verwendetenSilica-Monolithen immobilisiert.Jedoch führte die Reaktion mit Glutardialdehyd mit anschließender Reduktion der SchiffschenBase zu einer Inaktivierung des Enzyms, da keine Aktivität des kovalent gebundenen MsPͳ ge-genüber dem Substrat ABTS nachgewiesen wurde.Aus diesem Grund wurde diese Immobilisierungsstrategie nicht weiter verfolgt.

ͳͷͺ



Ergebnisse
ϯ.ϵ.Ϯ Immobilisierung mit N-(ϯ-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid

und N-HydroxysuccinimidDie Immobilisierung mit Hilfe von EDC und NHS stellt eine der gängigsten Strategien zur Kopp-lung von Aminen bzw. Aminogruppen an carboxylterminierte Monolagen auf der Oberϐläche vonMaterialien dar.Die Immobilisierung von MsPͳ mit EDC und NHS erfolgte nach ʹ.ͳͺ.ʹ mit folgenden Partikeln:• Blind-SiOʹ (s. ʹ.͵.ͳ)• BSMAP-SiOʹ• BSAM-PS(I)ͷͶ (s. ʹ.͵.ʹ)• BSAM-PS(II)ͷͶ• Carboxy-PS(I)ͷͶ• Carboxy-PS(II)ͷͶDie Bestimmung des Gehaltes an gebundenemMsPͳ erfolgte nach ʹ.ͳͺ.͵ bzw. ʹ.ͳͺ.Ͷ (Tab. ͵.ͳͶ).Weiterhin wurde die Aktivität des immobilisierten MsPͳ gegenüber ABTS (s. ʹ.ͳͺ.ͷ) untersucht(Tab. ͵.ͳͶ).
Tabelle ϯ.ϭϰ: Bilanzierung einer Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsPϭ aus

MyceƟnis scorodonius

Probe Protein speziϐische Aktivität Aktivitätin mg in % gkg−ͳ Material in mUmg−ͳ in % in U kg−ͳ MaterialEnzymlösung ͳ,ʹʹ ͳͲͲ — ͵͸͹ͲͲͲ ͳͲͲ —Blind-SiOʹ Ͳ,Ͷ͵ ͵ͷ ͳ,ͺͳ ͷ͵ <Ͳ,ͳ ͳͲʹBSMAP-SiOʹ Ͳ,ͺ͸ ͹Ͳ ͵,͸͹ ͳͶ͹͵ Ͳ,Ͷ ͸ʹ͹ͲBSAM-PS(I) Ͳ,͵ͻ ͵ʹ Ͳ,͵ͻ ͳͶ͹ͻ Ͳ,Ͷ ͷ͹ͷBSAM-PS(II) Ͳ,͵Ͳ ʹͷ Ͳ,ʹͻ ͶͷͶ Ͳ,ͳ ͳʹͺCarboxy-PS(I) Ͳ,Ͷ͵ ͵ͷ Ͳ,͵ͻ ͹͵Ͳ Ͳ,ʹ ʹͺͳCarboxy-PS(II) Ͳ,͵͵ ʹͺ Ͳ,͵ʹ ͻ͹ͳ Ͳ,͵ ͵Ͳͷ
Mit Hilfe von EDC und NHS wurde MsPͳ aktiv an Silica-Monolithen und Polystyrol-Kugeln immo-bilisiert. Von der Bindungskapazität wurden <Ͳ,ͳ% ausgenutzt.

ͷͶPolystyrol-Kugeln mit teilweise gleichen Oberϐlächengruppen jedoch unterschiedlichen Bindungskapazitäten(s. ʹ.͵.ʹ): BSAM-PS(I): ͳ,Ͳʹmmol g−ͳ; BSAM-PS(II): Ͳ,ͻͶmmol g−ͳ; Carboxy-PS(I): ͳ,ͷͷmmol g−ͳ; Carboxy-PS(II):ͳ,ͳʹmmol g−ͳ
ͳͷͻ



Ergebnisse
Folgende Materialien wiesen neben der höchsten Proteinmenge gleichzeitig den niedrigsten Ak-tivitätsverlust auf:• BSMAP-SiOʹ• BSAM-PS(I)Von diesen Materialien wurde dieWiederverwendbarkeit sowie die Lagerstabilität (s. ʹ.ͳͺ.͸ undʹ.ͳͺ.͹) überprüft. Weiterhin wurden sie zur Bleichung von Molke eingesetzt (s. ʹ.ͳͺ.ͻ).
ϯ.ϵ.Ϯ.ϭ Wiederverwendbarkeit von immobilisiertem MsPϭDie Aktivität des immobilisierten MsPͳ wurde ʹͲmal mittels ABTS-Assay (s. ʹ.ͳͺ.ͷ) überprüft.Nach einer Messung wurden die Materialien dreimal mit ͵ͲͲmM Natriumacetat-Puffer pH ͵,Ͳgewaschen und erneut zur Messung der Aktivität eingesetzt (Abb. ͵.͹͵).Die Aktivität des immobilisierten MsPͳ an BSAM-PS(I) war während den Wiederholungen annä-hernd konstant. Bei dem Umsatz von ABTS mit MsPͳ immobilisiert an BSMAP-SiOʹ wurde einehöhere Anfangsaktivität gemessen; jedoch trat während den ersten Wiederholungen ein Aktivi-tätsverlust von ͹Ͳ% auf.
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Abbildung ϯ.ϳϯ: AkƟvität in U kg−ϭ Material des immobilisiertenMsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit derWie-
derholungen des Enzymassays: • : MsPϭ immobilisiert an BSAM-PS(I)

• : MsPϭ immobilisiert an BSMAP-SiOϮ
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Ergebnisse
ϯ.ϵ.Ϯ.Ϯ Lagerstabilität von immobilisiertem MsPϭMsPͳ immobilisiert an BSAM-PS(I) bzw. BSMAP-SiOʹ wurde bei Ͷ °C gelagert. Die Aktivität desimmobilisierten MsPͳ wurde nach ͳ, ʹ, ͷ und ͳͲ Tagen mittels ABTS-Assay (ʹ.ͳͺ.ͷ) überprüft(Abb. ͵.͹Ͷ).
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Abbildung ϯ.ϳϰ: Spezifische AkƟvität in % des immobilisierten MsPϭ gegenüber ABTS in Abhängigkeit der Lager-
dauer bei ϰ °C: •: MsPϭ immobilisiert an BSAM-PS(I)

�: MsPϭ immobilisiert an BSMAP-SiOϮ

Die Aktivität des an BSAM-PS(I) immobilisierten MsPͳ wies nach der Lagerung keinen signiϐikan-ten Unterschied zur direkten Aktivitätsmessung auf. Die Aktivität des immobilisierten MsPͳ anBSMAP-SiOʹ betrug nach ͳͲ Tagen ͺͷ%.Eine Lagerung des immobilisierten MsPͳ bei Ͷ °C war somit möglich.
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Ergebnisse
ϯ.ϵ.Ϯ.ϯ Charakterisierung der porösen Silica-MaterialienZur Charakterisierung mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung (s. ʹ.ͳͺ.ͺ) wurdenfolgende Materialien eingesetzt:• Blind-SiOʹ: reines Silica ohne Funktionalisierung (s. ʹ.͵.ͳ)• MsPͳ-Blind-SiOʹ: reines Silica ohne Funktionalisierung nach Immobilisierung mit MsPͳ• BSMAP-SiOʹ: Silica funktionalisiert mit MAPTMS und Bernsteinsäureanhydrid• MsPͳ-BSMAP-SiOʹ: Silica funktionalisiert mit MAPTMS und Bernsteinsäureanhydrid nachImmobilisierung mit MsPͳAnhand der mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung erhaltenen Adsorptionsiso-thermen (Abb. ͵.͹ͷ (a)) wurden die speziϐischen Oberϐlächen der porösen Materialien bestimmt(Tab. ͵.ͳͷ).Auf derGrundlage zylindrischerPorenundanhanddesnon-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 aufden Desorptionszweig (Abb. ͵.͹ͷ (a)) die Porengrößenverteilung erhalten (Abb. ͵.͹ͷ (b)).
Tabelle ϯ.ϭϱ: Spezifische Oberfläche, Porenvolumen und PorendurchmessergemiƩelt der Materialien vor und

nach Immobilisierung mit MsPϭ

Material speziϐische Oberϐläche Porenvolumenͷͷ Porendurchmessergemittelt
ͷͷin mʹ g−ͳ in cm͵ g−ͳ in nmBlind-SiOʹ ͷͳͲ Ͳ,ͺͺ ͹,͵MsPͳ-Blind-SiOʹ ͳʹ͹ Ͳ,ʹ͹ ͹,͵BSMAP-SiOʹ ͵ͷ͸ Ͳ,ͷͻ ͹,͵MsPͳ-BSMAP-SiOʹ ͳʹʹ Ͳ,ʹͲ ͹,͵

ͷͷBerechnungen erfolgten auf der Grundlage zylindrischer Poren; non-local density functional theory (NLDFT)-Adsorptionszweig-Modell
ͳ͸ʹ
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(b) Verteilung der Porengröße

Abbildung ϯ.ϳϱ: Charakterisierung der Materialien miƩels SƟckstoff-TieŌemperatur-AdsorpƟonsmessung:
: Blind-SiOϮ; : MsPϭ-Blind-SiOϮ : BSMAP-SiOϮ; : MsPϭ-BSMAP-SiOϮ

Funktionalisiertes Silica (BSMAP-SiOʹ)wies sowohl eine geringere speziϐischeOberϐläche als auchein geringeres Porenvolumen als das nicht funktionalisierte Silica (Blind-SiOʹ) auf.Die Immobilisierung von MsPͳ an die Materialien führte zu einer weiteren Abnahme der speziϐi-schen Oberϐläche und des Porenvolumens.Alle untersuchten Materialien wiesen einen mittleren Porendurchmesser von ͹,͵ nm auf, wo-durch diese Poren als Mesoporen klassiϐiziert wurden.Aus der Verteilung dermittleren Porengröße vor und nach der Immobilisierungwar zu erkennen,dass die Immobilisierung zu einer Abnahme der Gesamt-Mesoporosität führt.
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Ergebnisse
ϯ.ϵ.Ϯ.ϰ Bleichung von Molke mit immobilisiertem MsPϭDie Bleichung der mit Annatto gefärbten Molke und des gefärbten ͷͲmM Natriumacetat-PufferspH ͵,ͷ erfolgte mit immobilisiertem MsPͳ (an BSAM-PS(I) bzw. BSMAP-SiOʹ) nach ʹ.ͳͺ.ͻ.Zur Kontrolle wurden ein Blindwert (Ansatz ohne immobilisierte Partikel), eine Negativkontrol-le (Ansatz mit inaktivierten Partikeln) und eine Positivkontrolle (Ansatz mit gereinigtem, nichtimmobilisiertemMsPͳ) auf die gleiche Weise angesetzt und vermessen (Abb. ͵.͹͸; exemplarischmit MsPͳ immobilisiert an BSAM-PS(I) gezeigt).
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Abbildung ϯ.ϳϲ: Bleichung von gefärbter Molke und gefärbtem ϱϬmM Natriumacetat-Puffer pH ϯ,ϱ mit immo-
bilisiertem MsPϭ (an BSAM-PS(I)) über ϭϮ Stunden und mit gereinigtem, nicht immobilisiertem
MsPϭ (PosiƟvkontrolle)

Immobilisiertes MsPͳ an BSAM-PS(I) bzw. BSMAP-SiOʹ bleichte sowohl den durch Annattozusatzgefärbten ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷ, als auch die gefärbteMolke innerhalb von ͳʹ Stun-den vergleichbar zur Positivkontrolle. Dabeiwar keinUnterschied zwischen den eingesetztenMa-terialien zu erkennen.ReineMolke ohne Zusatz vonAnnattowies keine signiϐikante Veränderung innerhalb der ͳʹ Stun-den auf.
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ϰ Diskussion

ϰ.ϭ Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Pleurotus sapidus gehört zu der Familie der Pleurotaceae (Seitlinge) und ist ein naher Verwandterdes Austernseitlings Pleurotus ostreatus und des braunen Kräuterseitlings Pleurotus eryngii, dieals schmackhafte Speisepilze bekannt sind. Dieser Ständerpilz wächst in der Natur auf Laub- undNadelholz, lässt sich aber auch gut submers kultivieren (Bouws ʹͲͲ͹). Im Sekretom des Weiß-fäulepilzesPleurotus sapidus,wurdeeineVielzahl anEnzymen identiϐiziert, die demLignocellulose-Abbau dienen. Zu ihnen zählen unter anderem Cellulasen, Hemicellulasen, Peptidasen, Esterasen,Laccasen und insbesondere Peroxidasen (Zorn et al. ʹͲͲͷ).Einweiteres Enzym aus demWeißfäulepilz P. sapidus katalysiert die selektive allylische Oxidationdes Sesquiterpenkohlenwasserstoffs (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton (Kaspera ʹͲͲͶ; Fraatz et al.ʹͲͲͻb), eine Schlüsselkomponente des Grapefruitaromas. (+)-Nootkaton ist ein begehrter Aro-mastoff und wird als Riech- und Duftstoff in der Kosmetik- und Arzneimittelindustrie sowie zurAromatisierung von Lebensmitteln verwendet. Aufgrund dessen geringer Akkumulation in Pϐlan-zenwird der industrielle Bedarf nahezu ausschließlich durch Chemosynthese gedeckt, bei der oftumweltbelastende Reagenzien, Katalysatoren und Lösungsmittel zum Einsatz kommen (Hunterund Brogden ͳͻ͸ͷ; Fraatz et al. ʹͲͲͻa).Die Biotransformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton wurde bereits mit Ganzzellsystemenbzw. Zellextrakten aus Bakterien, Pϐlanzen und Pilzen, als auch mit isolierten Enzymen (Oxidore-duktasen, ECͳ)untersucht. DieOxidationvonValencendurchungesättigte Fettsäurehydroperoxi-de, die in situ durch Lipoxygenasen synthetisiert worden sind, wurde ͳͻͻͺ patentiert und lieferteNootkatonausbeuten von bis zu ͸Ͳ g kg−ͳ Reaktionsmedium (Muller et al. ͳͻͻͺ). Eine Umsetzungvon (+)-Valencen durch pϐlanzliche Suspensionskulturen ist zwarmöglich (Sakamaki et al. ʹͲͲͷ),jedoch ist die Art der Kulturführung im Vergleich zur niedrigen Produktausbeute langwierig undkostenintensiv (Fraatz et al. ʹͲͲͻa). Die enzymatische Synthese von (+)-Nootkaton mit Hilfe derOxygenase aus P. sapidus hingegen ermöglicht die biotechnologische Gewinnung des natürlichenAromastoffes. Die Transformation von (+)-Valencen mit frischem bzw. gefriergetrocknetem My-zel des Speisepilzes Pleurotus sapidus erzielte hohe Konzentrationen an (+)-Nootkaton (Fraatz et
al. ʹͲͲͻa). Das für diese Reaktion verantwortliche Enzymwurde gereinigt und nach tryptischemVerdau de novo sequenziert (Fraatz ʹͲͲ͹).
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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. ʹͲͲͻb).Uǆ blicherweise setzten Lipoxygenasen Substrate mit (Z,Z)-Penta-ͳ,Ͷ-dien-Struktur zu den korre-spondierenden Hydroperoxiden um (Prigge et al. ͳͻͻ͹); als Zwischenprodukte werdenmesome-riestabilisierteͷ͸ Pentadienylradikale gebildet (Abb. Ͷ.ͳ).
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Abbildung ϰ.ϭ: Mesomeriestabilisierter Mechanismus der – von Lipoxygenasen katalysierten – Bildung von Hy-
droperoxiden (modifiziert nach Prigge et al. (ϭϵϵϳ))

Von Corey und Nagata (ͳͻͺ͹) wurde ein weiterer Reaktionsmechanismus dargelegt. Bei diesemkatalysiert das Eisen(III)-Ion der Lipoxygenase die Deprotonierung des Substrats, indem es einedirekte Bindungͷ͹ mit dem resultierenden Carbanion eingeht. Anschließend wird molekularerSauerstoff eingeführt und das Hydroperoxid gebildet (Abb. Ͷ.ʹ). Eine entsprechende (Z,Z)-Penta-ͳ,Ͷ-dien-Struktur wird für diesen Schritt prinzipiell nicht benötigt.

Abbildung ϰ.Ϯ: Organo-Eisen-Mechanismus von Lipoxygenasen (modifiziert nach Corey und Nagata (ϭϵϴϳ))

Fraatz (ʹͲͲ͹) vermutet bei der Biotransformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton durchPleu-
rotus sapidus eine allylische Oxidation (in Analogie zu Abb. Ͷ.ʹ). Durch eine Schenck-Umlagerungund anschließende Oxidation wäre die Bildung von (+)-Nootkaton möglich. Der Reaktionsme-chanismus sollte demzufolge allylische Hydroperoxide als Intermediate aufweisen. Krügener et
al. (ʹͲͳͲ) isolierten aus dem Transformationsansatz die sekundären Valencen-Hydroperoxide(Abb. Ͷ.͵; ͵ und ͵’). Anhand der isolierten Hydroperoxide und der Homologie der partiellen Pep-tidsequenzen zu Lipoxygenasen wird das Enzym als lipoxygenase-ähnlich vermutet (Krügener et
al. ʹͲͳͲ).
ͷ͸Ausbildung eines delokalisierten Π-Elektronensystemsͷ͹elektrophile Addition
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Abbildung ϰ.ϯ: BiotransformaƟon von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton durch eine Oxygenase aus Pleurotus
sapidus (modifiziert nach Krügener et al. ϮϬϭϬ): ϭ: (+)-Valencen; Ϯ: terƟäres (+)-Valencen-
(S)-hydroperoxid; Ϯ’: terƟäres (+)-Valencen-(R)-hydroperoxid; ϯ: sekundäres (+)-Valencen-(S)-
hydroperoxid; ϯ’: sekundäres (+)-Valencen-(R)-hydroperoxid; ϰ: β-Nootkatol; ϰ’: α-Nootkatol; ϱ:
(+)-Nootkaton

Lipoxygenasen (LOX) sind monomere nichthämeisenhaltige Dioxygenasen (Linoleat: Sauerstoff-Oxidoreduktase, EC ͳ.ͳ͵.ͳͳ.ͳʹ). Sie katalysieren den regio- und stereospeziϐischen Einbau vonmolekularem Sauerstoff in mehrfach ungesättigte Fettsäuren, die mindestens eine (Z,Z)-Penta-ͳ,Ͷ-dien-Struktur aufweisen, unter Bildung von Hydroperoxidverbindungen (Brash ͳͻͻͻ). DieseEigenschaft wird als ausschlaggebendes Kriterium zur Klassiϐizierung von Lipoxygenasen einge-setzt (Tasaki et al. ʹͲͳ͵).LOX ϐinden sich in einerGroßzahl vonOrganismen; unter anderem inBakterien, PϐlanzenundSäu-getieren (Kühn und Thiele ͳͻͻͻ; Oliw ʹͲͲʹ; Liavonchanka und Feussner ʹͲͲ͸). Sie formen hochreaktive konjugierte Fettsäurehydroperoxide. Diese Reaktion spielt eine wichtige Rolle als initia-ler Schritt bei der Biosynthese einer großen Anzahl verschiedenster Produkte (Plagemann et al.ʹͲͳ͵). In Pϐlanzen haben diese Hydroperoxide Funktionen in der Wundheilung und der Abwehrvon Pathogenen (Gardner ͳͻͻͳ). Typische Substrate bei Pϐlanzen sind Linol- und Linolensäure(Liavonchanka und Feussner ʹͲͲ͸).Bei Säugetierenwird überwiegend Arachidonsäure umgesetzt (Funk ʹͲͲͳ). Dadurchwerden Hy-droperoxyeicosatetraensäuren gebildet, die als Vorstufe von Leukotrienen und Lipoxinen dienen.Diese fungieren als kritisches Signalmolekül in einer Reihe von Erkrankungen (Samuelsson et al.ͳͻͺ͹; Kühn et al. ʹͲͲʹ; Serhan ʹͲͲͶ; Hamerman ʹͲͲͷ).Darüber hinaus ist die Bildung aromaaktiver Komponenten wie unter anderem Aldehyde, Keto-ne und Alkohole aus ungesättigten Fettsäurehydroperoxiden in Früchten und Gemüse bekannt(Filippovich et al. ʹͲͲͳ). Seit geraumer Zeit wird vermutet, dass Lipoxygenasen in Pilzen an derBiosynthese von charakteristischen Pilzaromakomponenten wie Oct-ͳ-en-͵-ol beteiligt sind.
ͳ͸͹



Diskussion
Bisher gibt es jedoch keine Beweise, die den Ursprung von Cͺ-Verbindungen in der Reaktion einerLOX zeigen (Kuribayashi et al. ʹͲͲʹ; Brodhun und Feussner ʹͲͳͳ).Vorangegangene Studien beschreiben Lipoxygenaseaktivität in Extrakten verschiedener Pilzspe-zies unter anderem aus Thermomyces lanuginosus, Geotrichium candidum Fusarium proliferatum,
Gaeumannomyces graminis und Pleurotus ostreatus (Perraud et al. ͳͻͻͻ; Li et al. ʹͲͲͳ; Bisakow-ski et al. ͳͻͻͺ; Su und Oliw ͳͻͻͺ; Kuribayashi et al. ʹͲͲʹ; Tasaki et al. ʹͲͳ͵). Einige dieser LOXwurden gereinigt und partiell charakterisiert.
ϰ.ϭ.ϭ Biochemischer Nachweis miƩels polyklonalem AnƟkörperDer Nachweis der Oxygenase aus Pleurotus sapidus (PSA) erfolgtemittels SDS-PAGE und anschlie-ßendemWestern Blot. Für die Produktion des dafür benötigten polyklonalen Antikörpers wurdedie Aminosäuresequenz CQDAQYYPDDASVAGD auf der Oberϐläche des Enzyms als Antigendetermi-nante ausgewählt (Riemer ʹͲͳͲ). Die Oxygenase wurde mit einemMolekulargewicht von ͹͸ kDaselektiv nachgewiesen (Abb. ͵.ͳ).Mit Hilfe des polyklonalen Antikörpers wurde jedoch nur das denaturierte Enzym detektiert. Un-ter nativen Bedingungen war keine Proteinbande zu erkennen (Abb. ͵.ͳ). Demnach beϐindet sichdie ausgewählte Antigendeterminante nicht wie vermutet auf der Oberϐläche des Proteins. AufGrund dessen wurde der speziϐische Nachweis der Oxygenase im Folgenden ausschließlich un-ter denaturierenden Bedingungen durchgeführt. Bei dem PSA-Lyophilisat hingegen wurde auchunter nativen Bedingungen eine Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ͷͷ kDa nachge-wiesen (Abb. ͵.ͳ). Vermutlich gelangte die Antigendeterminante infolge des Abbaus des Proteinshervorgerufendurchdie Lyophilisation (s. ͵.ͳ.Ͷ, Ͷ.ͳ.͵) andieOberϐläche,wodurch eineEntfaltungmittels Denaturierungsreagenzien und Hitze nicht mehr nötig war.Anhand von Kontrollen wurde nachgewiesen, dass der polyklonale Antikörper keine unspeziϐi-schen Bindungen mit Fremdproteinen eingeht (Abb. ͵.ʹ). Lediglich die Positivkontrollen zeigtencharakteristische Proteinbanden. Mit Hilfe von Mehrfachbestimmungen wurde die Reproduzier-barkeit des Western Blots (Abb. ͵.͵) gezeigt. Zudem korrelierte die Signalstärke der Proteinban-de mit dem Gehalt des Enzyms in der jeweiligen Probe (Abb. ͵.Ͷ). Infolgedessen war neben demNachweis der Oxygenase auch eine Abschätzung bzw. Vergleich des Gehaltes anhand der Stärkedes Bandensignals möglich.Zusätzlich erfolgte der Aktivitätsnachweis der Oxygenase durch die Biotransformation des Ses-quiterpens (+)-Valencen nach Fraatz (ʹͲͲ͹). Uǆ ber den internen Standard Thymol wurden die Ge-halte des Transformationsproduktes (+)-Nootkaton ermittelt (Abb. ͵.ͷ). Im Folgenden wurdenmittels Western Blot und Biotransformation sowohl das Vorhandensein der Oxygenase, als auchderen Aktivität (Transformationsaktivität) überprüft und verglichen.
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ϰ.ϭ.Ϯ TransformaƟonsakƟvität der Oxygenase aus Pleurotus sapidusDie Transformationsaktivität der Oxygenase aus PSA gegenüber (+)-Valencen wurde über denKulturverlauf des Basidiomyceten gaschromatographisch untersucht und erreichte am viertenTag ein Maximum (Abb. ͵.͸). Das Aktivitätsmaximum ist durch den Gehalt der Oxygenase ausPSA zu erklären, der am vierten Kulturtag ebenfalls am höchsten war (Abb. ͵.͹). Auf Grund des-sen wurde das Pilzmyzel für alle weiteren Untersuchungen am vierten Tag geerntet, um so denhöchsten Gehalt des Enzyms zu erhalten.
ϰ.ϭ.ϯ Vergleich verschiedener ZellaufschlussvariantenDer Kulturüberstand einer Submerskultur von PSA zeigte weder eine Proteinbande der Oxygena-se noch Transformationsaktivität gegenüber (+)-Valencen (ohne Abbildung). Demzufolge handeltes sich bei der Oxygenase um ein intrazelluläres Enzym. Auch bei Lipoxygenasen handelt es sichum intrazelluläreEnzyme (AndreouundFeussnerʹͲͲͻ). AusdiesemGrundwurdenverschiedeneZellaufschlüsse bezüglich der Ausbeute und der Stabilität der Oxygenase miteinander verglichen(Abb. ͵.ͻ). Frisches Pilzmyzel wies nach den Zellaufschlüssen mittels ϐlüssigem Stickstoff, Ultra-Turrax oder Rührwerkskugelmühle nur eine Proteinbande mit einem ermitteltem Molekularge-wicht von ͹͸ kDa auf. Durch die Verlängerung der Zellaufschlussdauer mittels Rührwerkskugel-mühle trat keine Veränderung des Bandenmusters auf (ohne Abbildung). Mehrfach eingefrorenesund mittels ϐlüssigem Stickstoff aufgeschlossenes Myzel zeigte ein Bandenmuster mit Molekular-gewichtenvon͸Ͳ–͹͸ kDa. Bei demUǆ berstandvon lyophilisiertemPSAwurdenProteinbandenmitMolekulargewichtenvonͷͶ kDa, ͸͸ kDa, ͸ͺ kDaund͹͸ kDadetektiert. DurchKonzentrierungdesUǆ berstandes veränderte sich dasBandenmuster dahingehend, dass stark ausgeprägte BandenmitMolekulargewichten zwischen ͷͶ–͸ͺ kDa erhalten wurden. Demzufolge wird bei Lyophilisation,KonzentrierungmitHilfe vonNanosep®-Zentrifugationseinheiten odermehrfachemAuftauen einAbbau des Enzyms durch Proteinasen induziert (Schmidt et al. ʹͲͳͳ). Riemer (ʹͲͳͲ) zeigte, dassdie Oxygenase keine Glykosylierung aufweist, was für intrazelluläre Enzyme nicht ungewöhnlichist. Die Glykosylierung ist charakteristisch für sekretierte Enzyme; sie schützt die Enzyme vorProteolyse, erhöht ihreWasserlöslichkeit und Stabilität (Lis und Sharon ͳͻͻ͵, Sugano et al. ʹͲͲͲ,Rehm ʹͲͲʹ, Varki et al. ʹͲͲͻ)Die höchste Produktkonzentration an (+)-Nootkaton wurde durch den Aufschluss mittels Rühr-werkskugelmühle mit einer Aufschlussdauer von ͷmin erzielt (Abb. ͵.ͳͲ). Der (+)-Nootkatonge-halt betrug ʹͳ,ͺ± ͳ,ͳmg g−ͳ Trockenmasse (TM). Aus einer Verlängerung der Aufschlussdauerauf ͳͲ–ʹͲmin resultierte eine Abnahme der Ausbeute an (+)-Nootkaton um ʹͶ%. Die Aufschlüs-se mittels ϐlüssigem Stickstoff und Ultra-Turrax erbrachten ͵ͳ% bzw. ͵ͻ% niedrigere Gehalte an(+)-Nootkaton. Bei der Biotransformation mit lyophilisiertem Pilzmyzel wurden ͺͶ% niedrigere(+)-Nootkatongehalte ermittelt und somit die niedrigste Produktausbeute erzielt. Vergleicht mandie 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 Domäne, die die katalytisch aktiven Aminosäuren beinhaltet, weist bei Lipoxyge-nasen häuϐig große Homologien auf (Minor et al. ͳͻͻ͵). Die Funktion der kleineren N-terminalenDomäne hingegen, die fest mit der C-terminalen Domäne verbunden ist, ist noch nicht vollstän-dig verstanden (Maccarrone et al. ʹͲͲͳ). Sowohl bei der Substratbindung (Brash ͳͻͻͻ) als auchbei der Proteinfaltung werden Einϐlüsse vermutet (Sudharshan und Rao ͳͻͻ͹). Maccarrone et al.(ʹͲͲͳ) vermuten, dass es sich bei der N-Domäne der Lipoxygenase-ͳ aus der Sojabohne umeinenInhibitor der katalytischen Aktivität und derMembranbindefähigkeit handelt; die Entfernung derN-Domäne vom nativen Enzym resultierte in keiner Aktivitätsminderung, sondern in einer Akti-vitätssteigerung. Dennoch führte die Expression verkürzter Gene (verkürzter N-Terminus) derLipoxygenase-ͳ zu inaktivem Enzym (Steczko et al. ͳͻͻͳ). Demzufolge sind die am N-Terminuslokalisierten Aminosäuren vermutlich essentiell für die passende Faltung des Enzyms.Fraatz (ʹͲͲ͹) zeigte während der chromatischen Reinigung mittels FPLC ebenfalls einen AbbauderOxygenase. Auch in dieserArbeitwurden,weder überAfϐinitätschromatographiemitHilfe desspeziϐischen Antikörpers noch mittels präparativer isoelektrischer Fokussierung, ausreichendeMengen der vollständigen und aktiven Oxygenase aus dem Myzel des Pleurotus sapidus isoliert,um nach tryptischem Verdau eine de novo-Sequenzierung vornehmen zu können.
ϰ.ϭ.ϰ Einfluss der Lagerdauer und -temperaturFrisch geerntetes PSA-Myzel wurde für ʹͳ Tage bei -ʹͲ °C bzw. -ͺͲ °C eingefroren. Nach der La-gerung wurde eine verminderte Aktivität nachgewiesen. Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug imVergleich zu einer Transformation von (+)-Valencen durch frisches Pilzmyzel lediglich ͳʹ–ͳ͹%.Das Bandenmuster unterschied sich dahingehend, dass bei dem gelagerten Pilzmyzel neben derProteinbande mit einem ermitteltem Molekulargewicht von ͹͸ kDa eine weitere Bande mit ei-nem Molekulargewicht von ͸͸ kDa detektiert wurde. Beim Einfrieren des Pilzmyzels entstehenEiskristalle, die Zellwände beschädigen können. Bei der anschließenden Lagerung wird vermut-lich durch proteolytische Enzyme ein Abbau des Enzyms induziert, wodurch dieses inaktiviertwird.
ϰ.ϭ.ϱ Vergleich von Myzel und FruchtkörperSowohl die Transformationsaktivität als auch das Proteinbandenmuster des PSA-Myzels wurdenmit der Aktivität und dem Bandenmuster des Fruchtkörpers verglichen. Dabei zeigte sich, dasssich das Proteinbandenmuster des Fruchtkörpers signiϐikant von dem Proteinbandenmuster desMyzels unterscheidet. Anstatt einer Bande mit einem Molekulargewicht von ͹͸ kDa, wurden beidem aufgeschlossenen Fruchtkörper Banden mit Molekulargewichten von ͻ–͹͸ kDa detektiert(Abb. ͵.ͳʹ (b)). Sowohl das Pilzmyzel als auch der Fruchtkörper wurden mit Hilfe von ϐlüssigem
ͳ͹Ͳ
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Stickstoff und anschließendem Mörsern aufgeschlossen. Da das aufgeschlossene Pilzmyzel nureine konkrete Proteinbande aufwies, wurde der Abbau nicht durch den Zellaufschluss induziert.Fruchtkörper gehören zu den komplexesten Strukturen, die ein Pilz bilden kann. Die Bildung die-ser Fruchtkörper wird durch Umweltfaktoren, Sexualhormone und den Ernährungszustand be-einϐlusst (Braus et al. ʹͲͲʹ). Die Pilzgewebe der Fruchtkörper entstehen über einen drastischenUmbau des Organismus, bei dem die Hyphe als morphologisches Grundelement jedoch erhaltenbleibt (Hershko und Ciechanover ͳͻͻͺ). Die Fruchtkörperbildung benötigt verschiedene spezia-lisierte Zellen wie beispielsweise die Zellen, die die resistente Fruchtkörperwand ausbilden, inderen Inneren die Sporenbildung erfolgt. Da diese spezialisierten Zellen eine andere Proteinzu-sammensetzung als die Hyphe haben, erfordert der Umbau eine Neusynthese bzw. einen Abbauvon nicht mehr benötigten Proteinen. Dieser Abbau von Proteinen zu Aminosäuren ϐindet in derVakuole und im Proteasom von Pilzen statt.Der Gehalt an (+)-Nootkaton betrug bei der Transformation von (+)-Valencenmit Myzel von Pleu-
rotus sapidusͳͷ,Ͳ± Ͳ,ͳmg g−ͳ Trockenmasse (TM) (Abb. ͵.ͳʹ (a)). DieProduktkonzentrationderTransformation mit PSA-Fruchtkörper ϐiel ͻͺ% niedriger aus. Das Vorkommen der Oxygenaseim Fruchtkörper wurde durch die Detektion der Proteinbande mit einem Molekulargewicht von͹͸ kDa gezeigt. Die Verringerung der Aktivität der Oxygenase gegenüber (+)-Valencen ist auf denAbbau des Enzyms zurückzuführen. Tasaki et al. (ʹͲͳ͵) untersuchte die Expression einer Lipo-xygenase aus Pleurotus ostreatus (PoLOXͳ) in Fruchtkörpern anhand dermRNAmittels NorthernBlot und zeigten, dass in den Pilzstielen das relative mRNA-Level höher ist als in den Kappen.
ϰ.ϭ.ϲ Vergleich der naƟven Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der in Hansenula

polymorpha heterolog exprimierten OxygenaseDie cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde in Vorarbeiten (Riemer ʹͲͳͲ) isoliert undvon ARTES Biotechnology heterolog in H. polymorpha exprimiert. Weiterhin wurde mit Hilfe vonSWISS-MODEL (Arnold et al. ʹͲͲ͸) ein Strukturmodell des Enzyms berechnetͷͺ, anhand dessendie exponierte Aminosäuresequenz CQDAQYYPDDASVAGD als Antigendeterminante für die Pro-duktion polyklonaler Antikörper ausgewählt wurde.Sowohl dasMolekulargewicht der rekombinantenOxygenase, als auch derenBiotransformations-aktivität gegenüber (+)-Valencen wurden mit der nativen Oxygenase aus Pleurotus sapidus ver-glichen. Dabei wies die native Oxygenase ein Molekulargewicht von ͹͸ kDa (Abb. ͵.ͳͶ) auf. Fürdie rekombinante Oxygenase hingegen wurde ein Molekulargewicht von Ͷʹ kDa ermittelt, wel-ches mit dem berechneten Gewicht von ͶͶ kDa (Riemer ʹͲͳͲ) übereinstimmt. Somit wurde diecodierende Gesamtsequenz der Oxygenase nicht vollständig isoliert und infolgedessen das Struk-turmodell falsch berechnet. Dadurch beϐindet sich die Antigendeterminante nicht wie vermutet
ͷͺanhand eines Sequenzvergleiches zwischen der übersetzten Aminosäuresequenz der Oxygenase und der Röntgen-kristallstruktur der Lipoxygenase-ͳ aus der Sojabohne (Glycine max, PDB-ID ͳYGE)
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exponiert auf der Oberϐläche des Enzyms (s. Ͷ.ͳ.ͳ). Ferner zeigte die heterolog exprimierte Oxy-genase – vermeintlich auf Grund einer inkorrekten Proteinfaltung – keinerlei Transformationsak-tivität gegenüber dem Sesquiterpen (+)-Valencen.Demzufolge wurde die Untersuchung der Oxygenase aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidusdurch die Gewinnung von cDNAund anschließender heterologer Expression abermals aufgenom-men (s. ͵.͵, ͵.Ͷ).
ϰ.ϭ.ϳ Modell- und Sequenzanalyse der OxygenaseDie klonierte cDNA der Oxygenase aus Pleurotus sapidus hat eine Größe von ͳͻʹͻ Basenpaaren,die ein Protein aus ͸Ͷ͵Aminosäuren codiert (Abb. ͵.ʹͺ). Das Protein hat ein berechnetesMoleku-largewicht von͹ʹ,͵ kDaund entspricht damit dem über SDS-PAGEbestimmtenMolekulargewichtvon ͹͸ kDa (Abb. ͵.ͳ). In der Aminosäuresequenz sind einige Peptidsequenzen, die in vorange-gangenen Arbeiten (Fraatz ʹͲͲ͹) durch de novo Sequenzierung nach tryptischem Verdau mittelsESI-MS/MS erhalten worden sind, vollständig oder zum Teil enthalten.Die höchsten Homologien auf Basis der Aminosäuresequenz wurden zu einer postulierten Lipo-xygenase aus Pleurotus ostreatus (ͻͺ%), einer Lipoxygenase aus Pleurotus sajor-caju (ͻͺ%), einerLipoxygenase aus Pleurotus dryinus (ͻͶ%) sowie zu einermutmaßlichen Lipoxygenase ausAsper-
gillus fumigatus (Ͷͻ%) gefunden.Aufgrund intensiver Untersuchungen von Andreou und Feussner ʹͲͲͻ und der vorliegenden auf-geklärtenRöntgenkristallstruktur (Minor et al.ͳͻͻ͵) fungiert die Lipoxygenase-ͳ ausGlycine max(PDB-IDͳYGE) alsModellenzym für die Familie der Lipoxygenasen.Mit ͺ͵ͻAminosäuren handeltes sich um ein deutlich größeres Protein als die Oxygenase aus Pleurotus sapidus. Der Vergleichder Aminosäuresequenz der Oxygenase und der Röntgenkristallstruktur der Lipoxygenase-ͳ er-gab eine Homologie von ͳͷ%. Aufgrund der geringen Uǆ bereinstimmung der Sequenzen konntemit Hilfe von SWISS-MODEL (Arnold et al. ʹͲͲ͸) kein Strukturmodell berechnet werden. Auchandere Lipoxygenasen, deren Kristallstrukturen bekannt sind, wiesen keine höhere Homologiezur Oxygenase aus Pleurotus sapidus auf. Auchwenn Lipoxygenasen aus Pϐlanzen und Tieren einegeringe Uǆ bereinstimmung bezüglich ihrer Aminosäuresequenzen aufweisen, sind die strukturel-len Merkmaleͷͻ hoch konserviert (Kühn et al. ʹͲͲͷ).Lipoxygenasen bestehen aus einem Polypeptidstrang mit zwei Domänen; einer kleinen N-termi-nalen Domäne und einer größeren C-terminalen Domäne (Kühn et al. ʹͲͲͷ; Mei et al. ʹͲͲͺ). DieN-terminale Domäne bildet ein β-Barrel, das aus zwei Faltblätternmit jeweils Ͷ Strängen besteht.Diese Domäne spielt möglicherweise eine Rolle bei der Interaktion des Enzyms mit biologischenMembranen (Bateman und Sandford ʹͲͳ͸; Hammarberg et al. ʹͲͲͲ), da sie sich wie ein Mem-brananker verhält (Abb. Ͷ.Ͷ).
ͷͻTertiärstruktur des Enzyms sowie Positionen der Aminosäuren, die an der Bindung des Eisens im katalytischenZentrum beteiligt sind
ͳ͹ʹ
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Abbildung ϰ.ϰ: Modell einer ϭϱS-Lipoxygenase aus Kaninchen (PDB-ID ϮPϬM) mit dem erwähnten Membranan-
ker (Choi et al. ϮϬϬϴ)

Die C-terminale Domäne ist die katalytische Domäne und besteht hauptsächlich aus α-Helices͸Ͳ.Sie beinhaltet die Aminosäuren, die essentiell für die Katalyse, Eisenbindung und Substratposi-tionierung sind (Kühn et al. ʹͲͲͷ). Die Imidazolringe der drei Histidinreste HͶͻͻ, HͷͲͶ, H͸ͻͲ unddie Carboxylgruppe des terminalen Isoleucin Iͺ͵ͻ binden den Co-Faktor Eisen (Minor et al. ͳͻͻ͸;Andreou und Feussner ʹͲͲͻ). Nach Prigge et al. (ͳͻͻ͹) ist eine Beteiligung des in Lipoxygenasenhoch konservierten Aminosäurerestes Asparagin N͸ͻͶ und eines Wassermoleküls an der Eisen-komplexierung während des katalytischen Zyklus möglich, trotz eines Abstandes von ͵,͵ Aǒ zumEisen. Durch den Vergleich der Aminosäuresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus und derSequenz der Lipoxygenase-ͳ aus Glycine max wurden Ͷ Aminosäuren identiϐiziert, die den ge-nannten Aminosäuren entsprechen (H͵ʹͷ, H͵͵Ͳ, HͷͳͲ, NͷͳͶ und I͸Ͷ͵) (Abb. ͵.ʹͺ). Die Oxygenasebesitzt je eine potentielle N- bzw. O-Glykosylierungsstelle. Riemer (ʹͲͳͲ) zeigte jedoch durch De-glykosylierungsversuche mit Endoglykosidase H, dass die Oxygenase nicht glykosyliert ist. Auchbei der Lipoxygenase-ͳ liegt vermutlich keine Glykosylierung vor (Minor et al. ͳͻͻ͸).

͸Ͳʹ͵ α-Helices und ͺ β-Faltblätter
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ϰ.ϭ.ϳ.ϭ BesƟmmung des isoelektrischen Punktes (pI)Proteinextrakt von Pleurotus sapiduswurde einer isoelektrischen Fokussierung unterworfen. ZurBestimmung des isoelektrischen Punktes der Oxygenase aus PSA wurden die erhaltenen Fraktio-nen sowohl zumDot Blot (Abb. ͵.ͳͷ) als auch zur Biotransformation des Sesquiterpens (+)-Valen-cen (Tab. ͵.ʹ) eingesetzt. DieMessung des pH-Wertes der Fraktion, die sowohl eine Reaktion beimDot Blot als auchAktivität gegenüber (+)-Valencen zeigten, ergab einen isoelektrischen Punkt (pI)der Oxygenase aus Pleurotus sapidus von ͷ,ͺͳ. Der anhand der Sequenz berechnete theoretischeisoelektrische Punkt der Oxygenase liegt bei ͷ,͵͵; der theoretische pI der Lipoxygenase-ͳ ausder Sojabohne bei ͷ,ͻ͸. Experimentell bestimmte isoelektrische Punkte sind in der Literatur fürLipoxygenasen (ͳ͵S-Lipoxagenasen) aus Pϐlanzen oder Ständerpilzen nicht beschrieben.
ϰ.ϭ.ϴ Heterologe Expression der Oxygenase aus Pleurotus sapidusZur Produktion ausreichender Mengen an Oxygenase͸ͳ 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-auxotrophenWirtsstammRBͳͳ durchgeführt. DieWahl desWirtes ist direkt von den Eigenschaf-ten des Zielproteins abhängig (Spadiut et al. ʹͲͳͲ).Hansenula polymorpha ist einemethylotropheHefeart und auf Grund der Thermotoleranz und der Bildung von hohen Zelldichten während derKultivierung ein vielversprechender Expressionsorganismus (Gellissen et al. ʹͲͲͷ). Ebenso wie
Pleurotus sapidus ist die Hefe ein Eukaryont und besitzt die Möglichkeit der posttranslationalenModiϐikation wie zum Beispiel der Glykosylierung von Proteinen (Irzykowska und WaśkiewiczʹͲͳͶ; Daly und Hearn ʹͲͲͷ). Durch die Expression in diesem Wirt wird die Wahrscheinlichkeiterhöht, lösliches 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. Für die intrazelluläre Expression wurde ein Expressionsplasmid aufder Basis von pFPMTͳʹͳ generiert. Ein restriktionspositives Expressionsplasmid wurde einerDNA-Sequenzanalyse unterzogen, um die Sequenz des Inserts zu veriϐizieren. Für Stammgenerie-rungen wurden ʹͶ Uracil-prototrophe Transformantenkolonien ausgewählt. Das Screening aufpositive Transformanten wurde mittels Western Blot nach denaturierender SDS-PAGE unter Ver-wendung des Antiserums gegen die Oxygenase durchgeführt. Für die Negativkontrolle wurde derentsprechende Vektor ohne Insert in den Expressionsstamm transformiert. Das Genkonstrukt loxin Hansenula polymorpha führte zur Synthese eines löslichen Proteins von ͹͵ kDa (Abb. ͵.͵Ͳ),das dem homolog exprimierten Protein entspricht. Von den zahlreichen lox͸His-Transformantenwurden besonders produktive Einzelstämme ausgewählt und sowohl auf die Transformationsak-tivität von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton als auch auf Lipoxygenaseaktivität getestet. Bei beidenEnzymassays wurde keine Aktivität nachgewiesen; auch Zusätze von Eisen bzw. abgekochtem
͸ͳfür eine proteinbiochemische Charakterisierung dieser
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Lyophilisat und Natriumcholat riefen keine Aktivität hervor. Das Zentralatom Eisen wurde durcheine eindeutige Färbung für Häm- undMetallenzyme nachgewiesen (Abb. ͵.ʹͻ). Die nicht vorhan-dene Aktivität deutet – trotz löslichem Enzym – auf eine nicht korrekte Faltung der Oxygenasedurch den Wirtsorganismus hin.Parallel zu dieser Arbeit wurde im Arbeitskreis Prof. Dr. Dr. Berger (Institut für Lebensmittelche-mie der GottfriedWilhelm Leibniz Universität Hannover) die heterologe Expression der Oxygena-se in Escherchia coli vorgenommen. Die in E. coli exprimierte Oxygenase lag jedoch intrazellulär inEinschlusskörpern – sogenannten inclusion bodies – vor (Zelena et al. ʹͲͳʹ). Dabei handelt es sichum große Aggregate falsch gefalteter Proteine bzw. Faltungsintermediate, die sich im Cytoplasmaoder auch vereinzelt im Periplasma ablagern (Bowden et al. ͳͻͻͳ). Um der Bildung von inclusion
bodies entgegenzuwirken und lösliches Enzym zu erhalten, wurde die Expression bei niedrigenTemperaturen unter der Kontrolle des Kälteschock-Promotors cspA vorgenommen. Ferner erfolg-te eineKoexpressionmit Chaperonen,wodurch geringeMengendes löslichenundaktivenEnzymsproduziert wurden (Zelena et al. ʹͲͳʹ). Plagemann et al. (ʹͲͳ͵) überprüfte die Substratspeziϐitätdes aktiven Enzyms gegenüber Lipoxygenasesubstraten und verglich die Reaktionsprodukte mitdenen der Lipoxygenase-ͳ aus der Sojabohne. Dadurch wurde die Oxygenase aus PSA als ͳ͵S-Lipoxygenase (EC ͳ.ͳ͵.ͳͳ.ͳʹ) identiϐiziert.
ϰ.ϭ.ϵ Rückfaltung der rekombinanten Oxygenase aus Pleurotus sapidusmiƩels iFOLD®

Protein Refolding System-KitDie Proteinfaltung ist ein reversibler und spontaner Prozess, der sehr schnell erfolgt (zumeistinnerhalb von Sekunden) (Radford ʹͲͲͲ; Dill et al. ʹͲͲͺ). Einfache Berechnungen deuteten dar-auf hin, dass es schon bei kleinen Proteinen (ͳͲͲ Aminosäuren) über eine Milliarde Jahre dau-ern würde den nativen Zustand zu erreichen, wenn alle Möglichkeiten der Faltung ausprobiertwerden müssten (Radford ʹͲͲͲ; Dobson ʹͲͲ͵). Dies lässt darauf schließen, dass es einen spezi-ϐischen Ablauf für die Faltung von Proteinen geben muss (Radford ʹͲͲͲ). Neuere Erkenntnisseergaben, dass es nicht nur einen speziϐischen Faltungsablauf gibt. Der Prozess wird besser durcheinemehrdimensionale „Energielandschaft“ bzw. einen sogenannten „Faltungstrichter“ beschrie-ben (Abb. Ͷ.ͷ), der die Energiezustände des Proteins während der Faltung wiedergibt (RadfordʹͲͲͲ). Während der Faltung gelangt das Enzym von einer thermodynamisch ungünstigen Kon-formation über eine Vielzahl an Zwischenprodukten (Intermediate) zu einer thermodynamischstabilen Konformation (Dill et al. ʹͲͲͺ).
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Abbildung ϰ.ϱ: SchemaƟsche Darstellung von möglichen „Faltungstrichtern“: (a) Denaturierte Moleküle (I) an
der oberenÖffnung des Trichters gelangen in den naƟven Zustand (energieärmste KonformaƟon)
auf einer Vielzahl von verschiedenen Routen. Dabei werden bei Faltungsprozessen großer Pro-
teine mit mehreren Domänen stabile Übergangszustände (lokale Enthalpieminima), sogenannte
Faltungsintermediate (II, III), erreicht. Einige dieser lokalen Minima können als kineƟsche Fallen
fungieren, in denen das Enzym in einer falschen KonformaƟon (IV) verbleibt und somit inakƟv ist.
(b) „Faltungstrichter“ mit glaƩer Oberfläche stellen Prozesse dar, in denen Proteine die Faltung
ohne Intermediate durchlaufen und somit nur zwei KonformaƟonen bilden (I, V). Solche Faltungs-
prozesse durchlaufen meist sehr kleine Proteine (<ϭϬϬ Aminsoäuren) (Radford ϮϬϬϬ und Dill et
al. ϮϬϬϴ).

Bei der heterologenExpressionderOxygenase ausPleurotus sapidus in demWirtsorganimusHan-
senula polymorphawurde lösliches aber inaktives Enzymerhalten. Deswegenwurde die rekombi-nante Oxygenasemittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit rückgefaltet. Da es keine allgemei-ne Strategie zur Rückfaltung von Proteinen gibt, ist das Rückfaltungsverfahren meist zeitaufwän-dig und ohne Gewähr, dass das Enzym seine aktive Konformation erlangt. Des Weiteren fallendie Ausbeuten an aktivem Protein häuϐig sehr gering aus (Sørensen und Mortensen ʹͲͲͷ). DasiFOLD®-Kit bietet die Möglichkeit, viele verschiedene Puffer zu testen. Die Auswahl der Pufferberuht auf einer umfassenden Literaturrecherche von erfolgreichen Proteinrückfaltungsexperi-mentenmit Hilfe der REFOLD database (Chow et al. ʹͲͲ͸). Die Renaturierung des Enzyms erfolgtdurch die blitzartige Verdünnung in verschiedenen Renaturierungspuffern, die in einer ͻ͸-wellMikrotiterplatte vorliegen.Die heterologe Expression der Oxygenase in Hansenula polymorpha und der Aufschluss der He-fezellen wurden vor der Rückfaltung mittels SDS-PAGE und anschließendemWestern-Blot über-prüft (Abb. ͵.͵Ͳ). Sowohl die heterologe Expression der Oxygenase, als auch der Aufschluss derHefezellen waren erfolgreich. Der erhaltene lösliche Zellextrakt wurde zur Proteinrückfaltungmittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit eingesetzt (Abb. ͵.͵ͳ). Dem Zellextrakt wurde nachder Denaturierung zusätzlich Eisen(III)-chlorid hinzugefügt, um während der Rückfaltung einen
ͳ͹͸
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Einbau des Zentralatoms zu gewährleisten. In ͵ͻ wells der iFOLD® ͻ͸-well Platte lagen nach derRückfaltung klare Renaturierungspuffer vor. In den restlichen wells war ein Niederschlag zu er-kennen, der auf präzipitiertes Enzym schließen ließ. Die ͵ͻ klaren Renaturierungspuffer, in de-nen lösliches Enzym vermutet wurde, wurden zur Transformation von (+)-Valencen eingesetzt.Lediglich in Ͷ der ͵ͻ untersuchten Transformationen wurde (+)-Nootkaton nachgewiesen. Beiden Puffern handelte es sich umMOPS-Puffer (pH ͹,Ͳ) und CHES-Puffer (pH ͻ,Ͳ) mit verschiede-nen Zusätzen (Faltungsadditive) wie beispielsweise đ-Arginin, đ-Glutathion, Natriumchlorid oderDimethylbenzylammoniumpropansulfonat. Die Faltungsadditive wirken stabilisierend auf die re-naturierten Proteine, in dem sie die Faltung verbessern͸ʹ oder Aggregationen vermindern͸͵ (Ali-bolandi und Mirzahoseini ʹͲͳͳ; Tsumoto et al. ʹͲͲ͵).• Durch die Verwendung thioalbasierter Redoxpuffer (oxidiertes đ-Glutathion, reduziertesđ-Glutathion, DTT) werden einerseits Disulϐidbrücken gebildet; andererseits können ausfalsch gebildeten Disulϐidbindungen neue, native Disulϐitbrückenbindungen gebildet wer-den (Wang et al. ʹͲͳͲ).• Die Ausbeute der Renaturierung kann durch den Zusatz von Salzen verbessert werden, in-dem sie die Löslichkeit des Proteins erhöhen (Tanford ͳͻ͸ͳ).Um falsch-positive Aktivitätsmessungen auszuschließen,wurde die Rückfaltung der rekombinan-ten Oxygenase mit den vielversprechendsten Renaturierungspuffern im größeren Maßstab wie-derholt. Die Aktivität der renaturierten Oxygenase gegenüber (+)-Valencen wurde mit den ent-sprechenden Chemikalienblindwerten und Negativkontrollen verglichen (Abb. ͵.͵ʹ). Die gerin-genMengen an gebildeten (+)-Nootkatonwurden auch in den Chemikalienblindwerten undNega-tivkontrollen nachgewiesen, so dass eine enzymatische Bildung von (+)-Nootkaton ausgeschlos-sen werden konnte. Demzufolge wies die rekombinante Oxygenase aus Pleurotus sapidus auchnach der Proteinrückfaltung mittels iFOLD® Protein Refolding System-Kit keine Aktivität gegen-über (+)-Valencen auf.

͸ʹstärken die Protein-Protein-Interaktionen͸͵dekrementieren die Interaktion von Seitenketten der Intermediate
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ϰ.Ϯ Untersuchung der Expression der Oxygenase in Seitlingen miƩels

Real-Ɵme-PCR

Der Vergleich der neu erhaltenen Aminosäuresequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus mitder übersetzten Aminosäuresequenz der mutmaßlichen Lipoxygenase aus dem Genom des Pleu-
rotus ostreatus ergab eine Uǆ bereinstimmung von ͻͶ% (Abb. ͵.ʹ͹). Aus diesem Grund wurde dieAktivität der Enzyme aus PSA und POS gegenüber (+)-Valencen und deren Proteinbandenmusteruntersucht und verglichen (Abb. ͵.ͳ͵). Auch Pleurotus eryngii, ein weiterer Vertreter der Seitlin-ge, wurde zum Vergleich herangezogen.Der Proteinextrakt aus Pleurotus sapiduswies eine Hauptbandemit einemMolekulargewicht von͹͸ kDa (s. Ͷ.ͳ.ͳ) auf. Mit Hilfe des polyklonalen Antikörpers konnten in den Extrakten von Pleu-
rotus ostreatus und Pleurotus eryngii ebenfalls Proteinbanden selektiv detektiert werden. SowohlPER als auch POS wiesen Proteinbanden mit ermittelten Molekulargewichten von ͷʹ und ͹͸ kDaauf, was das Vorhandensein einer Oxygenase vermuten lässt.Die Produktkonzentration an (+)-Nootkaton verringerte sich bei dem Einsatz von Pilzmyzel des
Pleurotus ostreatus bzw. Pleurotus eryngii im Vergleich zu der Transformation von (+)-Valencenmit Myzel von Pleurotus sapidus jedoch drastisch. Die Proteinbande von ͷʹ kDa lässt auf einenAbbau des Enzyms schließen. Sowohl das Pilzmyzel von PSA als auch das Myzel von POS und PERwurden mit Hilfe von ϐlüssigem Stickstoff und anschließendem Mörsern aufgeschlossen. Da dasaufgeschlossene Pilzmyzel von Pleurotus sapidus nur eine konkrete Proteinbande aufwies, wurdeder Abbau vermutlich nicht durch den Zellaufschluss induziert. Die Aǆ nderung der Kultivierungs-dauer von POS und PER hatte kaum Einϐluss auf die Aktivität (Tab. ͵.ͳ). Infolgedessenwurde eineUntersuchung der Expression der Oxygenase in den erwähnten Seitlingen mittels Real-time-PCRvorgenommen.Bei der Real-time-PCR wird die Produktakkumulation in Echtzeit verfolgt; die exponentielle Pha-se der Reaktion wird für die Quantiϐizierung der Templatemenge genutzt (Wilhelm ʹͲͲ͵a). DieMessung der Produktzunahme geschieht dabei störungsfrei anhand von Fluoreszenzlicht, das inAbhängigkeit der Produktmenge generiert wird (Wilhelm und Pingoud ʹͲͲ͵b; Heid et al. ͳͻͻ͸).Durch die Quantiϐizierung mittels Real-time-PCR können z. B. Aussagen über die Transkriptions-rate bestimmter Gene gemacht werden (Pfafϐl ʹͲͲͳ).

ͳ͹ͺ



Diskussion
Zwei Quantiϐizierungsmöglichkeiten stehen zur Auswahl:• absolute Quantiϐizierung, die mit Hilfe einer Verdünnungsreihe deϐinierter Templatemen-gen ͸Ͷ durchgeführt wird• relativeQuantiϐizierung, bei derdieExpressioneinesZielgens auf einen internenStandard͸ͷbezogen wirdIn dieser Arbeit wurde die absolute Quantiϐizierung der initialen Template-Kopienzahlen zur Un-tersuchung der Transkriptionsrate der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-Spezies durchge-führt. ZurDetektionwurdeder dsDNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe SYBRGreen I – ein unsym-metrischer Cyaninfarbstoff – verwendet. Der Farbstoff bindetweitgehend sequenzunspeziϐisch inder kleinen Furche doppelsträngiger DNA. Der gebundene Farbstoff ϐluoresziert nach Anregungetwa tausendfach stärker als der freie Farbstoff (Wilhelm und Pingoud ʹͲͲ͵b). Somit ist diesersehr gut geeignet, um die Akkumulation doppelsträngiger PCR-Produkte sichtbar zu machen. Einweitere Möglichkeit zur Detektion wäre die Verwendung ϐluorophormarkierter Oligonukleotideals Sonden, die auf der Zielsequenz hybridisieren. Auf dieseWeise lassen sich PCR-Produkte auchsequenzspeziϐisch detektieren. Registriert wird dabei entweder die produktabhängige Abnahmeder Löschung einer Reporter-Fluoreszenz oder die Zunahme des Resonanzenergietransfers voneinem Donor- auf einen Akzeptorϐluorophor (Wilhelm und Pingoud ʹͲͲ͵b).
ϰ.Ϯ.ϭ Fragment- und PrimerauswahlMittels präparativerPCRwurdenDNA-Fragmentemit ͳͷͶ͵bpund͸͸ͳbpampliϐiziert (Abb. ͵.͵͵).Die PCR-Produkte wurden isoliert, sequenziert und anschließend die überlappenden DNA-Se-quenzenzusammengefügt. Die zusammengefügtenDNA-SequenzenausPleurotus eryngiiundPleu-
rotus ostreatus umfassten jeweils ʹͲͶʹ bp (Abb. ͵.͵Ͷ und ͵.͵ͷ). Diese Nukleotidsequenzen gebenden für die Oxygenase zuständigen Gen-Abschnitt wieder. Beim Vergleich wiesen die Sequenzenvon PER und PSA eine Homologie von ͺ͸% auf; PER und POS ͻͶ% und die Sequenzen von PSAund POS ͺ͸%.Basierend auf den erhaltenen Nukleotidsequenzen wurde ein Bereich (Fragment mit ͸͸ͳ bp)der Sequenz ausgewählt, der zur Synthese der Standards für die Real-time-PCR eingesetzt wur-de (Abb. ͵.͵͸). Weiterhin wurden passende Primer abgeleitet. Bei der Auswahl der Primer wur-de darauf geachtet, dass die Zielsequenz ͹ͷ–ͳͷͲ bp betrug, der G/C-Gehalt in einem Bereich vonͷͲ–͸Ͳ% lag, keineDimerbildungen auftraten und die Schmelztemperaturen nahezu gleichwaren.

͸Ͷbeispielsweise synthetisierte DNA͸ͷribosomale Untereinheiten oder andere „Haushaltsgene“
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Diskussion
ϰ.Ϯ.Ϯ Synthese der Standards und der Proben-TemplatesDie Synthese der Standards für die Real-time-PCR erfolgte mittels präparativer PCR. Dabei wurdedie Gesamt-DNA der Basidiomyceten PSA, POS und PER als Template eingesetzt. Die erfolgreicheSynthese der Standards (Fragment mit ͸͸ͳ bp) wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidse-quenz überprüft und bestätigt. Um die Wahrscheinlichkeit unspeziϐischer Bindungen zu verrin-gern, wurden die optimalen Hybridisierungstemperaturen der Primer, die in der Real-time-PCReingesetzt wurden, ermittelt. Die zuvor synthetisierten Standards dienten dabei als Matrize. Mitden Primerkombinationen wurden Fragmente mit ͻ͹ bp bzw. ͳͳͷ bp ampliϐiziert. Die optima-le Hybridisierungstemperatur beider Primerkombinationen betrug bei allen Standards ͷʹ,͹ °C(Abb. ͵.͵ͺ). Diese Temperatur wurde demzufolge in der Real-time-PCR für die Standards und dieentsprechenden Proben verwendet.Die Gesamt-RNA von PSA, POS und PER wurde aus dem am ʹ., Ͷ. und ͸. Kulturtag geernteten My-zel isoliert. Die jeweilige Gesamt-RNA diente als Matrize für die Synthese des Erststranges, dernach Abbau der RNA durch RNase H anschließend als Template in der Real-time-PCR eingesetztwurde.
ϰ.Ϯ.ϯ Untersuchung der Expression der Oxygenase miƩels Real-Ɵme-PCRDer quantitative Nachweis von Transkripten der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-Spezieserfolgte in Vierfachbestimmung. Mit Hilfe der Standards wurden dekadische Verdünnungsreihenhergestellt, die anschließend als Template eingesetzt und unter identischen Bedingungenwie dieProben ampliϐiziert wurden. Als Proben-Templates wurden – wie oben beschrieben – die cDNA-Erststränge (ss) von Pleurotus sapidus, Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus der unterschied-lichen Kulturtage eingesetzt.Die Reaktionsefϐizienzen der Real-time-PCR lagen zwischen ͻ͸–ͳͲ͵%. Im Falle einer Reaktions-efϐizienz der PCR von ͳͲͲ%verdoppelt sich die DNA-Produktmengemit jedem Zyklus und analogdazu das Fluoreszenssignal. Demzufolge sollte für eine genaue Quantiϐizierung die Reaktionsef-ϐizienz zwischen ͻͲ–ͳͳͲ% liegen. Von den zwei Primerkombinationen wurde die Kombinationmit der höchsten Efϐizienz und dem größten Rʹ zur Ampliϐizierung der Fragmente der Oxygenasemittels Real-time-PCR verwendet (Abb. ͵.Ͷʹ).Die Schmelzkurvenanalyse ermöglicht die Unterscheidung zwischen speziϐischen und unspeziϐi-schen PCR-Produkten (Wilhelm und Pingoud ʹͲͲ͵b). Die Schmelztemperatur der PCR-Produkteder Matrizen-DNA aus PER vom ʹ. Kulturtag lag mit ͹Ͷ °C bzw. ͹͹,ͷ °C wesentlich niedriger, alsdie der anderen Kulturtage (Tab. ͵.ͺ). Aufgrund dessen wurde von einer Bildung unspeziϐischerPCR-Produkte ausgegangen. Die Proben der Basidiomyceten Pleurotus sapidus und Pleurotus ost-
reatuswiesen keine unspeziϐischen PCR-Produkte auf. Die Anzahl der Transkripte der Oxygenasein dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus betrug von ʹͷ bis ͹ͳKopien ng−ͳ cDNA(ss). Die Anzahlin Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus lag wesentlich niedriger.
ͳͺͲ



Diskussion
Mit ͹ͳKopien ng−ͳ cDNA(ss) wurden am Ͷ. Kulturtag diemeisten Transkripte im PSA nachgewie-sen. POS hingegen enthielt sowohl am Ͷ. als auch am ͸. Kulturtag die meisten Transkripte derOxygenase; PER am ͸. Kulturtag. Am ʹ. Kulturtag lagen in dem Basidiomyceten Pleurotus eryngiivermutlich keine Transkripte der Oxygenase vor, wodurch unspeziϐischen PCR-Produkte gebildetwurden.Die Proben der Real-time-PCR wurden nach der Ampliϐizierung auf ein ʹ%iges Agarosegel auf-getragen (Abb. ͵.ͶͶ), isoliert und sequenziert. Die erfolgreiche Ampliϐizierung der repräsentati-ven Fragmente der Oxygenase wurde durch die Sequenzierung der Nukleotidsequenz überprüftund bestätigt. Somit wurde die Transkriptionsrate der Oxygenase in verschiedenen Pleurotus-SpeziesmittelsReal-time-PCR erfolgreich dargestellt. Die geringeren Aktivitäten der Pilzmyzelienvon POS und PER gegenüber (+)-Valencen im Vergleich zu demMyzel von PSA lassen sich anhandder niedrigeren Transkription der Oxygenase erklären.

ͳͺͳ



Diskussion
ϰ.ϯ Peroxidase MsPϭ ausMyceƟnis scorodonius

Der echte Knoblauchschwindling Mycetinis scorodonius gehört zu der Familie der Schwindlings-verwandtenund ist einkleiner Speisepilz, der aufGrund seines intensivenGeschmacksnachKnob-lauchbevorzugt alsWürzpilz Verwendung ϐindet. Dieser Ständerpilz ist in derNatur auf Aǆ sten undZweigen oder liegenden Stämmen von Laub- und Nadelhölzern zu ϐinden.In einem Screening von mehr als ͷͲ Pilzen zeigte sich, dass Mycetinis scorodonius in der Lage ist
β-Carotin zu spalten (Zorn et al. ʹͲͲ͵a). Die Spaltung von Carotinoiden ist für die Riechstofϐin-dustrie von Interesse, da Carotinoide Vorstufen von Aromastoffen wie beispielsweise von α- und
β-Ionon, Geraniol und β-Damascenon darstellen (Winterhalter ͳͻͻ͸; Winterhalter und RouseffʹͲͲʹ). Weiterhin spielt der Abbau von Carotinoiden bei der Bleichung von Lebensmitteln eineRolle. Aus dem Kulturüberstand des Weißfäulepilzes Mycetinis scorodonius, wurden die EnzymeMsPͳ undMsPʹ isoliert, die β-Carotin zu ϐlüchtigen Verbindungen abzubauen vermögen (Zorn et
al. ʹͲͲ͵a). Beide Enzyme wurden, aufgrund von Sequenzhomologien zu der Peroxidase DyP (dye
decolorizing peroxidases, farbstoffentfärbende Peroxidase) aus dem Basidiomyceten Bjerkandera
adusta͸͸, der Peroxidase-Familie der DyP-Typ-Enzymen zugeordnet (Scheibner ʹͲͲ͸).Die DyP aus B. adusta wird als klassische DyP bzw. BadDyP bezeichnet und ist das erste Enzymdieser neuen Peroxidase-Familie. BadDyp wurde vor ca. ͳ͹ Jahren von Kim und Shoda (ͳͻͻͻa)aus dem Pilz isoliert und charakterisiert; erste Anzeichen für die Existenz dieser einzigartigenPeroxidasen fanden Kim et al. (ͳͻͻͷ) schon einige Jahre zuvor. Heute zählt die BadDyp zu den ambesten charakterisierten Mitglieder der Familie der DyP-Typ-Peroxidasen.Peroxidasen (EC ͳ.ͳͳ.ͳ.X) repräsentieren eine große Familie von Oxidoreduktasen, die typischer-weise Peroxide als Elektronenakzeptor nutzen, um die Oxidation von Substraten zu katalysieren.Die überwiegende Mehrheit dieser Enzyme enthalten ein Häm als prosthetische Gruppe (Banciͳͻͻ͹) und sind im Tier- sowie Pϐlanzenreich weit verbreitet. Dyp-Typ-Peroxidasen zählen zu derKlasse der Häm-Peroxidasen, die anhand von strukturellen und funktionellen Eigenschaften so-wie Sequenzhomologien üblicherweise in zwei Superfamilien klassiϐiziertwerden (Welinder et al.ͳͻͻʹ; Morgenstern et al. ʹͲͲͺ): die Pϐlanzen-Proxidasen und die tierischen Peroxidasen.Die Superfamilie der Pϐlanzen-Peroxidasen umfassen die Häm-Peroxidasen aus Pϐlanzen, Pilzenund Bakterien (Morgenstern et al. ʹͲͲͺ).

͸͸Der Stamm wurde in der Vergangenheit ursprünglich als Geotrichum candidum Dec ͳ bezeichnet; später fälschli-cherweise als Thanatephorus cucumeris
ͳͺʹ
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Diese Superfamilie wird zusätzlich in drei verschiedene Klassen unterteilt (Welinder et al. ͳͻͻʹ;Caruso et al. ʹͲͲͳ):• der Klasse I werden die intrazellulären Peroxidasen zugeordnet, welche nicht dem sekre-torischen Stoffwechselweg angehören• Klasse II besteht aus Peroxidasen, welche dem sekretorischen Stoffwechselweg angehörenund von Pilzen gebildet werden• in Klasse III werden alle pϐlanzlichen Peroxidasen des sekretorischen StoffwechselwegeszusammengefasstNach Welinder et al. (ͳͻͻʹ) zeichnet sich die Klasse II durch eine große Heterogenität aus. Typi-sche Vertreter dieser Klasse sind die Familien der Lignin-Peroxidasen (LiP), Mangan-Peroxidasen(MnP) und versatilen Peroxidasen (VP) (Martı́nez ʹͲͲʹ; Lundell et al. ʹͲͳͲ).Die Dyp-Typ-Peroxidasen wurden anfänglich auch der Klasse II der Superfamilie der Pϐlanzen-Peroxidasen zugeordnet. Sie bilden mittlerweile eine eigene Superfamilie (EC ͳ.ͳͳ.ͳ.ͳͻ), da siesich von den anderen Klasse II-Peroxidasen durch speziϐische Merkmale unterschieden. Nebenden Dyp-Typ-Peroxidasen aus Basidiomyceten wurden inzwischen auch diverse aus Bakterienbeschrieben (Hofrichter et al. ʹͲͳͲ). Aus diesem Grund werden Dyp-Typ-Peroxidasen wiederumin phylogenetischeUntergruppenA, B, C undD, entsprechendPeroxiBase͸͹, unterteilt (Colpa et al.ʹͲͳ͵; Fawal et al. ʹͲͳ͵). Dabei bestehen die Guppen A-C vorwiegend aus bakteriellen Enzymen;die GruppeD hingegen beinhaltet Enzyme aus Pilzen (Yoshida und Sugano ʹͲͳͷ). Bislangwurden͹ Dyp-Typ-Peroxidasen aus Pilzen und ͳͳ aus Bakterien gereinigt und charakterisiert (Linde et
al. ʹͲͳͷb); MsPͳ ist die erste aus der Familie der Schwindlingsverwandten. Für die zwei EnzymeBadDyP ausBjerkandera adusta undAauDyP ausAuricularia auricula-judaewurdenKristallstruk-turen ermittelt und umfassend untersucht (Kim und Shoda ͳͻͻͻa; Sugano et al. ʹͲͲ͹; Yoshida et
al. ʹͲͳʹ; Liers et al. ʹͲͳ͵b; Strittmatter et al. ʹͲͳ͵; Liers et al. ʹͲͳ͵a).Bei den holzverarbeitenden Basidiomyceten kommen DyP-Gene deutlich häuϐiger in den sequen-ziertenGenomenvonWeißfäulepilzen als in denen vonBraunfäulepilzen vor (Floudas et al.ʹͲͳʹ).Diese Tatsache – neben der Fähigkeit nicht-phenolische Ligninmodellsubstrate abzubauen (Liers
et al. ʹͲͳ͵b) – lässt einen möglichen Beitrag am Ligninabbau vermuten (Linde et al. ʹͲͳͷa). Ih-re natürliche Funktion ist jedoch nach wie vor unklar (Yoshida und Sugano ʹͲͳͷ). Kaur et al.(ʹͲͳͲ) berichten, dass die Transkription einer putativen DyP-Typ-Peroxidase aus Halobacteri-
um salinarum durch oxidativen Stress induziert wird. Auf Grund der niedrigen Aktivität gegen-über Substraten mit hohem Redoxpotential ist nach Linde et al. (ʹͲͳͷb) ein signiϐikanter Beitragvon DyP-Typ-Peroxidasen zum Ligninabbau unwahrscheinlich. Der oxidative Abbau von phenoli-schen Resten und die nachfolgenden Modiϐikationen lignin-basierter organischer Bausteine sinddie wahrscheinlichsten Beiträge von DyP-Typ-Peroxidasen und anderen Peroxidasen mit niedri-gem Redoxpotential zum Ligninmetabolismus (Linde et al. ʹͲͳͷb).
͸͹eine Peroxidase-Datenbank

ͳͺ͵
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ϰ.ϯ.ϭ Heterologe Expression der rekombinanten Peroxidase MsPϭ in Aspergillus nigerDie rekombinante Peroxidase MsPͳ aus Mycetinis scorodonius wurde bei der niederländischenFirmaDSM(Delft) inAspergillus niger erfolgreich überexprimiert und ist die erste heterolog expri-mierte DyP-Typ-Peroxidase aus der Familie der Schwindlingsverwandten. Der Kulturüberstandenthielt durch Sekretion großeMengen an aktivemEnzym. Da dieser Kulturüberstand neben demüberexprimierten MsPͳ noch andere Proteine und Substanzen – wie Medienbestandteile – ent-hielt, wurde für MsPͳ eine geeignete Reinigungsmethode etabliert (s. ͵.͸.ͳ, ͵.͸.͸).Die klassische DyP aus Bjerkandera adusta͸ͺ (BadDyP) wurde in Aspergillus oryzae heterologüberexprimiert (rBadDyP), wodurch ebenfalls großeMengen an Enzymproduziert werden konn-ten. Die Enzymlösungder heterolog exprimierten rBadDyP zeigte nachderReinigung eine Ͷʹ-fachhöhere Aktivität gegenüber dem Substrat Reaktive Blue ͷ (ͺ,Ͳ× ͳͲʹ UL−ͳ) als die Enzymlösungder nativen BadDyP (Sugano et al. ʹͲͲͲ).Ein Vergleich zwischen der gereinigten heterolog exprimierten Peroxidase MsPͳ und der nativenPeroxidase aus Mycetinis scorodonius gegenüber dem Substrat Reaktive Blue ͷ ist nicht erfolgt.Jedoch zeigte MsPͳ eine wesentlich höhere Aktivität gegenüber Reaktive Blue ͷ (ͺ,ʹ× ͳͲͷ UL−ͳ)als rBadDyP. Demzufolge ist der Wirtsorganismus Aspergillus niger ideal zur Produktion hoherMengen an aktivem MsPͳ geeignet.Die DyP-Typ-Peroxidase aus Auricularia auricula-judae (AauDyP) wurde in Escherichia coli er-folgreich überexprimiert. Die Aktivität gegenüber verschiedenen Substraten der rekombinantenAauDyP unterschied sich im Vergleich zum nativen Enzym nicht (Linde et al. ʹͲͳͶ).
ϰ.ϯ.ϭ.ϭ Enzymreinigung - Vorversuche und Scale upDer enzymhaltige Kulturüberstand von Aspergillus niger wurde mittels Macrosep®-Zentrifuga-tionseinheiten vor der Reinigung mit einer Ausschlussgröße von ͳͲ kDa konzentriert. DadurchwurdenProteine (Molekülmasse <ͳͲ kDa) undniedermolekulareMedienbestandteile, die imKul-turüberstand enthalten waren, abgetrennt und das Zielenzym MsPͳ durch Volumenreduktionkonzentriert. In Vorversuchen wurde anschließend die Anwendung einer Gelϐiltrationschroma-tographie (GFC) untersucht; jedoch wurde diese Chromatographie auf Grund der niedrigen Ka-pazität der Säulen, deren Empϐindlichkeit gegenüber zu hohen Drücken und auf Grund des hohenZeitaufwandes (niedrige Flussraten) nicht angewendet. Bei der Verwendung von Säulen mit hy-drophobem Packungsmaterial (HIC) wurde – trotz verschiedenster pH-Werte und Säulen – keineBindung von MsPͳ und somit keine Reinigung erzielt. Deshalb wurde eine Reinigung mittels Io-nenaustauschchromatographie (IEX) vorgenommen. Ein großer Vorteil der IEX-Säulen ist, dassauf diese große Probenvolumina aufgetragen werden können, die das Säulenvolumen um einMehrfaches übersteigen (Rehm ʹͲͲʹ). Des Weiteren sind Ionenaustauschermaterialien relativunempϐindliche Materialien, die leicht zu reinigen und zu regenerieren sind.
͸ͺursprünglich als Geotrichum candidum Dec ͳ bezeichnet
ͳͺͶ
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Auϐbauend auf vorherigen Arbeiten (Scheibner ʹͲͲ͸) wurde der Fokus bei der Auswahl der Säu-len auf Anionentauscher gelegt. Ein Reinigungsschritt mittels Anionentauscher reichte jedochnicht aus, um Fremdproteine vollständig abzutrennen. Somit erfolgte die Reinigung von MsPͳmittels einer Kombination zweier Anionentauscher. Zum Einsatz kamen eine DEAE-FF-Säule alsschwacher Anionentauscher und eine Q-FF-Säule als starker Anionentauscher. Der konzentrier-te Kulturüberstand wurde dabei in Anlehnung an die Arbeiten von Scheibner (ʹͲͲ͸) mit einemͷͲmMNatriumacetat-PufferpH͸,Ͳ auf die Säulen aufgetragen.Da fürMsPͳausMycetinis scorodo-
nius ein pI von ͵,͹ ermittelt worden ist (Scheibner ʹͲͲ͸), wurde davon ausgegangen, dass die re-kombinante Peroxidase einen ähnlichen pI aufweist. Bei der Verwendung von Anionentauschernsollte der pH-Wert des Startpuffers etwa eine pH-Einheit über dem pI des Zielenzymes liegen. Da-durch wird gewährleistet, dass das Zielenzym negativ geladen ist und an die Säule bindet, wäh-rend Proteine mit einem höheren pI nicht gebunden werden. Die Kapazität der Säule wird so fürdas Zielenzym erhöht.Da die Zugabe von NaCl zu keiner Inhibition der Enzymaktivität führte (Abb. ͵.Ͷͺ), wurde dasZielprotein anschließend durch einen NaCl-Gradienten von der Säule eluiert. Eine große Heraus-forderung bei der Reinigung war die Abtrennung von Fremdproteinen mit ähnlichem Moleku-largewicht und pI, welche sich als Bande unterhalb des Zielproteins zeigten (Abb. ͵.ͷʹ B). Ausdiesem Grund wurde anhand von Testläufen mit verschiedenen Salzgradienten der Gradient er-mittelt, durch den die vollständige Abtrennung von Fremdproteinen erfolgte (Abb. ͵.Ͷͷ).Um größere Mengen des rekombinanten Zielenzyms MsPͳ zu reinigen, die für die Charakterisie-rung benötigt wurden, wurde eine Maßstabsvergrößerung vorgenommen. Die Beladung der Säu-le erfolgte dabei direkt über das Umschaltventil an Pumpe A. Als Säulen wurden eine präparati-ve DEAE-FF-Säule (erste Reinigungsstufe) und eine Q-Sepharose-High-Performance-Säule (Q-HP,zweite Reinigungsstufe) verwendet. Die Elution erfolgte durch einen Salzgradienten, der an dieSäulengröße angepasst wurde (Abb. ͵.ͷͳ). Durch den Einsatz der Q-HP-Säule, deren Säulenma-terial eine höhere Trennleistung aufweist als das Material der Q-FF-Säule aus den Vorversuchen,und durch die Anpassung des Salzgradienten an die Säulengröße, wurde bei derMaßstabsvergrö-ßerung die gleiche Trennleistung erreicht wie bei den Vorversuchen (Abb. ͵.ͷʹ).Der Kulturüberstandwurde bei dem Scale upmittels Ultraϐiltration umden Faktor ʹ konzentriert.Der Aktivitätsverlust betrug dabei ʹ͸,Ͷ% (Tab. ͵.ͻ). Mittels halbnativer SDS-PAGE (Abb. ͵.ͷʹ, GelB und C) wurde die vollständige Trennung der im Kulturüberstand enthaltenen Proteine gezeigt.Die vereinten aktiven Q-HP-Fraktionen wiesen einzig das aktive Zielprotein MsPͳ auf. Bei einerAnreicherung um das ͵,ͺͷ-fache betrug der Anteil des gereinigten Proteins am Gesamtproteindes Kulturüberstandes Ͷ,ͺ% (Tab. ͵.ͻ). Die Wiederϐindung der Anfangsaktivität betrug ͳͺ,͵%.Die gereinigte Enzymlösung wurde aliquotiert und bei −ͺͲ °C gelagert, da unter diesen Bedin-gungen kein Aktivitätsverlust von MsPͳ zu verzeichnen war (Abb. ͵.Ͷͻ), unabhängig davon obdas Enzym erstmalig oder bereits mehrfach aufgetaut wurde.
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MitHilfe derReinigungwurden inaktive Fremdproteinemit einemkalkuliertenMolekulargewichtvon ͹ʹ kDa erfolgreich abgetrennt (Abb. ͵.ͷʹ).
ϰ.ϯ.ϭ.Ϯ UV/Vis-Spektrum und ReinheitszahlDas UV/Vis-Spektrum der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsPͳ zeigte neben einem Ab-sorptionsmaximum bei ʹͺͲ nm eine deutliche Absorption der Soret-Bande bei ͶͲ͸ nm und einkleines Maximum bei ͷͳͲ nm (Abb. ͵.ͷͲ). Häm-Proteine zeigen eine intensive Absorptionsbandebei ca. ͶͲͲ nm (Soret-Bande), sowie zwei schwächere Banden bei ca. ͷ͵Ͳ und ͷͷͲnm, die durchdas Porphyringerüst des Häms hervorgerufenwerden (Lottspeich und Zorbas ʹͲͲ͸). Neben DyP-Typ-Peroxidasen enthalten sowohl Mangan- als auch Ligninperoxidasen ein Häm als prostheti-sche Gruppe. Gold et al. (ͳͻͺͻ) beschrieben für diese Peroxidasen Absorptionsmaxima bei ca.ͶͲ͹, ͷͲʹ und ͸͵ʹ nm. Die gemessenen Absorptionsmaxima zeigen, dass bei der Produktion vonaktivemMsPͳ mit Hilfe des Wirtsstammes Aspergillus niger kein exogenes Häm erforderlich ist.Die Reinheitszahl (RZ) der gereinigten Enzymlösungwurde nach Theorell undMaehly (ͳͻͷͲ) be-stimmt und so – zusätzlich zur SDS-PAGE – die Efϐizienz der Reinigung überprüft. Die Reinheits-zahl ist der Quotient aus den gemessenen Extinktionen bei den Wellenlängen ͶͲ͸ nm͸ͻ (Soret-Bande) und ʹͺͲ nm͹Ͳ. DasMaximumbei ʹͺͲ nmwird dabei durch absorbierendeReste bestimm-ter Aminosäuren (wie Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) des Enzyms hervorgerufen. DieReinheitszahl wurde durch die Reinigung von Ͳ,͵͹ͳ auf ͵,ʹ͹ʹ gesteigert, wodurch eine überauserfolgreiche Abtrennung von Fremdenproteinen gezeigt wurde. Diese ist vergleichbar mit der fürdieMeerrettichperoxidase (HRP) beschriebene RZ von ͵,ͳ (Nakane und Kawaoi ͳͻ͹Ͷ). Liers et al.(ʹͲͳ͵a) hingegen beschrieben für die DyP-Typ-Peroxidase rMscDyP͹͵ eine Reinheitszahl von Ͳ,͸,was auf eine unvollständige Reinigung dieser hinweist.
ϰ.ϯ.Ϯ BesƟmmung des Molekulargewichtes, der naƟven KonformaƟon des Enzyms und

des GlykosylierungsgradesUnter denaturierenden Bedingungen wurde für die rekombinante Peroxidase MsPͳ ein Moleku-largewicht von ͹ʹ kDa ermittelt (Abb. ͵.ͷʹ). Diese molare Masse liegt etwas über den molarenMassen anderer DyP-Typ-Peroxidasen, die typischerweise eineMolekülmasse von ͶͲ-͸͹ kDa (be-zogen auf ein Monomer) aufweisen (Hofrichter et al. ʹͲͳͲ). Nach Kim und Shoda (ͳͻͻͻa) hat dieklassische DyP (BadDyP) ein Molekulargewicht von ͸Ͳ kDa.
͸ͻspiegelt den Gehalt von Häm wider͹Ͳspiegelt den Proteingehalt wider͹ͳKulturüberstand von Aspergillus niger͹ʹgereinigte Lösung der rekombinanten DyP-Type-Peroxidase MsPͳ͹͵alternative Bezeichnung für MsPͳ; ebenfalls gereinigt aus dem Kulturüberstand von Aspergillus niger (DSM, Delft)
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Verglichen mit dem anhand der Aminosäuresequenz berechneten Molekulargewicht von ͷͷ kDa,liegt das experimentell bestimmte Molekulargewicht (͹ʹ kDa) von MsPͳ deutlich höher. Da essich bei MsPͳ um ein extrazelluläres Enzym handelt (Scheibner et al. ʹͲͲͺ), ist vermutlich derGlykosylierungsgrad des Enzyms für diesen Unterschied verantwortlich. Die Glykosylierung istcharakteristisch für sekretierte Enzyme und schützt diese vor Proteolyse, erhöht ihre Wasser-löslichkeit und Stabilität und kann die Faltung des Proteins beeinϐlussen (Lis und Sharon ͳͻͻ͵;Sugano et al. ʹͲͲͲ; RehmʹͲͲʹ; Varki et al. ʹͲͲͻ). Allerdings scheint die Enzymaktivität unabhän-gig vom Glykosidierungsgrad zu sein, was anhand der klassischen DyP (BadDyP) gezeigt wurde(Sugano et al. ʹͲͲͲ; Sugano et al. ʹͲͲͶ). Auch bei einer Manganperoxidase (MnPHͶ) und zweiLigninperoxidasen (LiPHʹ und LiPHͺ) aus P. chrysosporium und anderen Enzymen hat die Glyko-sylierung keinen Effekt auf die Enzymaktivität (Nie et al. ͳͻͻͻ; Lis und Sharon ͳͻͻ͵).Mit Hilfe von NetNGly ͳ.Ͳ und NetOGly ͵.ͳ wurden für die Peroxidase sieben potentielle N- undeine potentielle O-Glykosylierungsstelle ermittelt (Abb. ͵.͹Ͳ, Abb. ͵.͹ʹ). Für die AauDyP wur-den nur vier potentielle Glykosylierungsstellen ermittelt, von denen drei tatsächlich glykosyliertvorlagen (Strittmatter et al. ʹͲͳ͵). Die Differenz der molaren Massen entspricht einem theore-tischen Kohlenhydratgehalt von ca. ʹͶ%; die Gehalte anderer DyP-Typ-Peroxidasen liegen zwi-schen ͻ–͵ͳ% (Hofrichter et al. ʹͲͳͲ). Obwohl die Glykosylierung eines Enzyms von dem Expres-sionsorganismus abhängt, ist der berechnete Kohlenhydratgehalt des rekombinanten MsPͳ aus
Aspergillus niger (ca. ʹͶ%) vergleichbar mit dem des nativen Enzyms aus Mycetinis scorodonius(ca. ʹ͵%) (Scheibner ʹͲͲ͸).Das Molekulargewicht wurde zusätzlich unter nicht denaturierenden Bedingungen mittels nati-ver PAGE und Gelϐiltrationschromatographie (GFC) untersucht. Dabei wurde für MsPͳ ein Mo-lekulargewicht von ͳͶʹ kDa (native PAGE, Abb. ͵.ͷ͵) bzw. ͳͶͷ kDa (GFC, Abb. ͵.ͷͶ) bestimmt.Dies entspricht dem doppelten Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen und deu-tet darauϐhin, dassMsPͳ als Quartärstruktur ein Dimer bildet. Für das native Enzym ausMycetinis
scorodoniuswurde Gleiches beschrieben (Scheibner ʹͲͲ͸).Die klassische DyP (BadDyP) liegt als Monomer vor; für andere DyP-Typ-Peroxidasen hingegenwerden eine Vielfalt͹Ͷ an höheren Quartärstrukturen berichtet (Sugano ʹͲͲͻ). Sowohl Zubieta
et al. (ʹͲͲ͹a) als auch Sugano (ʹͲͲͻ) vermuten, dass Sequenzinsertionen Einϐluss auf die Quart-ärstruktur von Enzymen haben. Zubieta et al. (ʹͲͲ͹a) zeigten anhand von TyrA (Dimer) und Bad-DyP (Monomer)͹ͷ, dass Insertionen Aǆ nderungen in der dreidimensionalen Struktur der Enzymehervorrufen, die vermutlich die Bildung von Dimeren verhindern bzw. die Bildung von Monome-ren begünstigen. Sugano (ʹͲͲͻ) zeigte ebenfalls, dass die klassische DyP (BadDyP) Insertionen inder Aminosäuresequenz aufweist, die anderen DyP-TyP-Peroxidasen (Oligomere) fehlen. Jedochweisen die Peroxidasen MsPͳ und MsPʹ aus Mycetinis scorodonius, die nachweislich als Dimerevorliegen (Scheibner et al.ʹͲͲͺ), diese Insertionen auf. Aus diesemGrundbeeinϐlusst die Sequen-
͹Ͷvon Dimere bis hin zu Hexameren͹ͷdurch Vergleiche der Aminosäuresequenzen sowie Sekundär- und Tertiärstrukturen

ͳͺ͹



Diskussion
zinsertion nicht zwingend die Bildung der Quartärstruktur.Im Gel (native PAGE) wurde MsPͳ mittels Aktivitätsfärbung eindeutig nachgewiesen und identi-ϐiziert (Abb. ͵.ͷ͵B). Dies zeigt, dass die rekombinante Peroxidase MsPͳ als Dimer vorliegt und indieser nativenFormkatalytisch aktiv ist. DarauϐhinwurdedieAktivität desMonomersuntersucht.Dazu wurde MsPͳ sowohl mit SDS, als auch mit Harnstoff und Guanidiniumchlorid͹͸ behandelt,was zu einem vollständigen Verlust der Aktivität führte. Der Aktivitätsverlust wurde entwederdurch die Denaturierung des Momomers oder durch die Trennung des Dimers in die Unterein-heiten hervorgerufen.Die Reinigung von MsPͳ wurde sowohl mit denaturierender PAGE als auch mit halbnativer PA-GE überprüft. Dabei zeigte sich, dass durch die Reinigung ein Fremdprotein mit einem Moleku-largewicht von ͹ʹ kDa abgetrennt wurde. Dieses zeigte im Gel im Gegensatz zu MsPͳ keinerleiAktivität gegenüber ABTS (Abb. ͵.ͷʹ). Die Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und eineSequenzanalyse͹͹ durchgeführt, um zu prüfen, ob es sich bei dem Protein tatsächlich um Fremd-protein handelt oder lediglich um das inaktive Monomer vonMsPͳ. Diese Analyse brachte jedochkein eindeutiges Ergebnis. Abschließend ist nicht geklärt, ob dasMonomer vonMsPͳ katalytischeAktivität zeigt und ob bei der Reinigung lediglich dieses Monomer anstelle von Fremdproteinenabgetrennt wurde.
ϰ.ϯ.ϯ BesƟmmung des isoeletrischen PunktesNach Hofrichter et al. (ʹͲͳͲ) weisen DyP-Typ-Peroxidasen typischerweise einen isoelektrischenPunkt im sauren Bereich (͵,ͷ-Ͷ,͵) auf. Der experimentell bestimmte pI von MsPͳ liegt ebenfallsin diesem Bereich (͵,͹; Abb. ͵.ͷͷ); der aus der Sequenz berechnete pI hingegen liegt bei ͷ,͹. DieBindung von Oligosacchariden an der Proteinoberϐläche nimmt vermutlich Einϐluss auf den pI, dadieGlykosylierung an geladenenAminosäuren erfolgt. DesWeiteren könnendie gebundenenKoh-lenhydrate Ladungen auf der Oberϐläche abdecken. Nach Johansson et al. (ͳͻͻ͵) können unter-schiedliche Glykosylierungsmuster͹ͺ, die neben dem Grad der Glykosylierung vom Expressions-organismus abhängen, Aǆ nderungen im pI hervorrufen. Trotz des unterschiedlichen Expressions-organismus wurde für das native Enzym aus Mycetinis scorodonius auch ein pI von ͵,͹ ermittelt(Scheibner ʹͲͲ͸).

͹͸Die Behandlungen mit Harnstoff und Guanidiniumchlorid wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Annika Kau-schat durchgeführt.͹͹im Ergebnisteil nicht aufgeführt͹ͺArt der Kohlenhydrate
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ϰ.ϯ.ϰ TemperaturopƟmum und -stabilitätMsPͳ zeigte über einen Temperaturbereich von ͷͲ–͸ͷ °C eine hohe Aktivität; das Temperatur-optimum liegt jedoch bei ͷͷ °C (Abb. ͵.ͷͻ). Das Optimum ist vergleichbar mit dem der AauDyP(Linde et al. ʹͲͳͶ). Das Temperaturoptimum der klassischen DyP aus Bjerkandera adusta (Bad-DyP) hingegen liegt bei ͵Ͳ °C (Kim und Shoda ͳͻͻͻa). Die Aktivität von MsPͳ nahm erst ab einerTemperatur >͸ͷ °C rapide ab. Dies wurde ebenfalls in vorherigen Arbeiten beschrieben und istmit der kontinuierlichen Entfaltung des Enzyms bei diesen Temperaturen zu erklären (Pühse et
al.ʹͲͲͻ). AuchAauDyp, PosDyPͶ͹ͻ und IlaDyPwiesen bei Temperaturen zwischen ͸Ͳ–͸ͷ °C nochAktivität auf (Linde et al. ʹͲͳͶ; Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ; Salvachúa et al. ʹͲͳ͵); die meistenanderen Peroxidasen aus Basidiomyceten jedoch zeigen bei diesen hohen Temperaturen keineAktivität mehr (Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͶ).Des Weiteren wurde die Stabilität von MsPͳ in Abhängigkeit der Temperatur unter Reaktionsbe-dingungen untersucht (Abb. ͵.͸ͷ). Dazu wurde das rekombinante Enzym mit ͷͲ mM Natrium-acetatpuffer pH ͸,Ͳ verdünnt und bei Ͳ °C, ʹͶ °C, ͶͲ °C und ͷͷ °C für ʹͶ h gelagert. Bei allen Tem-peraturen war MsPͳ über einen Zeitraum von Ͷ h aktiv. Lediglich nach ʹͶ h war eine Abnahmeder Aktivität von ͷͲ–͹Ͳ% zu verzeichnen. Diese außerordentliche Thermostabilität ist mit demhohen Kohlenhydratgehalt (ʹͶ%) des Proteins zu erklären. Sugano et al. (ʹͲͲͲ, ʹͲͲͶ) zeigten,dass die Enzymaktivität unabhängig vom Grad der Glykosylierung ist; die Thermostabilität hin-gegen wird durch den Glykosylierungsgrad beeinϐlusst. Insbesondere O-Glykosylierungen schei-nen einen Einϐluss auf die Thermostabilität von Enzymen zu haben (Lis und Sharon ͳͻͻ͵; Nie
et al. ͳͻͻͻ). Für die native BadDyP und die rekombinante rBadDyP wurden ähnliche Thermosta-bilitäten gezeigt. Nach ʹ h besaßen beide – sowohl bei ͶͲ °C als auch bei ͷͲ °C – noch ͻ͵% ihrerAusgangsaktivität (Kim und Shoda ͳͻͻͻa).DasTemperaturoptimumvonMsPͳwurdemitHilfe vonzwei Substratenuntersucht; sowohlABTSals auch β-Carotin kamen zum Einsatz. Im β-Carotin-Assay zeigte MsPͳ ein Optimum bei ͵Ͳ °C(Abb. ͵.ͷͻ). Bei der Umsetzung der Xanthophylle Bixin und Annatto (Norbixin) zeigte die Peroxi-dase ebenfalls dieses Temperaturoptimum. Der Unterschied zu dem vorher beschriebenen Tem-peraturoptimumdes Enzyms ist mit der geringeren Thermostabilitäten der natürlichen Farbstof-fe β-Carotin, Bixin und Annatto zu erklären. Das Temperaturoptimum eines Enzyms ist unabhän-gig vom Substrat und gibt die Temperatur wieder, bei der das Enzym am efϐizientesten arbei-tet. Sind die eingesetzten Substrate bei dieser Temperatur jedoch nicht stabil, verschiebt sich dasTemperaturoptimum. Alle weiteren Substrate (Tab. ͵.ͳͲ) zeigten eine ausreichende Thermosta-bilität, so dass deren Umsetzung bei ͷͷ °C erfolgte.

͹ͻIsoenzym der PosDyP nach Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ
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ϰ.ϯ.ϱ BesƟmmung des opƟmalen PuffersystemsFür die Umsetzung verschiedener Substrate mit MsPͳ wurde dessen Aktivität in verschiedenenPuffersystemen untersucht:• Citronensäure/NaʹHPOͶ-Puffer nach McIlvaine (Zorn et al. ʹͲͲ͵a)• HCl/Glycin-Puffer• Natriumacetat-Puffer (Scheibner ʹͲͲ͸)• Natriumtartrat-Puffer (Liers et al. ʹͲͳͲ)Umden Einϐluss unterschiedlicher Salze zu betrachten, kamen zusätzlich ein Kaliumacetat-Pufferund ein Citronensäure/KʹHPOͶ-Puffer zum Einsatz. Als Substrate wurden sowohl ABTS, als auch
β-Carotin verwendet.Die höchste Aktivität vonMsPͳwurde in demNatriumacetat-Puffer nachgewiesen, sowohl gegen-über dem Subtrat ABTS als auch gegenüber β-Carotin (Abb. ͵.ͷ͸, ͵.ͷ͹). Die geringsten Aktivitätenwurden in demHCl/Glycin-Puffer unddemNatriumtartrat-Puffer detektiert. Die Verwendung vonKalium- anstatt von Natriumsalzen hatte keine signiϐikante Auswirkung auf die Enzymaktivität.Infolgedessen wurden alle weiteren Untersuchungen im Natriumacetat-Puffer vorgenommen.Weiterhin wurde die Stabilität von MsPͳ in Abhängigkeit des Puffersystems unter Reaktionsbe-dingungen untersucht (Abb. ͵.͸͵, ͵.͸Ͷ). Dazu wurde MsPͳ sowohl in Natriumacetat-Puffer, alsauch in McIlvaine-Puffer verdünnt und bei Ͷ °C gelagert. Die pH-Werte der Pufferlösungen vari-ierten zwischen pH ʹ,Ͳ und ͷ,ͷ bzw. ͸,Ͳ. Während der Lagerung in Natriumacetat-Puffer war dieEnzymaktivität über Ͷ h nahezu konstant; erst nach ʹͶ hwurde ein signiϐikanter Aktivitätsverlustgemessen. Die höchste Stabilität zeigte MsPͳ bei einem pH-Wert von ͷ,Ͳ; nach ʹͶ h besaß MsPͳnoch über ͷͲ% seiner Ausgangsaktivität. Bei der Lagerung in McIlvaine-Puffer hingegen nahmdie Enzymaktivität schon nach ͵Ͳmin ab. Besonders bei pH-Werten über Ͷ,Ͳ wurde ein hoherAktivitätsverlust von MsPͳ gegenüber ABTS verzeichnet. Vermutlich inaktivieren Bestandteiledes McIlvaine-Puffers das Enzym.Die Stabilität bei hohen pH-Werten (≥pH ͸) wird in der Literatur auch für andere DyP-Typ-Per-oxidasen beschrieben (Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ; Linde et al. ʹͲͳͶ); die Stabilität bei geringenpH-Werten (≤pH ʹ) nur für Einzelne (Liers et al. ʹͲͳ͵b; Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ).Das pH-Proϐil vonMsPͳ zeigte, abhängig von den eingesetzten Substraten, Aktivitätsmaxima zwi-schen pH ʹ,ͷ und Ͷ,ͷ (Tab. Ͷ.ͳ) und ist vergleichbar mit den pH-Proϐilen anderer DyP-Typ-Per-oxidasen (PosDyP und AauDyP pH ͵-Ͷ,ͷ; Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ; Linde et al. ʹͲͳͶ). EineAusnahme dabei bildete das Substrat Annatto, für dessen Abbau ein pH-Optimum von ͸,Ͳ be-stimmt wurde. Für das Substrat ABTS zeigte das pH-Proϐil ein eindeutiges Maximum bei pH ͵,Ͳ(Abb. ͵.ͷ͸). Für β-Carotin hingegen wurde über den gesamten pH-Bereich eine hohe Enzymakti-vität gemessen; dennoch wurde ein Optimum bei einem pH-Wert von ͵,ͷ detektiert (Abb. ͵.ͷ͹).Für die Umsetzung von Veratrylalkohol zeigte MsPͳ ein pH-Optimum im sauren Bereich (ʹ,ͷ).
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Liers et al. (ʹͲͳ͵b) beschreibt für die Umsetzung der Substrate Veratrylalkohol und Adlerol mitder Peroxidase AauDyP vergleichbare pH-Optima (pH ͳ,Ͷ-ʹ,ͷ). Auch das pH-Optimum für die Oxi-dation phenolischer Substrate ist entsprechend der in der Literatur aufgeführten Werte (pH ͵,ͷ-Ͷ,ͷ; Liers et al. ʹͲͳ͵b; Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ).
Tabelle ϰ.ϭ: OpƟmale Puffer und pH-Werte der Umsetzung der einzelnen Substrate durch MsPϭ

Substrat Pufferstärke Puffer pH-WertVeratrylalkohol ͳͲͲmM Natriumtartrat-Puffer ʹ,ͷABTS ͵ͲͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,Ͳ
β-Carotin ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷBixin ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷGuajakol ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷʹ,͸-Dimethoxyphenol ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͵,ͷReactive Blue ͷ ͷͲmM Natriumacetat-Puffer Ͷ,ͷReactive Black ͷ ͷͲmM Natriumacetat-Puffer Ͷ,ͷAnnatto ͷͲmM Natriumacetat-Puffer ͸,Ͳ

Lignin-, Mangan- und versatile Peroxidasen aus Pilzen (lignolytische Peroxidasen) weisen diehöchste Aktivität im saurenMilieu auf (pH ͳ,ͷ-ͷ,Ͳ) (Camarero et al. ͳͻͻͻ; Liers et al. ʹͲͳͲ). NachLiers et al. (ʹͲͳͲ) könnte eine hohe Stabilität unter sauren Bedingungen Voraussetzung für dieOxidation nicht-phenolischer Ligninstrukturen sein.Abschließend wurde die Aktivität von MsPͳ in Abhängigkeit der Pufferstärke untersucht. Dierekombinante Peroxidase MsPͳ zeigte über einen großen Molaritätsbereich eine hohe Aktivität(Abb. ͵.ͷͺ). Diese Stabilität gegenüber Salzen bzw. der geringe Einϐluss der Pufferstärke auf dieEnzymaktivität wurde auch schon bei der Zugabe von Natriumchlorid beobachtet, die ebenfallszu keiner Inhibition der Enzymaktivtät führte (Abb. ͵.Ͷͺ). Die Pufferkonzentrationendes verwen-deten Natriumacetat-Puffers, bei denen die höchsten Aktivitäten von MsPͳ gegenüber verschie-denen Substraten gemessen wurden, sind neben den pH-Optima in Tabelle Ͷ.ͳ aufgeführt.
ϰ.ϯ.ϲ LösungsmiƩeltoleranzDie Toleranz von MsPͳ gegenüber ͵Ͳ%igem Ethanol (in Wasser bzw. Puffer) wurde überprüft(Abb. ͵.͸ʹ). Nach Ͷ hwar keine Abnahme der Aktivität zu verzeichnen; nach ʹͶ hwurde ein Akti-vitätsverlust von ͸Ͳ% gemessen. Somit sorgt der hohe Glykosylierungsgrad auch bei dem Einsatzvon ͵Ͳ%igem Ethanol für eine Stabilisierung des Enzyms. Dies ist besonders für die Umsetzungvon Ligninmodellsubstanzen von großem Vorteil, da diese in Lösungsmitteln gelöst werden. Wei-terhin sind dadurch Einsätze bei der Verwertung von Reststoffströmen unter Verwendung vonLösungsmitteln denkbar.
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ϰ.ϯ.ϳ Modell- und Sequenzanalyse der DyP-Typ-Peroxidase MsPϭZur Identiϐizierung von katalytisch aktiven Aminosäureresten und konserviertenMotiven, wurdedie Aminosäuresequenz von MsPͳ mit den Sequenzen verschiedener DyP-Typ-Peroxidasen ver-glichen und Homologien herausgearbeitet (Abb. Ͷ.͸). Die Zählung beim Vergleich der Aminosäu-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. ʹͲͳ͵), das unter allen Mitgliedern der DyP-Typ-Peroxidase-Familie konservierte Strukturmotiv GxxDG identiϐiziert (Sugano ʹͲͲͻ). Nach Sugano et al. (ʹͲͲ͹)spielen die distalen Reste Dͳ͹ͳ und R͵ʹͻ sowie der proximale Rest H͵Ͳͺ der Häm-Umgebung ei-ne essentielle Rolle für die Katalyse (Abb. Ͷ.ͺ; s. Ͷ.͵.͹.ʹ). Anhand des Alignment zeigte sich, dassdie genannten Reste hoch konserviert sind. Bei MsPͳ liegen diese an den Positionen Dͳ͹͵, R͵͵͵und H͵ͳͲ. Das proximal gelegene Glutamat E͵ͻͳ ist ebenfalls in die Katalyse involviert (Sugano
et al. ʹͲͲ͹). Bei AauDyP, PosDyP und MsPͳ übernimmt jedoch ein Aspartatrest diese Funktion;bei MsPͳ hat dieser Rest die Position ͵ͻ͸. Nach Strittmatter et al. (ʹͲͳ͵) sind die Reste Iͳ͹Ͳ, Aͳ͹ͳ,Rʹͷͷ, R͵͵ʹ, R͵͵ʹ und mehrere Wassermoleküle an der Koordination der prosthetischen GruppeHäm durch Ausbildung von Wasserstoffrückenbindungen mit den Propansäureresten des Por-phyringerüstes beteiligt. MsPͳ zeigt ebenfalls vier dieser Reste: Iͳ͹ͷ, Rʹ͸͸, R͵ͳ͹ und R͵͵͵; derAlaninrest Aͳ͹ͳ ist durch ein Serin Sͳ͹͸ ersetzt.Hͳ͸Ͷ und Hͳ͸͸ (BadDyP) sind in vielen Sequenzen von DyP-Typ-Peroxidasen konserviert undwerden als möglicher Häm-Ligand diskutiert (z.B. proximales Histidin) (Sugano ʹͲͲͻ). In der Se-quenz von MsPͳ liegen sie an den Positionen ͳ͸͸ und ͳ͸ͺ. Nach Sugano et al. (ʹͲͲͶ) ist Hͳ͸͸ fürdie Peroxidaseaktivität nicht von Bedeutung . Hͳ͸Ͷ hingegen wurde ursprünglich als das proxi-male Histidin postuliert (Sato et al. ʹͲͲͶ).Weiterführende Strukturanalysen ergaben jedoch, dassdieser Rest kein Ligand des Häms ist (Sugano et al. ʹͲͲ͹). Sugano et al. (ʹͲͲͶ) zeigten, dass beieinem Austausch von Hͳ͸Ͷ durch Aͳ͸Ͷ sowohl die Aktivität, als auch die Häm-Bindung verlorengehen. Nach Faraco et al. (ʹͲͲ͹) deuten die Ergebnisse des Austausches auf eine Verringerung derProteinstabilität und der Häm-Binde-Afϐinität hin. Nach Sugano (ʹͲͲͻ) spielt Hͳ͸Ͷ eine wichtigeRolle für die Proteinfaltung oder die Häm-Bindung. In der Sequenz der DyP aus Pleurotus ost-
reatus ist Hͳ͸Ͷ jedoch nicht konserviert; an dieser Stelle beϐindet sich ein Lysinrest (K). DieserAustausch wird ebenfalls bei weiteren Vertretern der Dyp-Typ-Familie beschrieben (Faraco et al.ʹͲͲ͹). Folglich ist die Funktion des Histidins Hͳ͸Ͷ nicht abschließend geklärt.
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Abbildung ϰ.ϲ: Vergleich der Aminsoäuresequenzen verschiedener DyP-TyP-Peroxidasen aus M. scorodonius
(MsPϭ, NCBI BOBKϳϭ), A. auricula-judae (AauDyP, NCBI AFJϳϵϳϮϯ), B. adusta (BadDyP, NCBI
BAAϳϳϮϴϯ, PDB-ID ϯAFV) und P. ostreatus (PosDyP, NCBI CAKϱϱϭϱϭ): vollständige �: konser-
vierte Aminosäuren; �: das charakterisƟsche GxxDG-MoƟv; �: konservierte Histdin-Reste (Hϭϲϲ
und Hϭϲϴ); Dϭϳϯ, HϯϭϬ, Rϯϯϯ, Dϯϵϲ: katalyƟsch akƟve Aminosäuren; ⃝: Eϯϵϭ; �: Reste der HϮOϮ-
Bindetasche; �: potenƟell an der Bindung der prostheƟschen Gruppe Häm beteiligt durch Aus-
bildung von WasserstoĪrückenbindungen mit den Propansäureresten des Porphyringerüstes;
�: oberflächenexponierte Aminosäuren eines möglichen long range electron transfer (LRET);
�: am potenƟellen LRET beteiligte Aminosäuren
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Die Manganbindestelle (bestehend aus drei Aminosäuren (Glu, Glu, Asp) und einem Propionatder Hämgruppe), die MnP und VP aufweisen (Ruiz-Dueñas et al. ʹͲͲͻ; Banci et al. ʹͲͲ͵), sind inder Sequenz vonMsPͳ nicht aufzuϐinden. Anhand der Kristallstruktur von AauDypwurden Resteidentiϐiziert (DͺͶ, L͵͸͸, S͵͸͹), die in Verbindung mit Wassermolekülen K+ binden (Strittmatter
et al. ʹͲͳͷ). Die Bindestelle ist nicht vergleichbar mit der Stelle, die von Mn-bindenden DyP-Typ-Peroxidasen aus Bakterien berichtetwird. Dennochwurde gezeigt, dass DyP-Typ-Peroxidasen ausPilzen in der Lage sindMetallionen zu binden (Strittmatter et al. ʹͲͳͷ). In der Sequenz vonMsPͳsind die genannten Reste nicht konserviert. Nach Brown et al. (ʹͲͳʹ) wird die Mn-Bindestelle ineiner bakteriellen DyP-Typ-Peroxidase durch die Reste Eʹͷͺ, Eʹ͹͵ und EʹͺͶ gebildet. Auch dieseReste sind in der Sequenz von MsPͳ nicht nachzuweisen.
ϰ.ϯ.ϳ.ϭ Berechnung eines Strukturmodells für MsPϭMittels Röntgenstrukturanalyse wurden bisher zwei Strukturen von DyP-Typ-Peroxidasen ausPilzen aufgeklärt: zum einen die der klassischen DyP aus Bjerkandera adusta (BadDyP; PDB-Code͵AFV) und zum anderen die Struktur einer DyP aus Auricularia auricula-judae (AauDyP; PDB-Code ͶAUͻ). Mit dem Programm SWISS-MODEL wurde ein Strukturmodell von MsPͳ in Homo-logie zur Röntgenkristallstrukur der BadDyP berechnet. Die Strukturen wiesen eine Homologievon Ͷͺ%auf (Abb. ͵.͹ͳ), wodurch von einer ähnlichen Faltung beider Proteine ausgegangenwer-den konnte (Dill et al. ʹͲͲͺ). Die berechnete ͵D-Struktur der DyP-Typ Peroxidase MsPͳ wurdemit Chimera visualisiert (Abb. ͵.͹ʹ). Das berechnete Strukturmodell weist ʹͳ α-Helices und ͹
β-Faltblattstrukturen auf. Weiterhin verfügt es über zwei Domänen, die das zentrale Häm um-schließen: eine proximal gelegene N-terminale Domäne mit dem proximalen Histidin und einedistal gelegene C-terminale Domäne mit dem konservierten Arginin- und Aspartatrest. Beide Do-mänen besitzen eine viersträngige anti-parallele β-Faltblattstruktur, die zwischen α-Helices in ei-ner Ferredoxin-ähnlichen Faltung liegt. Beide β-Faltblattstrukturen bilden gemeinsam das cha-rakteristische β-barrel, welches das Häm ϐlankiert. Dieses Motiv wurde bisher für keine anderePeroxidase beschrieben (Sugano et al. ʹͲͲ͹; Zubieta et al. ʹͲͲ͹b; Zubieta et al. ʹͲͲ͹a). DyP-Typ-Peroxidasen unterscheiden sich somit stark von den klassischen Häm-Peroxidasen, die eine sehr
α-helix-reiche Struktur aufweisen (Strittmatter et al. ʹͲͳ͵).
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ϰ.ϯ.ϳ.Ϯ Katalysemechanismus und SubstratoxidaƟonsstellenPeroxidasen (EC ͳ.ͳͳ.ͳ) nutzen meist Wasserstoffperoxid als Elektronenakzeptor, um die Oxida-tion unterschiedlichster Substrate zu katalysieren (Reaktionsgleichung ͳ und ʹ). Der vermuteteReaktionsmechanismus von DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen ist teilweise äquivalent zumMecha-nismus anderer Peroxidasen (Verbindung I äquivalent); unterscheidet sich aber auch in wesent-lichen Punkten (Sugano et al. ʹͲͲ͹; Strittmatter et al. ʹͲͳ͵). Beispielsweise wurde derMechanis-mus der Bildung vonVerbindung I umeine Konformationsänderung eines distalen Aspartatresteserweitert (Yoshida et al. ʹͲͳͳ). Des Weiteren wurde Verbindung II bisher für DyP-Typ-Peroxida-sen nicht nachgewiesen (Hofrichter et al. ʹͲͳͲ; Sugano et al. ʹͲͲ͹).ʹ XHʹ + HʹOʹ → ʹHʹO + ʹXH•
ReakƟonsgleichung ϭ: EnzymaƟsche OxidaƟon von Substraten unter Verwendung von HϮOϮ als Elektronenak-

zeptor; XHϮ: Substratmolekül; XH•: korrespondierendes Substratradikal

Enzym + HʹOʹ → Verbindung I + HʹOVerbindung I + XHʹ → Verbindung II + XH•Verbindung II + XHʹ → Enzym + XH• + HʹO
ReakƟonsgleichung Ϯ: Typischer Katalysezyklus von Peroxidasen (Enzym) (Sugano ϮϬϬϵ); Verbin-

dung I: (FEϰ+−−O) Por•+; Verbindung II: (FEϰ+−−O) Por; XHϮ: Substratmolekül; XH•: korre-
spondierendes Substratradikal

Das als Co-Faktor benötigte Wasserstoffperoxid erreicht über einen trichterförmigen, größten-teils hydrophoben Kanal (substrate access channel) die kleine zylindrische HʹOʹ-Bindetasche, diebei der BadDyP von den Resten Dͳ͹ͳ, R͵ʹͻ, L͵ͷͶ und F͵ͷ͸ gebildet wird (Sugano et al. ʹͲͲ͹; Stritt-matter et al. ʹͲͳ͵). In der Aminosäuresequenz vonMsPͳwurden diese Reste auch nachgewiesen(Dͳ͹͵, R͵͵͵, L͵͸ʹ und F͵͸Ͷ) (Abb. Ͷ.͹).Die einzigartigeWasserstoffperoxid-Bindestelle vonDyP-Typ-Peroxidasen unterscheidet sich vonanderen Peroxidasen (Faraco et al. ʹͲͲ͹). Die Neuanordnung des Protons von HʹOʹ erfolgt überein distales Aspartat (BadDyp Dͳ͹ͳ; MsPͳ Dͳ͹͵; basischer Aminosäurerest); bei anderen Peroxi-dasen hingegen durch ein Histidin (Strittmatter et al. ʹͲͳ͵). Das Aspart in der Häm-Höhle ist einstrukturelles Merkmal, das DyP-Typ-Peroxidasen mit bakteriellen Katalase-Peroxidasen gemein-sam haben (Liers et al. ʹͲͳ͵b; Zámocký et al. ʹͲͲͻ).
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(a) (b)

Abbildung ϰ.ϳ: Darstellung der HϮOϮ-Bindetasche von MsPϭ (modifiziert nach Liers et al. ϮϬϭϯb); (a) und (b)
stellen dabei verschiedene Ansichten dar: : prostheƟscheGruppeHäm; Dϭϳϯ, Rϯϯϯ, LϯϲϮ, Fϯϲϰ:
an der Bildung der HϮOϮ-Bindetasche beteiligten Reste; Dϭϳϯ, HϯϭϬ, Rϯϯϯ, Dϯϵϲ: katalyƟsch akƟve
proximale und distale Reste der Häm-Umgebung

Nach Sugano et al. (ʹͲͲ͹) nimmt das Aspartat Dͳ͹ͳ (MsPͳ Dͳ͹͵) während der Katalyse ein Pro-ton vomSauerstoffatomdesWasserstoffperoxides auf und überträgt es auf das andere Sauerstoff-atom, wodurch die O−O-Bindung heterolytisch gespalten undWasser freigesetzt wird (Abb. Ͷ.ͺ).Dabeiwird einElektron vomEisen (Fe͵+wird zuFeͶ+ oxidiert) und ein zweites vomPorphyrinringauf den verbleibenden Sauerstoff übertragen, wodurch die sogenannten Verbindung I der klassi-schen Peroxidasen (Porphyrin-Kation-Radikalmit einemFeͶ+-Oxo-Intermediat) entsteht. UmdasProton von HʹOʹ aufnehmen zu können, ändert das Aspartat in Gegenwart von Wasserstoffper-oxid die Position seiner Seitenkette hin zum Häm-Molekül. Nach der Bildung von Verbindung Ischwingt die Seitenkette wieder in seine Ausgangsposition zurück (Yoshida et al. ʹͲͳͳ). NachStrittmatter et al. (ʹͲͳ͵) kann nur durch diese Konformationsänderung Verbindung I gebildetwerden.Der Argininrest (BadDyp R͵ʹͻ; MsPͳ R͵͵͵) ist für die Katalyse ebenfalls essentiell (Strittmatter et
al. ʹͲͳ͵). Das Arginin nimmt nicht direkt amProzess der Neuanordnung teil, sondern koordiniertHʹOʹ durchWasserstofϐbrückenbindungen an der sechsten Koordinationsstelle des Fe͵+ und sta-bilisiert anschließend die Verbindung I (Ladungsstabilisator). Das proximale Glutamat E͵ͻͳ derBadDyP bildetWasserstofϐbrückenbindungen zum fünften Ligand (BadDyPH͵Ͳͺ; MsPͳH͵ͳͲ) desHäms aus und stabilisiert damit das Fe͵+ und FeͶ+. Dieser proximale Rest ist in den anderen DyP-
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Typ-Peroxidasen durch ein Aspartat (MsPͳ D͵ͻ͸) ausgetauscht (Abb. Ͷ.͸).Der Ausgangsoxidationszustand des Zentralatoms (Fe͵+) des Häms wird anschließend durch dieschrittweise Aufnahme von zwei Elektronen von Substratmolekülen wieder hergestellt. Die da-bei entstehende Verbindung II wurde für die DyP-Typ-Peroxidasen bisher nicht nachgewiesen;jedochveröffentlichtenLiers et al. (ʹͲͳ͵a) erste Informationen über einen zurVerbindung IImög-licherweise vergleichbaren reaktiven Enzymzustand (DyP-Intermediat).
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ϮϬϬϳ)

ͳͻ͹



Diskussion
Nach Strittmatter et al. (ʹͲͳ͵) verändert der Schwingmechanismus vom Aspartat zusätzlich dieGröße der Oǆ ffnung des Häm-Zugangskanals, so dass auch größere Moleküle als HʹOʹ (beispiels-weise kleine organischeKomponenten) passieren könnten. Somitwürde das Aspartat als gatekee-
per dienen, wodurch das Enzym in der Lagewäre, Substrate direkt in der Hämkavität zu oxidieren(Strittmatter et al. ʹͲͳ͵). Berechnungen zeigten, dass Moleküle der Größe von Guajakol knapp inden Häm-Zugangskanal passen; jedoch ist der Großteil der Substrate von DyP-Typ-Peroxidasenbeträchtlich größer als Guajakol (Strittmatter et al. ʹͲͳ͵). Aus diesem Grund vermuten die Auto-ren oberϐlächenexponierte Substratinteraktionsstellen.Durch Kristallisationsstudien von BadDyP mit dem Substrat ʹ,͸-Dimethoxyphenol (DMP; ähnli-che Größe wie Guajakol) identiϐizierten Yoshida et al. (ʹͲͳʹ) eine mögliche Substratbindestelle.DMP befand sich in einem zweiten Kanal in der Nähe des Häms und bildete Wasserstofϐbrücken-bindungen zu der Aminosäure N͵ͳ͵, Wassermolekülen an der distalen Seite des Häms und demPropionat aus (Abb. Ͷ.ͻ). Dieses Wasserstofϐbrückennetzwerk war essentiell für den Elektronen-transfer vom Substrat zum Häm.

(a) (b)

Abbildung ϰ.ϵ: Darstellung der Substratbindetasche der BadDyP für DMP (modifiziert nach Yoshida et al. ϮϬϭϮ)
(a): Darstellung der Häm-Umgebung von BadDyP: : DMP-Molekül; : Wassermoleküle;

: prostheƟsche Gruppe Häm; Dϭϳϭ, HϯϬϴ, RϯϮϵ und Eϯϵϭ: katalyƟsch akƟve proximale und
distale Reste der Häm-Umgebung; Nϯϭϯ: am Elektronentransfer beteiligt
(b): AusschniƩ der Proteinoberfläche von BadDyP, der die Substratbindetasche für DMP zeigt:

: Proteinoberfläche; : DMP-Molekül
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Allerdings sind diese Aminosäuren unter den verglichenen DyP-Typ Peroxidasen nicht konser-viert (Abb. Ͷ.͸). Des Weiteren weist die Oberϐläche von MsPͳ keinen frei zugänglichen Kanal fürʹ,͸-Dimethoxyphenol auf (Abb. Ͷ.ͳͲ). Auch bei der AauDyp ist dieser Kanal nicht vorhanden, daer durch eine Schleife verdeckt wird (Linde et al. ʹͲͳͷa).

Abbildung ϰ.ϭϬ: Darstellung der vergleichbaren Substratbindetasche für DMP bei MsPϭ (modifiziert nach Yoshi-
da et al. ϮϬϭϮ): : AusschniƩ der Proteinoberfläche von MsPϭ; : DMP-Molekül

In weiterführenden Studien identiϐizierten Strittmatter et al. (ʹͲͳ͵, ʹͲͳͷ) bei der DyP-Typ-Per-oxidase AauDyP zwei Arten von Substratinteraktionsstellen. Strittmatter et al. (ʹͲͳͷ) zeigten,dass Azolderivate die sechste Koordinationsstelle des Häms der AauDyP besetzten können. Siebewiesen damit die Fähigkeit von DyP-Typ-Peroxidasen, kleine organische Moleküle in der Häm-Tasche zu binden.Diese Fähigkeit hängt direkt mit der Form des Häm-Kanals (heme access channel) zusammen. Be-zogen auf die Dimensionweist AauDyP einen ähnlichenKanalwie CytochromePͶͷͲ und unspezi-ϐische Peroxygenasen (UPOs) auf, die die direkte Oxidation von Substraten am Häm katalysieren.Die Form des Häm-Zugangskanals der AauDyP, insbesondere bezogen auf die Größe und LagezumHäm, gleicht größtenteils der unspeziϐische Peroxygenasen aus Agrocybe aegerita (AaeUPO).Beide zeigen Zugangskanäle, die annähernd rechtwinklig zur Ebene der prosthetischen Gruppestehen. 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 Zugangskanälemit kleinen Bindetaschen auf. Dadurch sindsie nicht in der Lage größere Moleküle als Wasserstoffperoxid in der Häm-Tasche zu binden. Aau-DyP und AaeUPO haben dafür hingegen genügend Platz.Weiterhin besitzen DyP-Typ-Peroxidasen und UPOs funktional identische Säure-Base-Paare be-stehend aus dem Guanidinrest eines Arginins und der Carboxylatgruppe eines Aspartats oderGlutamats (Strittmatter et al. ʹͲͳͷ). Infolgedessenwürde es die Autoren nicht überraschen,wenndieFunktionalität derAauDypdurcheineErweiterungdes „Flaschenhalses“ desHäm-Kanals durchMutation zu einer Peroxygenase hin verändert werden würde.
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Die zweite Art von Substratinteraktionsstellen sind oberϐlächenexponierte redoxaktive Amino-säuren, die auchandereHäm-PeroxidasenwieLignin- undversatile Peroxidasenaufweisen (Stritt-matter et al. ʹͲͳͷ).Liers et al. (ʹͲͳ͵a) und Strittmatter et al. (ʹͲͳ͵) identiϐizierten potentielle long range electron
transfers (LRET-Uǆ bertragungswege) bei der DyP-Typ-Peroxidase aus Auricularia auricula-judae.Dabei interagieren die Substrate mit oberϐlächenexponierten Bindestellen (lösungsmittelexpo-nierte Substratbindestellen) und Elektronen werden durch einen Langstreckentransfer von derOberϐläche bis hin zum Häm übertragen. Elektronenreiche aromatische Aminosäuren wie Tryp-tophan und Tyrosin an der Proteinoberϐläche dienen dabei als Oxidationsstellen. Saure Seitenket-ten (AauDyp E͵ͷͶ; MsPͳ E͵ͷͻ) in deren Umgebung stabilisieren die entstehenden Radikalionen(Strittmatter et al. ʹͲͳ͵).Um die Substrate an der oberϐlächenexponierten Oxidationsstelle zu halten und einen efϐizientenElektronentransfer zu gewährleisten, gehen Strittmatter et al. (ʹͲͳͷ) 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 Aminosäuren, die bei AauDyp als „Anker“-Motividentiϐiziert wurden, sind nicht konserviert (Abb. Ͷ.͸). Demzufolge stellen sie keine universelleSubstratbindestelle dar. Dennoch können mit Sulfat- sowie Sulfonatgruppen ausgezeichnet Was-serstofϐbrückenbindungen ausgebildet werden. Aus diesem Grund vermuten Strittmatter et al.(ʹͲͳͷ), dass auch andere DyP-Typ-Peroxidasen die Substrate auf diese Weise an der Oxidations-stelle ϐixieren.Auf der Oberϐläche der AauDyp wurden sieben Tyrosine und vier Tryptophane identiϐiziert; derMittelwert bei DyP-Typ-Peroxidasen aus Basidiomyceten liegt bei ͺ,ͺ Tyrosin- und ͷ,͹ Trypto-phanresten pro Proteinmolekül (Linde et al. ʹͲͳͷb). Ein LRET-Uǆ bertragungsweg bei der AauDypverläuft vom Y͵͵͹ͺͲ, das bei DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen und Bakterien hoch konserviert ist,über L͵ͷ͹ zumHäm (Liers et al. ʹͲͳ͵a, Strittmatter et al. ʹͲͳ͵, Linde et al. ʹͲͳͶ, Strittmatter et al.ʹͲͳͷ, Linde et al. ʹͲͳͷa). MsPͳ weist diesen möglichen LRET-Uǆ bertragungsweg (Y͵͵ͺ über G͵͸ͳund L͵͸ʹ zum Häm) ebenfalls auf (Abb. Ͷ.ͳͳ).

ͺͲZählung ausgehen vom reifen Protein
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(a) (b)

Abbildung ϰ.ϭϭ: Darstellung des möglichen LRET-Übertragungsweges bei MsPϭ (modifiziert nach Liers et al.
ϮϬϭϯa)
(a): : prostheƟsche Gruppe Häm; Dϭϳϯ, HϯϭϬ, Rϯϯϯ und Dϯϵϲ: katalyƟsch akƟve proximale
und distale Reste der Häm-Umgebung; Yϯϯϴ, Gϯϲϭ und LϯϲϮ: am LRET beteiligte Aminosäuren
(b): AusschniƩ der Proteinoberfläche vonMsPϭ; lila markiert ist dabei die oberflächenexponier-
te Aminosäure Yϯϯϴ

Ein weiterer, kurzer Elektronentransfer verläuft bei der AauDyp über das TryptophanW͵͹͹ überThreonin T͵Ͳͺ zum Häm (Liers et al. ʹͲͳ͵a, Strittmatter et al. ʹͲͳ͵, Linde et al. ʹͲͳͶ, Strittmat-ter et al. ʹͲͳͷ, Linde et al. ʹͲͳͷa). MsPͳ weist diesen möglichen kurzen LRET-Uǆ bertragungsweg(W͵ͺʹ über L͵͹ͺ zum Häm) ebenfalls auf (Abb. Ͷ.ͳʹ). Jedoch ist bei MsPͳ das Threonin gegen einLeucin ausgetauscht.
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Abbildung ϰ.ϭϮ: Darstellung des möglichen kurzen LRET-Übertragungsweges bei MsPϭ (modifiziert nach Liers
et al. ϮϬϭϯa)
(a): : prostheƟsche Gruppe Häm; Dϭϳϯ, HϯϭϬ, Rϯϯϯ und Dϯϵϲ: katalyƟsch akƟve proximale
und distale Reste der Häm-Umgebung; WϯϴϮ und Lϯϳϴ: am LRET beteiligte Aminosäuren
(b): AusschniƩ der Proteinoberfläche vonMsPϭ; lila markiert ist dabei die oberflächenexponier-
te Aminosäure WϯϴϮ

Linde et al. (ʹͲͳͷa) zeigten, dass der bevorzugte LRET-Uǆ bertragungsweg bei der AminosäureTryptophanW͵͹͹ beginnt. Andere LRET - wie beispielsweise der über die Aminosäure Y͵͵ͺ - ha-ben nur einen geringen Anteil an der Katalyse.
ϰ.ϯ.ϴ ErmiƩlung der Kristallstruktur von MsPϭDas gereinigte MsPͳ wurde zur Kristallisation und anschließender Röntgenstrukturanalyse andenArbeitskreis vonFrauProf. Dr. Becker (Institut für Ernährungswissenschaft der Justus-Liebig-Universität Gießen) gegeben. Die Kristallisation war erfolgreich und die Untersuchung der ͵-di-mensionalen Struktur von MsPͳ mittels Röntgenstrukturanalyse erfolgte. Anhand von Verglei-chen mit anderen DyP-Typ-Peroxidasen wurden Aminsosäurereste nahe dem aktiven Zentrumherausgesucht, die möglicherweise eine hydrophobe Tasche bilden und die Enzymaktivität regu-lieren. Mit Hilfe von Mutagenesestudien sollen die Funktionen dieser Aminosäurereste bei derUmsetzung von β-Carotin und ABTS gezeigt werden (Pretzel et al. ʹͲͳʹ).
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ϰ.ϯ.ϵ Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die EnzymakƟvitätAlle Häm-Peroxidasenwerden bei Abwesenheit reduzierender Substrate vonWasserstoffperoxiddeaktiviert (Linde et al. ʹͲͳͶ); die Toleranz von Peroxidasen gegenüber HʹOʹ ist jedoch unter-schiedlich hoch (Khosraneh et al. ʹͲͲ͹; Gil-Rodrı́guez et al. ʹͲͲͺ). Nach ValderramaundVazquez-Duhalt (ʹͲͲͷ) ist die Deaktivierung des Enzyms durch Peroxide auf den Verlust der Eisenkoor-dination, die Destruktion des Häms oder auf die Bildung von Proteinaggregaten zurückzuführen.Arnao et al. (ͳͻͻͲb) beschreiben eine „Selbstmord-Inaktivierung“ von klassischen Peroxidasendurch Wasserstoffperoxid.Aber auch inGegenwart reduzierender SubstratewerdenPeroxidasendurchHʹOʹ deaktiviert. Ar-nao et al. (ͳͻͻͲa) untersuchten dazu die Inaktivierung einer Meerrettichperoxidase durch Was-serstoffperoxid in Gegenwart reduzierender Substrate und die mögliche Schutzfunktion dieserSubstrate. Baynton et al. (ͳͻͻͶ) untersuchten die Kinetik der Inaktivierung der Meerrettichper-oxidase durch HʹOʹ in Anwesenheit von Phenolen.Sowohl der ABTS-Assay, als auch der β-Carotin-Assay wurden mit MsPͳ unter Zugabe von ver-schiedenen Mengen an HʹOʹ durchgeführt. Bei einem Zusatz von Ͳ,ͳʹͷmM HʹOʹ war die Per-oxidaseaktivität von MsPͳ gegenüber den Substraten am höchsten. Sowohl niedrigere, als auchhöhere Konzentrationen an Wasserstoffperoxid limitierten den Umsatz von ABTS und β-Carotin(Abb. ͵.͸Ͳ, ͵.͸͹). Bei einem zu großen Uǆ berschuss an Wasserstoffperoxid wird die Peroxidasegehemmt; bei einer zu niedrigen Konzentration an HʹOʹ hingegen ist nicht genügend Wasser-stoffperoxid vorhanden, um die maximale Aktivität zu erreichen. Für die Umsetzung der anderenuntersuchten Substrate wurden entsprechende Ergebnisse erhalten.Nach Dequaire et al. (ʹͲͲʹ) hängt der Grad der Inhibierung von der Wasserstoffperoxidkonzen-tration ab. Bei sehr hohen HʹOʹ-Konzentrationen bzw. einem zu großen Uǆ berschuss an HʹOʹim Vergleich zum Substrat tritt eine irreversible Inaktivierung des Enzyms auf. Dabei reagiertvermehrt HʹOʹ anstelle des Substrates mit Verbindung I (Reaktionsgleichung ʹ) zu einer inak-tiven Verdo-Häm-Form des Proteins. Bei der reversiblen Inhibierung reagiert HʹOʹ mit Verbin-dung II (Reaktionsgleichung ʹ) zu einer sogenannten Oxyperoxidase-Form des Enzyms (Verbin-dung III; Struktur ähnlich zu Oxyhämoglobin). Durch verschiedene Elektronendonatoren kannVerbindung III wieder zu Verbindung I reduziert werden, wodurch das Enzym im katalytischenZyklus verbleibt. Die unterschiedlichen Elektronendonatoren reduzieren Verbindung III jedochverschieden efϐizient. Abhängig vom pH-Wert und der Temperatur konvertiert Verbindung III al-lerdings auch durch spontanen Zerfall in den Grundzustand des Enzyms zurück (Dequaire et al.ʹͲͲʹ). Ob die Inaktivierung von DyP-Typ-Peroxidasen durch HʹOʹ auf gleiche Weise verläuft, istnoch nicht geklärt. Um einen Uǆ berschuss anWasserstoffperoxid zu vermeiden, werden Peroxida-sen in der Natur durch andere Enzyme, wie beispielsweise Arylalkohloxidasen, mit dem Cofaktorversorgt.
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Kim und Shoda (ͳͻͻͻa) zeigten, dass die Toleranz der BadDyP gegenüber Wasserstoffperoxidvom Substrat und der Konzentration des Enzyms abhängen. Wasserstoffperoxid (Co-Substrat)und Substrat konkurrieren miteinander um die Bindung am Enzym, wodurch die Km-Werte desEnzyms zu beiden Substraten eine Rolle bei der Inhibierung spielen dürften. Dieswurde ebenfallsfür MsPͳ gezeigt. Folglich wurden für die Umsetzung aller Substrate durch MsPͳ die optimalenWasserstoffperoxid- und Enzymkonzentrationen bestimmt.
ϰ.ϯ.ϭϬ Einfluss von Sauerstoff auf die EnzymakƟvitätMsPͳ oxidiert β-Carotin auch in Abwesenheit von Wasserstoffperoxid, wobei die Enzymaktivi-tät durch die Zugabe von HʹOʹ signiϐikant gesteigert werden kann (Abb. ͵.͸Ͳ). Dies wurde vonScheibner (ʹͲͲ͸) auch für das native EnzymMsPͳ ausMycetinis scorodonius gezeigt.Der Reaktionsansatz des Enzym-Assays kann durch den Zusatz der β-Carotin-Substratlösung unddem darin enthaltenen Emulgator Tween® ͺͲ zwar geringe Mengen an Wasserstoffperoxid ent-halten (s. ͵.͹.͹.ͳ), jedochwärederUmsatz vonβ-CarotindurchMsPͳschonnachkurzerZeit durchdas Auϐbrauchen des vorhandenen HʹOʹ beendet gewesen. Die Reaktion verlief hingegen über ei-ne Dauer von nahezu einer Stunde.Des Weiteren wurde die Enzymaktivität gegenüber β-Carotin durch die Anreicherung des Reak-tionspuffers mit Sauerstoff um den Faktor ʹ,͵ gesteigert (Abb. ͵.͸ͳ). Dahingegen führte die Ent-gasung des Puffers und somit die Abreicherung von Sauerstoff zu einem fast vollständigen Ver-lust der Aktivität. Demzufolge ist die Oxidation von β-Carotin durch MsPͳ direkt vom Gehalt anSauerstoff in Form vonOʹ abhängig. Brown et al. (ʹͲͳʹ) beschreiben eine HʹOʹ-unabhängige oxi-dative Decarboxylierung von Ͷ-Methoxymandelsäure durch eine DyP-Typ-Peroxidase aus Amyco-
latopsis sp. in Gegenwart von Sauerstoff. Die Oxidasefunktion der DyP-Typ-Peroxidase aus demLignin-reaktivenBakterium ist zusätzlich abhängig vonMnʹ+. Nach denAutoren reicht die Zugabevon Mnʹ+ jedoch nicht aus, um das Fe͵+ des Häms zu Feʹ+ reduzieren, welches klassischerweisemit dem Sauerstoff reagieren würde. Nach Brown et al. (ʹͲͳʹ) ist somit ein komplexer Kataly-semechanismus notwendig, wie er auch schon für andere Peroxidasen beschrieben worden ist(Yamazaki und Piette ͳͻ͸͵; Paszczyński et al. ͳͻͺ͸). Die Umsetzung von β-Carotin durch MsPͳin Gegenwart von Sauerstoff verläuft hingegen ohne den Zusatz von Mnʹ+.Adak et al. (ͳͻͻͺ) beschreiben für eine Meerrettichperoxidase den Mechanismus der Oxidationvon Epinephrin ohne Zusatz von Wasserstoffperoxid unter Verbrauch von molekularem Sauer-stoff. Nach den Autoren wird das Fe͵+ des Häms zunächst zu Feʹ+ unter Bildung eines Substra-tradikals reduziert. Das Feʹ+-Enzym reagiert anschließendmit molekularem Sauerstoff unter Bil-dung von Verbindung III. Diese Verbindungwird unter Bildung eines Hyperoxids Oʹ•–wieder zumnativen Enzymoxidiert. Das entstandeneOʹ•– reagiertmit dem Substratradikal unter Bildung vonWasserstoffperoxid,welches anschließend für dieDurchführungder üblichenPeroxidasereaktionverwendet werden kann. Phenole wie beispielsweise Guajacol weisen hohe Standardpotentiale
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von etwa ͻͲͲ mV (gegen NWE) auf und können von der Meerrettichperoxidase nur in Gegen-wart von Wasserstoffperoxid umgesetzt werden (Adak et al. ͳͻͻͺ; Hauser und Olsen ͳͻͻͺ). DasStandardpotential von Epinephrin hingegen liegt bei etwa ͳͷͲ-͵ͲͲ mV (gegen NWE). Adak et al.(ͳͻͻͺ) führen die Fähigkeit derMeerrettichperoxidase Epinephrin durchmolekularen Sauerstoffzu oxidieren auf das vergleichsweise niedrige Standardpotential des Substrates zurück.Nach Martin et al. (ͳͻͻͻ) liegt das Standardpotential für eine Ein-Elektronen-Oxidation von β-Carotin bei ͸ͷͲ-͹ͺͲ mV (gegen NWE) und somit nur knapp unter den Standardpotentialen vonPhenolen. Somit kann der Oʹ-abhängige Abbau von β-Carotin durch MsPͳ nicht einzig durch dasStandardpotential des Substrates erklärt werden. Jedoch weisen DyP-Typ-Peroxidasen mehrereOxidationsstellen auf, sowohl auf der Proteinoberϐläche, als auch nahe des aktiven Zentrums. Ver-mutlich bindet β-Carotin auf Grund seiner Struktur an einer anderenOxidationsstelle als Phenole.Auch wenn der Katalysemechanismus der Oxidasefunktion von DyP-Typ-Peroxidasen noch nichtgeklärt ist, erweitert diese Funktion deren Substratspektrum und ermöglicht die Reaktion mitkomplexeren Substraten (Brown et al. ʹͲͳʹ).
ϰ.ϯ.ϭϭ ErmiƩlung des Substratspektrums und der kineƟschen ParameterDie vier Peroxidasefamilien (DyP-Typ-Peroxidasen (DyPs), Manganperoxidasen (MnPs), Lignin-peroxidasen (LiPs) und versatile Peroxidasen (VPs)) unterscheiden sich in ihren katalytischenEigenschaften, auch wenn sie alle ABTS, einen Farbstoff mit niedrigem Redoxpotential, efϐizientoxidieren können (Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ). Um die katalytischen Eigenschaften von MsPͳmit anderen DyP-Typ-Peroxidasen und lignolytischen Peroxidasen (LiP, VP, MnP) zu vergleichen,wurden unterschiedlichste Substrate umgesetzt (Tab. ͵.ͳͲ) und die katalytischen Konstanten be-stimmt (Tab. ͵.ͳʹ, Tab. ͵.ͳ͵).MsPͳ wies die höchste Afϐinität (Km= ͳͷ,ͺ µM) zu dem Substrat ABTS auf und setzte dieses miteiner katalytischen Efϐizienz von ͸,͵× ͳͲ͹ s−ͳM−ͳ um. Diese ist ͵,ͷ-fach höher als die kataly-tischen Efϐizienz der AauDyP (ͳ,ͺ× ͳͲ͹ s−ͳM−ͳ; Linde et al. (ʹͲͳͶ)) und sogar ͺ-fach höherals die der DyP-Typ-Peroxidase aus Irpex lacteus (ͺ,Ͳ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ; Salvachúa et al. (ʹͲͳ͵)).Die Afϐinität von MsPͳ zu ABTS ist vergleichbar zur der Afϐinität einer versatilen Peroxidase aus
Pleurotus ostreatus (Pleos-VPʹ: Km= ͳʹ,Ͳ µM); dennoch liegt die katal. Efϐizienz der VP nur bei͹,ʹ× ͳͲͷ s−ͳM−ͳ (Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ). Linde et al. (ʹͲͳͶ) beschreiben ebenfalls, dassdie katalytische Efϐizienz der DyP-Typ-Peroxidasen für ABTS gleich oder sogar höher ist als dieanderer 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 ͷ wurde von MsPͳ mit einer Afϐinität von ͵ʹ,͸ µM gebunden und mit einer ka-talytischen Efϐizienz von ͹,Ͷ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ umgesetzt. Reactive Blue ͷ ist ein Anthrachinonfarb-stoff und wird als ein charakteristisches Substrat für DyP-Typ-Peroxidasen beschrieben (Kim et
al.ͳͻͻͷ). Die ermittelten katalytischenKonstanten sind vergleichbar zu denen von anderen in der
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Literatur beschrieben DyP-Typ-Peroxidasen (BadDyP: Km= ͷͶ,Ͳ µM, Efϐizienz= Ͷ,ͺ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ,Kim und Shoda (ͳͻͻͻa); AauDyP: Km= ʹ͵,Ͳ µM, Efϐizienz= ͷ,Ͳ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ, Liers et al. (ʹͲͳͲ)).Nach Liers et al. (ʹͲͳ͵b) ist Reactive Blue ͷ kein exklusives Substrat von DyP-Typ-Peroxidasenund laut den Autoren scheint dessen Umsetzung nicht mit dem Redoxpotential des Enzyms zukorrelieren. So zeigt eine Peroxidase aus C. cinerea (CiP)mit niedrigemRedoxpotential eine über-raschendhohe speziϐischeAktivität (ͳͷͳUmg−ͳ) gegenüberReactiveBlue ͷ;wohingegendie spe-ziϐischen Aktivitäten lignolytischer Peroxidasen (BadVP und PchLiP) gegenüber dem Farbstoffvergleichsweise gering sind (ͳͷUmg−ͳ, ͵ Umg−ͳ) (Liers et al. ʹͲͳ͵b).Neben dem Anthrachinonfarbstoff Reactive Blue ͷ setzt MsPͳ auch die natürlichen Farbstoffe β-Carotin, Bixin und Norbixin (als wässrig-alkalischer Annattoextrakt) um. Für die Umsetzung vonNorbixin durch MsPͳ wurde ein wässrig-alkalischer Annattoextrakt verwendet, der als Haupt-bestandteil das Natriumsalz des Norbixins enthält. Für β-Carotin und die beiden XanthophylleBixin und Norbixin konnten die kinetischen Parameter nicht ermittelt werden, da auf Grund derhohen Eigenabsorption nur geringe Mengen der Farbstoffe zur photometrischen Messung einge-setzt werden konnten. Diese Mengen reichten nicht aus, um in die Substratsättigung zu gelangen.MsPͳweist bei annähernd gleichen Substratkonzentrationen (Norbixin ͳ͸ µM, Bixin ͳ͸,ͷ µM) fürNorbixin eine wesentlich höhere speziϐische Aktivität im Vergleich zu Bixin auf (Tab. ͵.ͳʹ). Diespeziϐische Aktivität von MsPͳ gegenüber dem natürlichen Farbstoff β-Carotin ist im Vergleichzu den Xanthophyllen am geringsten (Tab. ͵.ͳʹ). Auch wenn die Substratsättigung nicht erreichtwerden konnte, wurden die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten der Umsetzungen der Farb-stoffe gegen deren Substratkonzentration aufgetragen. Dabei ergaben sich sigmoidale Verläufeder Sättigungskurven. Linde et al. (ʹͲͳͶ) zeigen für die Umsetzung von Reactive Blue ͳͻ eben-falls einen sigmoidalen Verlauf der Kinetik. Nach den Autoren tritt dieser durch die gleichzeitigeOxidation des Substrates an zwei Oxidationsstellen mit unterschiedlichen Afϐinitäten 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 Afϐinität zum Substrat (Ruiz-Dueñas et al. ʹͲͲͻ). Die Oxidationsstellen sind zumeinen auf der Proteinoberϐläche und zum anderen im Häm-Zugangskanal lokalisiert (Morales et
al. ʹͲͳʹ).DyP-Typ-Peroxidasen benötigen im Gegensatz zu LiP und MnP keine Redoxmediatoren, um dieOxidation von phenolischen Substraten zu katalysieren (Liers et al. ʹͲͳ͵a). In diesemZusammen-hang ähneln sie den versatilen Peroxidasen, die unabhängig vonRedoxmediatoren eine hoheAkti-vität gegenüber Phenolen zeigen (Martı́nez et al. ͳͻͻ͸). MsPͳ setzt sowohl ʹ,͸-Dimethoxyphenol(DMP), als auch Guajakol efϐizient um, im Gegensatz zur klassischen DyP-Typ-Peroxidase aus B.
adusta, die die Oxidation von DMP und Guajakol kaum katalysiert (Sugano et al. ʹͲͲͲ). Bei die-sen Phenolderivaten handelt es sich um typische Substrate für Mangan- bzw. Ligninperoxidasen.Die speziϐischen Aktivitäten von MsPͳ für diese Substrate lagen bei ͹ͲUmg−ͳ (Guajakol) bzw.͹͵Umg−ͳ (DMP) und sind somit vergleichbar mit speziϐischen Aktivitäten anderer DyP-Typ-Per-
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oxidasen (͵ͳ–ʹ͹ͺUmg−ͳ; Liers et al. (ʹͲͳ͵a)) und etwas geringer als die speziϐischenAktivitätenphenoloxidierender Peroxidasen (Peroxidase aus C. cinerea (CiP) und Glycine max (SBP); spezi-ϐische Aktivitäten ͻʹUmg−ͳ (SBP) und ͳ͸ͻUmg−ͳ (CiP); Liers et al. (ʹͲͳ͵a)). MsPͳ wies einesigniϐikant höhere Afϐinität zu dem Substrat DMP (zweifach substituiertes Phenol; Km= ͹ͻ,Ͳ µM)als zu dem Substrat Guajakol (einfach substituiertes Phenol; Km= ͳͶͷ,ͷ µM) auf. Die Wechsel-zahlen beider Umsetzungen waren jedoch miteinander vergleichbar (DMP: kcat= ʹͳͶ s−ͳ; Gua-jakol: kcat= ʹͲͶ s−ͳ). Die Wechselzahlen anderer DyP-Typ-Peroxidasen für die Umsetzung vonDMP sind hingegen kleiner als die von MsPͳ (IlaDyP: kcat= ͹Ͳ s−ͳ Salvachúa et al. (ʹͲͳ͵); Aau-DyP: kcat= ͹Ͳ s−ͳ Liers et al. (ʹͲͳͲ)). Auch Manganperoxidasen, Ligninperoxidasen und versa-tile Peroxidasen weisen niedrigere Wechselzahlen gegenüber dem Substrat DMP auf (BadMnP:kcat= ͹Ͳ s−ͳ Wang et al. (ʹͲͲʹ); LiP: kcat= ʹ͹ s−ͳ Ward et al. (ʹͲͲ͵); VP aus Pleurotus eryngii fürDMPohneMn(II): kcat=͵ s−ͳ Camarero et al. (ͳͻͻͻ); BadVP: kcat=ʹ,͵ s−ͳMesterundField (ͳͻͻͺ)).Die katalytischeEfϐizienz vonMsPͳ für dieOxidationvonʹ,͸-Dimethoxyphenol (ʹ,͹× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ)ist vergleichbar mit einer DyP-Typ-Peroxidase aus Pleurotus ostreatus (Pleos-DyPͶ (Isoenzym):katalytische Efϐizienz= ʹ,ͳʹ× ͳͲ͸ s−ͳM−ͳ; Fernández-Fueyo et al. (ʹͲͳͷ)).Isoenzyme einer MnP aus Pleurotus ostreatus sind in der Lage, phenolische Substrate auch inAbwesenheit des Redoxmediators Mnʹ+ zu oxidieren; jedoch verläuft die Oxidation wesentlichschneller inGegenwart vonMnʹ+ (Giardina et al.ʹͲͲͲ). Auch für andereManganperoxidasenwur-de eine Mangan-unabhängige Oxidation berichtet (MnP aus P. pulmonarius, P. eryngii und aus B.
adusta (Martı́nez et al. ͳͻͻ͸; Camarero et al. ͳͻͻ͸; Camarero et al. ͳͻͻͻ;Mester und Field ͳͻͻͺ)).Die Aktivität vonMsPͳ gegenüber dem Substrat DMPwurde ebenfalls durch den Zusatz vonMan-gansulfat (Mnʹ+) signiϐikant gesteigert. Auf Grund dieser Steigerung wurde die direkte Oxidationvon Mnʹ+ zu Mn͵+ durch MsPͳ überprüft. Die Aktivität von MsPͳ gegenüber Mnʹ+ betrug ʹ͸Ͳ͵U L−ͳ bzw. Ͳ,͵ʹ U mg−ͳ. Die Fähigkeit von MsPͳ, Mnʹ+ zu oxidieren, ist außergewöhnlich undwurde bisher nur für eine weitere DyP-Typ-Peroxidase aus Pilzen beschrieben (Isoenzym einerDyP-Typ-Peroxidase aus Pleurotus ostreatus Pleos-DyPͶ; Fernández-Fueyo et al. (ʹͲͳͷ)). Hinge-gen wurde von vier DyP-Typ-Peroxidasen aus Bakterien berichtet, die in der Lage sind Mnʹ+ zuoxidieren; deren Wechselzahl (kcat) ist jedoch geringer als die von MnPs und VPs (Fernández-Fueyo et al. ʹͲͳͷ). Für MnPs und VPs sind die speziϐischen Bindestellen für Mnʹ+ (bestehend ausdrei Aminosäuren (Glu, Glu, Asp) und einem Propionat der Hämgruppe) charakterisiert (Ruiz-Dueñas et al. ʹͲͲͻ; Banci et al. ʹͲͲ͵). Auch für DyP-Typ-Peroxidasen aus Bakterien wurden Kris-tallstrukturen mit Manganbindestellen beschrieben (Singh et al. ʹͲͳ͵; Brown et al. ʹͲͳʹ). Diesespeziϐischen Bindestellen sind in der Sequenz vonMsPͳ - genauso wie in den Sequenzen andererDyP-Typ-Peroxidasen (Liers et al. ʹͲͳ͵b) - nicht aufzuϐinden (s. Ͷ.͵.͹); dennoch ist die DyP-Typ-Peroxidase MsPͳ in der Lage Mnʹ+ zu Mn͵+ zu oxidieren. Demzufolge muss MsPͳ andere Binde-stellen für Mnʹ+ aufweisen.MsPͳ setzt zusätzlich den Azofarbstoff Reactive Black ͷ um. Der Farbstoff besitzt ein hohes Re-doxpotential und ist ein typisches Substrat für versatile Peroxidasen (VP) (Camarero et al. ͳͻͻͻ;
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Heinϐling et al. ͳͻͻͺ). Auch andere DyP-Typ-Peroxidasen oxidieren den Azofarbstoff; jedoch setztbeispielsweise AauDyP Reactive Black ͷ mit einer ʹ,ͺ-͸,ͺ-fach geringeren katalytischen Efϐizienzals LiPs aus C. subvermispora und VPs aus Pleurotus eryngii und Pleurotus ostreatus um (Linde
et al. ʹͲͳͶ). Für Reactive Black ͷ konnten die kinetischen Parameter nicht ermittelt werden, daauf Grund der hohen Eigenabsorption nur geringe Mengen des Farbstoffes zur photometrischenMessung eingesetzt werden konnten. Diese reichten nicht aus, um in die Substratsättigung zu ge-langen. Auch wenn die katalytischen Konstanten für die Oxidation von Reactive Black ͷ nicht er-mittelt werden konnten, zeigte die Umsetzung des Farbstoffes, dassMsPͳ sich katalytische Eigen-schaften mit versatilen Peroxidasen teilt (Oxidation von Reactive Black ͷ und von Mnʹ+).Neben phenolischen Substraten setzteMsPͳ auchVeratrylalkohol, ein nicht-phenolischesModell-substrat, um. Veratrylalkohol ist ein typisches Substrat der LiP und wird nicht von allen DyP-Typ-Peroxidasen umgesetzt (Sugano et al. ʹͲͲ͹). Da die Umsetzung nur langsam verlief, wurde dieSubstratsättigung auch nach Zugabe von ͸Ͳ ͲͲͲ µM Veratrylalkohol nicht erlangt, sodass von ei-ner Bestimmung der kinetischen Parameter vonMsPͳ für das Substrat Veratrylalkohol abgesehenwurde. AuchAauDyP setzt Veratrylalkoholmit einer sehr geringenAfϐinität um (Linde et al.ʹͲͳͶ).MsPͳ oxidierte Adlerol, ein nicht-phenolisches β-O-Ͷ Ligninmodelldimer ohne Zusatz von Redox-mediatoren. Bei dem Abbau von Adlerol durch DyP-Typ-Peroxidasen wird Veratrylalkohol gebil-det, was generell deren Fähigkeit zur Spaltung von Cα-Cβ-Ethern indiziert (Liers et al. ʹͲͳ͵b). DieUmsetzung von Adlerol durch MsPͳ erfolgte nur langsam. Nach Liers et al. (ʹͲͳ͵b) sind die spe-ziϐischen Aktivitäten der untersuchten DyP-Typ-Peroxidasen gegenüber Adlerol im besten FallͳͲ-fach geringer als die speziϐische Aktivität von PchLiP gegenüber dem Substrat.Die natürliche Funktion von DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen ist weiterhin ungeklärt (Liers et al.ʹͲͳ͵b). Wegen ihrer Vielseitigkeit könnten sie sowohl an der Umwandlung von Lignocellulosenund anderen Polymeren, als auch an unspeziϐischen Abwehr- und Entgiftungsreaktionen betei-ligt sein (Liers et al. ʹͲͳ͵b). Auch wenn einige DyP-Typ-Peroxidasen aus Pilzen in der Lage sindVeratrylalkohol und nicht-phenolische Ligninmodelldimere zu oxidieren (Liers et al. ʹͲͳͲ; Liers
et al. ʹͲͳ͵b; Linde et al. ʹͲͳͶ), ist ihre Aktivität zu gering, um eine relevante Rolle in dem initialenAbbau von Lignin-Polymeren in der Natur zu spielen (Linde et al. ʹͲͳͷb).DyP-Typ-Peroxidasen sindmöglicherweise Teil eines alternativen/synergetischen biokatalytisch-en Systems zur Oxidation von Hoch-Redoxpotential-Substraten, wie sie beispielsweise im Ligningefunden werden (Liers et al. ʹͲͳ͵b). In diesem Zusammenhang kooperieren DyP-Typ-Peroxida-senmöglicherweisemit Manganperoxidasen und ersetzten die selten vorliegenden Ligninperoxi-dasen (Liers et al. ʹͲͳ͵b).
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ϰ.ϰ Immobilisierung der gereinigten rekombinanten Peroxidase MsPϭ

Die Immobilisierung von Proteinen ist für biotechnologische Anwendungen von besonderem In-teresse (Hartmeier ͳͻͺ͸). Die Fixierung kann entweder durch Bindung von Proteinen an Trä-germolekülen bzw. funktionalisierten Oberϐlächen oder durch Einschluss – zum Beispiel in be-stimmten Polymermatrices – erfolgen. Solche immobilisierten Enzyme lassen sich mitsamt ihrerTrägermaterialien leicht von der Reaktionslösung trennen undmehrfach verwenden (Hanefeld et
al. ʹͲͲͻ); auch eine kontinuierliche Prozessführungwird dadurch ermöglicht (Mateo et al. ʹͲͲ͹).Lange bevor die Immobilisierungstechniken als solche bekannt waren, wurden bereits immobili-sierte Biokatalysatoren in der Praxis eingesetzt. Umͳͺͳͷ konntemanmit dem sogenannten „Fes-selverfahren“ von Johann Sebastian Schützenbachͺͳ, bei dem sich die benötigten aeroben Essig-bakterien an einem schwimmenden Trägermaterial wie Buchholzspäne ansiedeln und festheften,efϐizienter Essig herstellen. ͳͻ͸ͻ wurde erstmals ein trägergebundenes Enzym im technischenMaßstab eingesetzt (Chibata et al. ͳͻ͹ʹ).Neben der Rückführung des Katalysators kann durch Immobilisierung die Stabilität und Toleranzvon Enzymen gegenüber denaturierenden Faktoren wie z.B. extremen pH-Werten und Tempera-turen sowie hohen Substratkonzentrationen und verschiedenen Lösungsmitteln erhöht werden(Hanefeld et al. ʹͲͲͻ; Mateo et al. ʹͲͲ͹). DesWeiteren ist eine Modiϐizierung der Substratspeziϐi-tät, Enantioselektivität und Reaktivität möglich (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ). Allerdings kann die Aktivi-tät im Vergleich zum freien Enzym abnehmen. Um die natürliche Funktionalität der Proteine fürbiotechnologische Applikationen zu erhalten, sollte die Immobilisierung nicht zu Strukturände-rungen oder Denaturierungseffekten führen. Weiterhin dürfen die katalytisch aktiven Bereicheoder Bindedomänen nicht blockiert werden. Die Wahl einer geeigneten Immobilisierungstech-nik wird dabei imWesentlichen von den physikalisch-chemischen Eigenschaften von Protein undOberϐläche bestimmt; eine generelle Methode zur Immobilisierung von Enzyme gibt es jedochnicht (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ). Aus diesem Grundwurde eine Vielzahl von unterschiedlichen Immo-bilisierungsstrategien für Proteine allerArt entwickelt. Die amhäuϐigstenverwendetenTechnikenkönnen in fünf Kategorien eingeteilt werden (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ):• nicht-kovalente Adsorptionͺʹ• Immobilisierung durch Ionenbindungͺ͵• kovalente Bindung (Fixierung)• Vernetzung der Enzyme untereinander (Cross-Linking)• Einschluss in polymere Gele oder Kapseln
ͺͳSchnellessig- und Schützenbachverfahren (Generatorverfahren)ͺʹhydrophobe Wechselwirkungen (Van-der-Waals-Kräfte), hydrophile Wechselwirkungen (Wasserstofϐbrüchkenbin-dungen)ͺ͵elektrostatische Wechselwirkungen
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Alle erwähnten Techniken weisen Vor- und Nachteile auf. Somit hängt die Wahl einer geeigne-ten Immobilisierungsstrategie maßgeblich von den speziϐischen Anforderungen ab und muss fürjede Anwendung neu getroffen werden; zu berücksichtigen sind dabei Faktoren wie Bindungs-stärke, Bindungsspeziϐität, Bindungskinetik, Reversibilität, Abstand von der Oberϐläche und dieOberϐlächenorientierung (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ). Die Vorteile der Immobilisierungstechnik mit-tels Ionenbindung bzw. AdsorptionͺͶ sind die einfache Durchführbarkeit und die Beibehaltungder Proteinkonformation. Sowohl durch Temperatur- und pH-Wertschwankungen als auch durchAǆ nderungen in der Substrat- und Ionenkonzentration, können die so gebundenen Enzyme jedochleicht wieder desorbiert bzw. abgetrennt werden (Hartmeier ͳͻͺ͸, Hanefeld et al. ʹͲͲͻ).In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Immobilisierung vonMsPͳdurch kovalente Bindung, da sichdiese Technik für eine langzeitstabile Fixierung eignet und unabhängig vom pH-Wert und Art desLösungsmittels ist.
Kovalente Immobilisierungsstrategie:Bei der kovalenten Bindung von Enzymen an Oberϐlächen von Trägermaterialien kommt es zurAusbildung gemeinsamer Elektronenpaare, weswegen diese Methode als stabilste Immobilisie-rungstechnik gilt. Dabei reagieren frei zugängliche funktionelle Gruppenexponiert liegenderAmi-nosäuren mit modiϐizierten Oberϐlächen oder Linker-Molekülen. Die kovalente Immobilisierungbietet – gegenüber der Adsorption bzw. Ionenbindung aber auch gegenüber dem Einschluss vonEnzymen – den Vorteil einer irreversiblen Bindung (Rusmini et al. ʹͲͲ͹; Hanefeld et al. ʹͲͲͻ).Auf Grund des Vorkommens identischer funktioneller Gruppen kommt es jedoch meist zu einerzufälligen Orientierung der Enzyme an der Oberϐläche des Trägermaterials; nur mit Hilfe speziel-ler Maskierungsreaktionen lassen sich auch gerichtete Immobilisierungen realisieren (Rao et al.ͳͻͻͺ).Um die Funktionalität des Proteins zu bewahren, darf die Immobilisierung nicht über Aminosäu-ren erfolgen, die für die Aktivität des Proteins nötig sind bzw. in der Bindungsdomäne liegen.Hermanson (ͳͻͻ͸) und Rusmini et al. (ʹͲͲ͹) beschreiben eine Vielzahl von kovalenten Reakti-onsmechanismen. Tabelle Ͷ.ʹ gibt eine Uǆ bersicht über die benötigten Oberϐlächenfunktionalisie-rungen und die funktionellen Gruppen exponiert liegender Aminosäuren, die für eine kovalenteImmobilisierung in Betracht kommen (Rusmini et al. ʹͲͲ͹). Aufgrund ihrer Reaktivität eignensich besonders Thiol- und Aminogruppen für die kovalente Immobilisierung.

ͺͶdurch hydrophobe Wechselwirkungen undWasserstofϐbrückenbindungen
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Tabelle ϰ.Ϯ: Übersicht funkƟoneller Gruppen und OberflächenfunkƟonalisierungen

Seitengruppe Aminosäure Oberϐlächenfunktionalisierung

-NHʹ Lys, Arg, Asn, Gln CarboxylgruppeAktiver Ester (NHS)AldehydEpoxid
-SH Cys MaleimidPyridyl/Succinimid Disulϐid
-COOH Asp, Glu Amin
-OH Ser, Thr Epoxid

Die kovalente Immobilisierung kann grundsätzlich auf zwei Arten erfolgen:• Immobilisierung an modiϐizierten Oberϐlächen von Trägermaterialien ohne Verwendungvon Linker-Molekülen• Immobilisierung unter Verwendung von Linker-MolekülenUnter dem Begriff „zero-length“ Cross-Linking versteht man die Immobilisierung eines Proteinsan eine Oberϐläche ohne Verwendung von Linker-Molekülen. Sind Oberϐlächenfunktionalität undfunktionelle Proteingruppe nicht kompatibel, werden bifunktionelle Cross-Linker-Moleküle alsKopplungsreagenzien eingesetzt. Tragen die Linker-Moleküle zwei gleiche funktionelle Gruppen,spricht man von homobifunktionalem Cross-Linking; bei zwei unterschiedlichen funktionellenGruppen hingegen von heterobifunktionalem Cross-Linking. Durch die Vielzahl unterschiedlicher
Cross-Linker-Moleküle (Spacer)ͺͷ lassen sich beliebige funktionelle Gruppen verknüpfen (Herm-anson ͳͻͻ͸). Weiterhin wird mit Hilfe von Spacern ein für die biologische Funktion des Enzymsnotwendiger Abstand gewährleistet. Mit zunehmender Spacer-Länge steigt die Beweglichkeit desgekoppelten Proteins und die Bindung eines Substrates wird verbessert; gleichzeitig nimmt dieStabilität des immobilisierten Enzyms jedoch ab (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ).ZurRückgewinnung vonMsPͳ aus technischenProzessenwurde reinesMsPͳmitHilfe kovalenterchemischer Bindungen an Oberϐlächen verschiedener Materialien immobilisiert. Zum einen er-folgte die Immobilisierung mit Glutardialdehyd als homobifunktionalem Cross-Linker; zum ande-ren durch eine chemische Aktivierung der Oberϐlächengruppenmit N-(͵-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC)undN-Hydroxysuccinimid (NHS)undanschließenderAus-bildung stabiler Amidbindungen.
ͺͷaliphatische, aliphatisch-aromatische und aromatische Kohlenwasserstoffe, Heterozyklen oder Polyether
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Als Materialien wurden zum einen poröse Silica-Monolithen und zum anderen Polystyrol-Kugelnmit einer glattenOberϐläche verwendet. Die Silica-Monolithenwurdendirekt ander Justus-Liebig-Universität Gießen hergestellt und können generell in verschiedenen Formen angefertigt werden.Die Monolithen wurden mit ͵-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) bzw. N-Methyl-͵-amino-propyltrimethoxysilan (MAPTMS) funktionalisiert, um die benötigten reaktiven Gruppen auf derOberϐläche zu erhalten (Abb. Ͷ.ͳ͵).Die mit MAPTMS funktionalisierten Monolithen wurden zusätzlich mit einer wässrigen Bern-steinsäureanhydridlösung inkubiert, um die Spacer-Länge zu vergrößern und um eine reaktiveCarboxygruppeauf derOberϐläche zuerhalten.Mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmes-sungwurdedie erfolgreicheFunktionalisierungderMonolithenmitMAPTMSundBernsteinsäure-anhydrid gezeigt (Abb. ͵.͹ͷ). Sowohl die speziϐische Oberϐläche, als auch das Porenvolumen nah-men bei BSMAP-SiOʹ im Vergleich zu den nicht funktionalisierten Monolithen (Blind-SiOʹ) ab(Tab. ͵.ͳͷ). Dies lies darauf schließen, dass sich auf der Oberϐläche der Poren reaktive Spacer ge-bildet haben. Weiterhin zeigte sich anhand des Porendurchmessersgemittelt, dass die MonolithenMesoporen aufwiesen. Auf Grund dieser Poren besitzen die Monolithen im Vergleich zu nicht po-rösen Materialien gleicher Größe eine vielfach größere Oberϐläche.Die Polystyrol-Kugeln wurden von der Firma Rapp Polymere GmbH bezogen. Das Material wurdezum Vergleich in verschiedenen Partikelgrößen, mit unterschiedlichen Bindungskapazitäten undvariierenden Spacer-Längen verwendet (Tab. ʹ.Ͷ). Als reaktive Gruppe wiesen alle Kugeln eineCarboxygruppe auf (Abb. Ͷ.ͳ͵). In Tabelle Ͷ.͵ sind die verwendeten Materialien aufgeführt; imFolgenden werden nur noch die Abkürzungen der Materialien genannt.
Tabelle ϰ.ϯ: Verwendete Materialien

Abkürzung BeschreibungBlind-SiOʹ reines Silica ohne FunktionalisierungAP-SiOʹ Silica funktionalisiert mit ͵-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS)MAP-SiOʹ Silica funktionalisiert mit N-Methyl-͵-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)BSMAP-SiOʹ Silica funktionalisiert mit N-Methyl-͵-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS)und BernsteinsäureanhydridCarboxy-PS CarboxypolystyrolBSAM-PS Aminomethylpolystyrol acyliert mit Bernsteinsäure
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Abbildung ϰ.ϭϯ: Darstellung der verschiedenen reakƟven Gruppen auf den Polystyrol- und Silica-Oberflächen:
zur Immobilisierung mit Glutardialdehyd wurden Blind-SiOϮ (a) und AP-SiOϮ (b) eingesetzt;
MAP-SiOϮ (c) wurde ausschließlich für die weitere FunkƟonalisierung mit Bernsteinsäurean-
hydrid verwendet; zur Immobilisierung mit EDC und NHS wurden sowohl die Monolithen Blind-
SiOϮ (a) und BSMAP-SiOϮ (d) als auch die Kugeln Carboxy-PS (e) und BSAM-PS (f) eingesetzt

ϰ.ϰ.ϭ Immobilisierung mit Glutardialdehyd als homobifunkƟonalem SpacerDie Strategie zur Immobilisierung von MsPͳmit Glutardialdehyd basiert auf der Interaktion zwi-schen Aminen und Aldehyden. Nach Walt und Agayn (ͳͻͻͶ) ist Glutardialdehyd das mit Abstandam häuϐigsten verwendete bifunktionelle Reagenz zum Quervernetzen von Proteinen unterein-ander. In dieser Arbeit wurde Glutardialdehyd jedoch als homobifunktionaler Cross-Linker zurKopplung von MsPͳ an die Oberϐlächen der Silica-Monolithen verwendet. Beide funktionellenGruppenͺ͸ reagieren zu einer Schiffschen Base. Durch Reduktion mit Natriumborhydrid entstehtein sekundäres Amin (Betancor et al. ʹͲͲ͸) (Abb. Ͷ.ͳͶ).

ͺ͸Amino- und Carbonylgruppe
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Abbildung ϰ.ϭϰ: ReakƟonsschema zur kovalenten Immobilisierung von MsPϭ mit Glutardialdehyd als Spacer:
: MsPϭ mit frei zugänglicher NHϮ-Gruppe; : Oberfläche der Silica-Monolithen ebenfalls

mit einer reakƟven NHϮ-Gruppe

Mit Hilfe des Spacers Glutardialdehyd wurden nur geringe Mengen der gereinigten rekombinan-ten Peroxidase MsPͳ an die verwendeten AP-SiOʹ-Monolithen immobilisiert. Jedoch führte dieanschließende Reduktion der Schiffschen Base mittels Natriumborhydrid zu einer Inaktivierungdes Enzyms, so dass keinerlei Aktivität des kovalent gebundenen MsPͳ gegenüber dem SubstratABTS nachgewiesenwurde. NachWalt undAgayn (ͳͻͻͶ) kann der Einsatz vonNatriumborhydridbei Enzymen, die Disulϐidbrückenbindungen enthalten, zu Konformationsänderungen führen unddamit zum Verlust der Aktivität. Aus diesem Grund wurde diese Immobilisierungsstrategie nichtweiter verfolgt.
ϰ.ϰ.Ϯ Immobilisierung mit N-(ϯ-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid

(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS)Die Immobilisierungmit Hilfe vonN-(͵-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid(EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) stellt eine der gängigsten Strategien zur Kopplung vonEnzymen an Oberϐlächen vonMaterialien dar (Delvaux und Demoustier-Champagne ʹͲͲ͵). NachJones et al. (ͳͻͺͻ) verläuft die Kopplungsreaktion von Aminogruppen an carboxylterminierten
Spacernmit Hilfe von EDC und NHS speziϐisch, schnell und nahezu quantitativ.Bei der Reaktion werden zuerst die Carboxygruppen der Spacer mit EDC und NHS chemisch ak-tiviert (Abb. Ͷ.ͳͷ). Nach der Aktivierung können Proteine direkt in wässriger Lösung zugegebenwerden, wodurch der nucleophile Angriff einer frei zugänglichen Aminogruppe (Oberϐläche desProteins) zur Kopplung durch Ausbildung stabiler Amidbindungen führt (Johnsson et al. ͳͻͻͳ).
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(b) Übersicht der einzelnen ReakƟonsschriƩe

Abbildung ϰ.ϭϱ: ReakƟonsmechanismus der Immobilisierung von Enzymen an carboxylterminiertem Spacer auf
der Oberfläche von Materialien mit Hilfe von EDC und NHS (Patel et al. ϭϵϵϳ): : MsPϭ;

: Oberfläche der Materialien

Die Aktivierung der Oberϐlächengruppen könnte ebenfalls nur mit EDC erfolgen; jedoch wird dieEfϐizienz der Kopplungsreaktion durch den zusätzlichen Reaktionsschritt mit NHS deutlich ge-steigert (Patel et al. ͳͻͻ͹).Ein großer Vorteil der Immobilisierungsstrategie mit EDC und NHS ist, dass die Zugabe des En-zyms erst nach der Aktivierung der Oberϐlächengruppen erfolgt, nachdem die überschüssigenAktivierungsreagenzien durchWaschen entferntworden sind. Anschließend erfolgt die Kopplungdes Enzyms untermilden Bedingungen imwässrigenMilieu. Die kovalente Immobilisierung ist in
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der Regel mit dem Einsatz relativ „harter“ Kopplungsreagenzien verbunden, wodurch häuϐig eindrastischer Eingriff in die native Konformation des Proteins erfolgen und damit ein Verlust derbiologischen Funktion auftreten kann (Hartmeier ͳͻͺ͸).Die Immobilisierung von MsPͳ mit EDC und NHS erfolgte mit folgenden Partikeln:• Blind-SiOʹ• BSMAP-SiOʹ• BSAM-PS• Carboxy-PS
Mit Hilfe von EDC und NHS wurde MsPͳ als erste DyP-Typ-Peroxidase aktiv an Silica-Monolithenund Polystyrol-Kugeln immobilisiert.Die größte Proteindichte und somit die höchste Aktivität bezogen auf das Material wies MsPͳ-BSMAP-SiOʹ auf (Tab. ͵.ͳͶ). Auf Grund der vorhandenen Mesoporen weisen die Monolithen einevielfach größere Oberϐläche als die Polystyrol-Kugeln auf, wodurch mehr MsPͳ gebunden wer-den kann. Weiterhin kann das Enzym zusätzlich in die Poren diffundieren und sich dort einlagernohne an der Oberϐläche kovalent gebunden zu sein. Dies wird durch die Blind-SiOʹ-Monolithenbestätigt, die – trotz nicht vorhandener aktiver Gruppen auf der Oberϐläche – nach der Inkuba-tion mit MsPͳ geringe Aktivität gegenüber ABTS aufwiesen. Mittels Stickstoff-Tieftemperatur-Adsorptionsmessung zeigte sich, dass die Immobilisierung zu einerweiteren Abnahmeͺ͹ der spe-ziϐischen Oberϐläche und des Porenvolumens führte (Tab. ͵.ͳͷ). Weiterhinwar aus der Verteilungder mittleren Porengröße vor und nach der Immobilisierung zu erkennen, dass die Immobilisie-rung zu einer Abnahme der Gesamt-Mesoporosität führte (Abb. ͵.͹ͷ). Dies bestätigt die Vermu-tung, dass sich MsPͳ zusätzlich in den Poren der Silica-Monolithen einlagert.Die verwendetet Polystyrol-Kugeln unterschieden sich hinsichtlich der Partikelgröße, der Bin-dungskapazität und der Spacer-Länge (Tab. ʹ.Ͷ). Alle drei Faktoren können Einϐluss auf die Im-mobilisierung haben; sowohl auf die Proteindichte, als auch auf die Aktivität des gebundenen En-zyms. Bei den Polystyrolkugeln zeigte sich, dass bei variierender Bindungskapazitäten geringeUnterschiede in der Proteindichte zu erkennen waren (Tab. ͵.ͳͶ). Wenn man von einer Bindungpro Enzym ausgeht, wurden nur <Ͳ,ͳ% der Bindungskapazität ausgenutzt. Jedoch können auchMehrfachbindungen auftreten, so dass der Grad der Ausschöpfung der Kapazität nicht eindeutiggeklärt ist. Gründe für eine niedrige Auslastung der Bindungskapazität sind sterische Hinderun-gen bei der Kopplung des Dimers MsPͳ auf Grund der Partikelgröße oder Spacer-Länge.Die höchste Aktivität zeigten die Polystyrol-Kugeln MsPͳ-BSAM-PS mit der kleineren Partikel-größe, höheren Bindungskapazität und dem längeren Spacer. Dies ist zum einen durch die relativhohe Proteindichte und zum anderen durch die freiere Beweglichkeit des Enzyms auf Grund der
Spacer-Länge zu erklären. Somit wurde anhand der speziϐischen Aktivität gezeigt, dass eine grö-
ͺ͹zusätzlich zu der Abnahme durch die Funktionalisierung der Monolithen
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ßere Spacer-Länge für die Beibehaltung der Funktionalität von MsPͳ wichtig ist .Die speziϐischen Aktivitäten von MsPͳ immobilisiert an BSMAP-SiOʹ und an BSAM-PS sind ver-gleichbar. Jedoch ist ein hoher Verlust der speziϐischenAktivität imVergleich zum freien Enzymzuverzeichnen (Tab. ͵.ͳͶ). Die Aktivität gegenüber ABTSbeträgt dennoch bis zu ͸ʹ͹ͲUkg−ͳMateri-al. Ein häuϐiges Problembei der Immobilisierung von Proteinen ist der teilweise oder vollständigeVerlust der Proteinaktivität, der viele Gründe haben kann (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ). Da bei der kova-lenten Immobilisierung die Orientierung des Proteins auf der Oberϐläche zufällig erfolgt, kann dasaktive Zentrum für das Substrat blockiert oder die Beweglichkeit des Enzyms stark eingeschränktsein. Auf der Proteinoberϐläche beϐinden sich eine Vielzahl freier Aminogruppen. Welche undwieviele davon die Oberϐlächenreaktion eingehen, ist nicht kontrollierbar. Gerade bei Dimeren kön-nen mehrere Bindungen an der Oberϐläche erfolgen, die zwar die Stabilität des Dimeres erhöhenaber auch dessenBeweglichkeit enormeinschränken können (Hanefeld et al. ʹͲͲͻ; Koch-Schmidtund Mosbach ͳͻ͹͹b).Insbesondere bei starren Trägern muss mit Veränderungen der Tertiärstruktur (Konformations-änderungen), Einschränkungen der Beweglichkeit der Proteinsegmente untereinander und De-naturierungseffekten gerechnet werden (Wittemann et al. ʹͲͲͳ). Die Veränderungen sind dabeiumso ausgeprägter, je höher die Belegungsdichte der Matrixoberϐläche ist (Buchholz ͳͻͺͻ). Beiden Monolithen erhöhen die Poren zwar die Oberϐläche des Materials an der das Enzym gebun-denwerden kann; jedoch können diese Poren durch einen kleinen Durchmesser auch den Zugangdes Substrates zum Enzym verlangsamen bzw. verhindern.Folgende Materialien wiesen neben der höchsten Proteinmenge gleichzeitig den niedrigsten Ak-tivitätsverlust auf:• BSMAP-SiOʹ• BSAM-PS
Aus diesemGrundwurde derenWiederverwendbarkeit sowie Lagerstabilität überprüft. DesWei-teren wurden sie als Anwendungsbeispiel zur Bleichung von Molke eingesetzt.
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ϰ.ϰ.Ϯ.ϭ Wiederverwendbarkeit und LagerstabilitätFür die Anwendung in industriellen Prozessen ist der wiederholte Einsatz des Biokatalysators –neben einer kontinuierlichen Prozessführung mit hoher Biokatalysatordichte – ein sehr wichti-ges Kriterium (Hartmeier ͳͻͺ͸). Aus diesemGrundwurde sowohl dieWiederverwendbarkeit alsauch die Lagerstabilität des immobilisierten MsPͳ untersucht.Die Aktivität des immobilisierten MsPͳ an BSAM-PS war während den Wiederholungen annä-hernd konstant. Bei dem Umsatz von ABTS mit MsPͳ immobilisiert an BSMAP-SiOʹ wurde einehöhere Anfangsaktivität gemessen; jedoch trat während den ersten Wiederholungen ein Aktivi-tätsverlust von ͹Ͳ% auf (Abb. ͵.͹͵). Der Aktivitätsverlust wird durch das Auswaschen des nichtkovalent gebundenen Enzyms aus den Poren hervorgerufen. Nachdem das gesamte nicht kova-lent gebundene Enzym ausgewaschen war, blieb die Aktivität ebenfalls konstant. Somit kann dasimmobilisierte MsPͳ nach gründlichem Waschen der Partikel ohne Aktivitätsverlust mehrfacheingesetzt werden.Die Aktivität des an BSAM-PS immobilisierten MsPͳ wies nach der Lagerung keinen signiϐikan-ten Unterschied zur direkten Aktivitätsmessung auf. Die Aktivität des immobilisierten MsPͳ anBSMAP-SiOʹ betrug nach ͳͲ Tagen ͺͷ% (Abb. ͵.͹Ͷ). Eine Lagerung des immobilisiertenMsPͳ beiͶ °C ist somit möglich.
ϰ.ϰ.ϯ Bleichung von Molke mit immobilisiertem MsPϭZur Intensivierung der Farbe von Käse wie beispielsweise Cheddar und Gouda werden Farbstoffewie Annatto (E ͳ͸Ͳb) und β-Carotin (E ͳ͸Ͳa) eingesetzt, die bei der Käseherstellung zu ͳͷ–ʹͲ%in der Molke verbleiben, wodurch deren kommerzielle Nutzung erschwert wird (Szweda et al.ʹͲͳ͵). Die Bleichung dieser Molke erfolgt in der Industrie chemisch durch Zusatz von Wasser-stoffperoxid (HʹOʹ) bzw. Benzoylperoxid und unter Hitzeeinwirkung (McDonough et al. ͳͻ͸ͺ).Alternativ wird „MaxiBright™“ͺͺ zur Entfärbung von Molke aus dem Käsereiprozess eingesetzt.Der enzymatische Prozess ersetzt dabei das herkömmliche Verfahren der chemischen Bleichung,wodurch die Denaturierung von Molkeproteinen und die Bildung von Fehlaromen vermiedenwerden (Croissant et al. ʹͲͲͻ; Listiyani et al. ʹͲͳͳ).Durch die Immobilsierung von MsPͳ kann das Enzym bei der industriellen enzymatischen Blei-chung mehrfach eingesetzt bzw. eine kontinuierliche Bleichung über gepackte Säulenͺͻ ermög-lichtwerden. Aus diesemGrundwurde als Anwendungsbeispiel die Bleichung vonMolke gewählt.Dazuwurden sowohlMolke als auch ͷͲmMNatriumacetat-Puffer pH ͵,ͷmit Annatto gefärbt. DieBleichung der gefärbten Molke und des gefärbten Natriumacetat-Puffers erfolgte anschließendmit immobilisiertem MsPͳ (an BSAM-PS bzw. BSMAP-SiOʹ) (Abb. ͵.͹͸). Zur Kontrolle wurden
ͺͺUnter diesem Namen wird industriell das in Aspergillus niger überexprimiert MsPͳ aus Mycetinis scorodonius ver-trieben.ͺͻFüllmaterial immobilisiert mit MsPͳ
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ein Blindwert, eine Negativkontrolle und eine Positivkontrolle auf die gleiche Weise angesetztund vermessen.Immobilisiertes MsPͳ an BSAM-PS bzw. BSMAP-SiOʹ bleichte sowohl den durch Annattozusatzgefärbten Natriumacetat-Puffer, als auch die gefärbte Molke innerhalb von ͳʹ Stunden vergleich-bar zur Positivkontrolle. Dabei war kein Unterschied zwischen den eingesetzten Materialien zuerkennen. Reine Molke ohne Zusatz von Annatto wies keine signiϐikante Veränderung innerhalbder ͳʹ Stunden auf. Somit wurde immobilisiertes MsPͳ erfolgreich zur Bleichung von Molke ein-gesetzt. Im Resultat gibt es keinen Unterschied zum nicht immobilisierten Enzym, jedoch liegtder klare Vorteil in der Wiederverwendbarkeit des immobilisierten MsPͳ, welche im industriel-len Einsatz zur Kosten- und Prozessoptimierung von hohem Interesse ist.
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ϱ Ausblick

Die Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde in Hansenula polymorpha überexprimiert. Das lösli-che Enzym wurde durch Zellaufschluss in den Uǆ berstand überführt und zur Transformation von(+)-Valencen eingesetzt. Jedoch zeigte die Oxygenase keine Aktivität gegenüber dem Substrat.Mittels erster Rückfaltungsversuche mit verschiedenen Puffersystemen wurde kein aktives En-zym erhalten. In anschließenden Arbeiten sollten mit Hilfe weiterer iFOLD® Protein RefoldingSystem-Kits geeignete Rückfaltungsbedingungen für dieses Enzyms gefunden werden.Des Weiteren könnten noch andere Expressionssysteme zur Produktion der Oxygenase unter-sucht werden. Da mit Hilfe der heterologen Expression in Hansenula polymorpha lösliches aberinaktives Enzym produziert wurde, sollte eine homologe Expression in Betracht gezogen wer-den. Eine heterologeExpression in einemanderenBasidiomycetenwieCoprinopsis cinereakönntesich ebenfalls als sinnvoll erweisen.Wird dadurch aktives Enzymerhalten, sollte das rekombinan-te Enzym biochemisch und katalytisch charakterisiert werden. Beispielsweise sollten kinetischeUntersuchungen mit lipoxygenase-speziϐischen Substraten durchgeführt werden. Eine Kristalli-sierung des Enzymsmit anschließender Röntgenstrukturanalyse könnte Aufschluss über den au-ßergewöhnlichen 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 wurdegezeigt, dass bei beiden Organismen eine deutlich niedrigere Transkriptionsrate der cDNA derOxygenase vorlag. Mit Induktionsversuchen sollte deswegen die Produktion der Oxygenase ge-steigert werden, um diese ebenfalls zur Synthese von (+)-Nootkaton einsetzen zu können. Wei-terhin wird die Maßstabsvergrößerung der Transformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkatonmit Hilfe des Pleurotus sapidus bis zu ͳͲͲ L angestrebt.Die DyP-Typ-Peroxidase MsPͳ aus Mycetinis scorodonius wurde in Aspergillus niger überexpri-miert,wodurchgroßeMengenanaktivemEnzym indenKulturüberstand sekretiertwurden.MsPͳwurde im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich gereinigt und umfassend charakterisiert. Weiterhinwurden Kristallisierungen des EnzymsͻͲ mit anschließenden Röntgenstrukturanalysen vorge-nommen. Anhand der Kristallstruktur sollte der einzigartige Reaktionsmechanismus sowie dieBindestellen einzelner Substrate wie beispielsweise für Mnʹ+ geklärt werden.
ͻͲauch in Verbindung mit dem Substrat
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Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die Peroxidase MsPͳ in der Lage den natürlichen Farbstoff
β-Carotin auch ohne Zusatz von Wasserstoffperoxid in Gegenwart von molekularem Sauerstoffumzusetzen. Der Mechanismus dieser Umsetzung ist bislang noch nicht geklärt.MsPͳ wurde aktiv an verschiedene Materialien immobilisiert. Dabei verringerte sich die speziϐi-sche Aktivität im Vergleich zu dem freien Enzym. Aus diesem Grund sollten Optimierungen vor-genommen werden. Sowohl die Spacer-Länge, Partikelgröße und Beladung der Partikel könntenverändert werden. Des Weiteren sollten anhand der Kristallstruktur MsPͳ gezielt immobilisiertwerden, um eine Blockierung des aktiven Zentrums und der Substratbindestellen zu vermeiden.Neben der kovalenten Immobilisierung könnte MsPͳ in polymere Gele oder Kapseln eingeschlos-sen werden. Ein Einschluss in die Silica-Monolithen wäre ebenfalls denkbar. Dazu müssten dievorhandenen Mesoporen nach Einlagerung des Enzyms erneut mit porösem Silica beschichtetund damit verschlossen werden; ohne jedoch die Diffussion des Substrates zu verhindern. Damitwürde ein Auswaschen des Proteins verhindert werden und eine kontinuierliche Bleichung vonMolke über Silica-Monolith-Säulen wäre denkbar.Immobilisiertes MsPͳwurde erfolgreich zur Bleichung der Molke eingesetzt. Zusätzlich sollte einHʹOʹ-produzierendesEnzym immobilisiertwerden,wodurchder bisher benötigte externe Zusatzvon Wasserstoffperoxid bei der enzymatischen Bleichung gänzlich entfallen würde.
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ϳ Anhang

ϳ.ϭ Herstellungsverfahren der Silica-Monolithen und FunkƟonalisierung

Das Herstellungsverfahren und das Verfahren zur Funktionalisierung der Silica-Monolithen wur-den vonHerrn Till von Graberg (AGProf. Dr. Smarsly, Physikalisch-Chemisches Institut der Justus-Liebig-Universität Gießen) zur Verfügung gestellt.
ϳ.ϭ.ϭ Herstellungsverfahren HarnstoffPolyethylenglykolEssigsäureSi(OMe)Ͷ ͸ͲͲ °C SiOʹTetramethylorthosilicat Silica

Abbildung ϳ.ϭ: ReakƟonsdarstellung der Synthese von Silica-Monolithen

ReaktionsansatzTetramethylorthosilicat ͷ,͸mLHarnstoff Ͳ,ͻͲͺ gͲ,ͲͳM Essigsäure ͳͲ,ͲmLPolyethylenglykol ͳͲ ͲͲͲ ͳ,ͳ͵͸ g
Durchführung:Polyethylenglykol und Harnstoff wurden unter Rühren in Ͳ,ͲͳM Essigsäure gelöst (ͳͲ–ͳͷmin).Anschließend wurde die klare Lösung unter Rühren ʹͲmin im Eisbad gekühlt. Nach Zugabe vonTetramethylorthosilicat wurde die Lösung weitere ʹͲmin im Eisbad gerührt und anschließenddurch einen Ͳ,ʹ µm Spritzenϐilter ϐiltriert. Die ϐiltrierte Lösung wurde in ein Zentrifugenröhrchenals Formgeber gefüllt, verschlossen und für ʹͶ h auf ʹͷ °C im Wasserbad temperiert (währendder ersten ͵Ͳ–ͶͲmin alle ͷ–ͳͲmin schwenken). Das verschlossene Gefäß wurde anschließendvon Raumtemperatur innerhalb von ͳͲ h auf ͺͲ °C erhitzt. Nach Ͷ h bei ͺͲ °C und Abkühlen aufRaumtemperatur wurde der Großteil des noch enthaltenen Polyethylenglykols durch dreimaliges
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Waschen inMethanol (ʹͶ h) extrahiert. Zuletzt wurde derMonolith innerhalb von ͳͲ h auf ͸ͲͲ °Cerhitzt und dort für Ͷ h kalziniert.
ϳ.ϭ.Ϯ FunkƟonalisierung

Reagenzienͻ͹% ͵-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) ʹͻͲmgͻͷ% N-Methyl-͵-aminopropyltrimethoxysilan (MAPTMS) ͵ͳ͸mgBernsteinsäureanhydrid ͳͳͷmg
Durchführung:Für die FunktionalisierungwurdenʹͻͲmgAPTMSbzw.͵ͳ͸mgMAPTMS in͵ͲmLDichlormethangelöst und die Monolithen mit dieser Lösung imprägniert (͸ h). Nach der Imprägnierung wurdendie Silica-Monolithen dreimal mit Dichlormethan gewaschen. Zur Säurefunktionalisierung wur-den die mit MAPTMS imprägnierten Monolithen mit einer wässrigen Bernsteinsäureanhydridlö-sung inkubiert (ʹ h).
ϳ.ϭ.ϯ ElementaranalyseZur Uǆ berprüfung der Funktionalisierung wurden mit den Silica-Monolithen Elementaranalysenvorgenommen. Durch die deutliche Erhöhung desWasserstoff- und Kohlenstoffanteils wurde voneiner erfolgreichen Funktionalisierung mit APTMS, MAPTMS und MAPTMS mit Bernsteinsäure-anhydrid ausgegangen.
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ϳ.Ϯ Größenstandards

- ϭϬϬϬϬ
- ϴϬϬϬ
- ϲϬϬϬ
- ϱϬϬϬ
- ϰϬϬϬ
- ϯϬϬϬ
- ϮϱϬϬ

- ϮϬϬϬ

- ϭϱϬϬ

- ϭϬϬϬ

- ϱϬϬ

(bp)

(a) ϭ kbp DNA-Leiter

- ϱϬϬϬ
- ϰϬϬϬ
- ϯϬϬϬ
- ϮϱϬϬ
- ϮϬϬϬ
- ϭϱϬϬ

- ϭϬϬϬ
- ϵϬϬ
- ϴϬϬ

- ϯϬϬ

- ϭϬϬ

- ϳϬϬ
- ϲϬϬ
- ϱϬϬ
- ϰϬϬ

- ϮϬϬ
- ϭϱϬ

(bp)

(b) ϭϬϬ bp DNA-Leiter extended

Abbildung ϳ.Ϯ: DNA-Größenstandards für die Agarose-Gelelektrophorese (Bildquelle: Gebrauchsanweisung 1
kbp DNA-Leiter bzw. 100 bp DNA-Leiter extended, März ϮϬϭϭ, Carl Roth, modifiziert)
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ϭϭ
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ϱϱ

ϯϲ

Ϯϴ

ϭϳ

ϵϱ

ϭϯϬ

ϮϱϬ

(a) PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
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kDA

ϭϬ

ϭϳϬ
ϭϯϬ

ϵϱ

ϳϮ

ϱϱ

ϯϰ

Ϯϲ

ϭϳ

ϰϯ

(b) PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Abbildung ϳ.ϯ: Proteingrößenstandards für SDS-PAGE mit anschließendemWestern Blot (Bildquelle: Product In-
formaƟon Thermo ScienƟfic PageRuler Plus Prestained Protein Ladder bzw. PageRuler Prestained
Protein Ladder, ϮϬϭϮ, Thermo Fisher, modifiziert)
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Ge
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kDA

ϭϬ

ϭϱϬ
ϭϮϬ
ϭϬϬ

ϲϬ

ϱϬ

ϯϱ

Ϯϱ

ϭϱ

ϰϬ

ϮϬϬ

ϴϱ

ϳϬ

ϮϬ

(a) PageRuler™ Unstained Protein Ladder

FerriƟn (ϳϮϬ kDA)

Urease (Hexamer - ϱϰϱ kDa)
FerriƟn (ϰϱϬ kDA)

Urease (Trimer - ϮϳϮ kDa)

Lactat-Dehydrogenase (ϭϰϲ kDa)

BSA (ϲϳ kDa)

Ovalbumin (ϰϱ kDa)

Trypsin-Inhibator (Ϯϭ kDa)

(b) Serva NaƟve Marker

Abbildung ϳ.ϰ: Proteingrößenstandards für (a) SDS-PAGE ohne anschließendem Western Blot (b) naƟve PAGE
(Bildquelle: (a) Product InformaƟon Thermo ScienƟfic PageRuler Unstained Protein Ladder, ϮϬϭϮ,
Thermo Fisher, modifiziert (b) InstrucƟon Manual SERVA NaƟve Marker Liquid Mix for BN/CN,
Version ϬϲϬϵ, Serva, modifiziert)

separated on precast SERVALYT® PRECOTES gel (flat bed) separated on precast vertcal gel (slab)

Abbildung ϳ.ϱ: IEF Marker pH ϯ-ϭϬ; Proteingrößenstandard für isoelektrische Fokussierung (Bildquelle:Manual
IEF Markers 3-10, SERVA Liquid Mix, Invitrogen, modifiziert)
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ϳ.ϯ Vektorkarte, pCR® Ϯ.ϭ-TOPO®-Vektor

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

T7vPromoter M93vForwardvBukOHvPrimer

Not I Xho I Nsi I Xba I Apa I

M93vReversevPrimer
lacZα ATG

Kpn I Sac I Spe IBamHvIHindvIII

EcoRvIEcoRvIBstXvI

BstXvIEcoRvV

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC

TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

PCRvProductGTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT AAG GGC GAA TTC TGC

CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAA TTC CCG CTT AAG ACG

pCR
®

k®9uTOPO
®

3®9vkb

lacZα

A
m

picillin

p
U

c
 o

ri

Kana
m

y
c
in

f1
 o

ri

Pla
c

Abbildung ϳ.ϲ: Vektorkarte des Klonierungsvektors pCR® Ϯ.ϭ-TOPO®; Plac: lacPromotor, lacZα: β-Galaktosidase-
gen, Kanamycin: Kanamycinresistenzgen, Ampicillin: Ampicillinresistenz, pUC origin: high co-
py-ReplikaƟonsursprung (Bildquelle: User guide TOPO® TA Cloning® Kit, PublikaƟonsnummer Ϯϱ-
Ϭϭϴϰ, Revisionsdatum ϭϯ. März ϮϬϭϮ, Life Technologies, modifiziert)

ʹͶͷ


	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


