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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei einem Screening, welches den Zweck hatte, Enzyme fiir die Kldrung von Weinen und
Fruchtsdften zu finden, wurde eine prolylspezifische Endopeptidase entdeckt (PsP A), die
von dem Basidiomyceten Wolfiporia cocos ausgeschieden wurde. Der Nutzen dieser
Enzyme liegt in ihrer Fahigkeit, prolinreiche Proteine wie Casein oder Gluten abzubauen.
Géngige Enzyme, die in der Lebensmittelproduktion eingesetzt werden, konnen dies nur
unzureichend bewerkstelligen. Konsequenz daraus ist zum einen ein bitterer Geschmack
von Proteinhydrolysaten. Zum anderen ruft Gluten bei Menschen, die an Zoliakie leiden,
Beschwerden hervor, die den Konsum dieses in vielen Nahrungsmitteln vorhandenen
Proteins unmoglich machen. Es handelt sich bei der gefundenen Peptidase um ein saures
Enzym (pl 3,6) mit einen Molekulargewicht von 57 kDa. Seine starke Glycosylierung
macht es widerstandfdhig gegen wechselnde Umwelteinfliisse. Die Nucleotidsequenz des
clonierten Gens ermoglichte die Einordnung der PsP A als S28.004 Serinpeptidase.
Phylogenetische Untersuchungen ergaben, dass die PsP A mit allen weiteren
S28-Peptidasen pilzlichen Ursprungs einen eigenen Entwicklungszweig in der Evolution
dieser Enzyme darstellt. Dieser entwickelte sich aus einem einzigen Ausgangsenzym und
verzweigte in zwei Linien, von denen die eine, zu denen auch die PsP A gehort,
Endopeptidasen sind. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass EndoPro™, eine
S28-Peptidase aus Aspergillus niger, die von der Firma DSM bereits kommerziell
eingesetzt wird, nicht aus einer zur PsP A homologen Entwicklungslinie hervorgegangen
ist. Sie unterscheidet sich von dieser so weit, dass eine Patentierung des Enzyms moglich

ist.

In Kooperation mit der Firma Siid-Chemie AG (heute Clariant) wurde nach Pilzen gesucht,
die fahig sind Lignin in einem von der Firma erzeugten Weizenstrohhydrolysat zu
zersetzen. Pilze mit hoher Abbauleistung konnten die restliche, mit Lignin inkrustierte
Cellulose bzw. Hemicellulose einer Spaltung in industriell verwertbare Monomere
zuginglich machen. Diesbeziiglich wurde ein Screening mit 60 Basidiomyceten
durchgefiihrt. Die Pilze Irpex consors und Stereum hirsutum wurden als die Spezies
ermittelt, die die hochste Abbauleistung zeigten. Des Weiteren wurde eine
Medienoptimierung durchgefiihrt, um den Abbau der Lignocellulose durch die Pilze zu
steigern. Zudem sollten untersucht werden, ob teure Medienkomponenten, die einen
grofitechnischen Einsatz verhindert hitten, ersetzt oder weggelassen werden konnten. Am
Ende dieses Prozesses bestand das Medium nur noch aus den schwefelsauren
Weizenstrohhydrolysat und mineralischen Komponenten. Die Abbauleistung konnte

gesteigert werden.
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Abstract

Abstract

In a screening for enzymes for the clarification of wines and fruit juices, a prolyl-specific
endopeptidase was discovered (PsP A), which was excreted by the basidiomycete
Wolfiporia cocos. The benefit of prolyl-specific peptidases is their ability to degrade
proline-rich proteins such as casein or gluten. Common enzymes used in food production
can do so inadequately. The consequence of this is on the one hand a bitter taste of protein
hydrolysates. On the other hand, people suffer from celiac disease are unable to consume
gluten-containing food. The identified peptidase is an acidic enzyme (pl 3.6) with a
molecular weight of 57 kDa. Its high degree of glycosylation makes it resistant to changing
environmental conditions. Bioinformatic analysis of the nucleotide sequence of the cloned
gene allowed the classification of PsP A as a member of the S28.004 serine peptidase
family. Phylogenetic studies revealed that PsP A, with all other S28 peptidases of fungal
origin, represents a distinct evolutionary branch in the evolution of these enzymes. They
evolved from a single parent enzyme and branched into two lines, one of which, including
PsP A, represents endopeptidases. Furthermore, it has been shown that EndoPro™, a
S28 peptidase from Aspergillus niger, which is already marketed by DSM, did not

originate from a development line homologous to PsP A.

In cooperation with the company Siid-Chemie AG (today Clariant) mushrooms were
screened for their ability to decompose lignin in wheat straw hydrolysates produced by the
company. Mushrooms efficiently degrading lignin could make the residual lignin encrusted
cellulose or hemicellulose accessible to cleavage into industrially useful monomers.
Altogether, 60 basidiomycetes were screened and the mushrooms Irpex consors and
Stereum hirsutum were identified as the species that showed the most efficient lignin
degradation. Furthermore, a medium optimization was carried out to increase the
degradation of lignocellulose by the fungi. In addition, it should be investigated whether
expensive media components that could prevent large-scale use could be replaced or
omitted. At the end of these processes, the medium consisted only of the wheat straw

hydrolysate and mineral components. The degradation rate could be increased.
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Einleitung

1 Einleitung

Der Bedarf an hoch selektiv wirkenden, bei milden Bedingungen arbeitenden
Katalysatoren fiihrte dazu, dass sich das Interesse unterschiedlicher angewandter
Disziplinen auf Enzyme richtete. Schon seit langem werden sie in der Herstellung und
Veredelung von Nahrungsmitteln oder beim Gerben von Leder eingesetzt. Thre
Ungiftigkeit und die damit verbundene leichte Entsorgung sowie die Unbedenklichkeit
beim Ausbringen in die Umwelt fiihrten zu einer Ausweitung auf andere Bereiche, wie z.B.
den Einsatz in Waschmitteln oder bei der Sanierung von Bdden und der Anreicherung von

Erzen (Bioleeching).

Auf der Suche nach neuen Enzymen fiir neue Aufgabenstellungen, sowie stabileren und
effizienteren Enzymen fiir bestehende Aufgaben werden weiterhin verschiedenste
Organismengruppen nach diesen durchgemustert und fiir die Biotechnologie erschlossen.
Der Gruppe der Basidiomyceten (Standerpilze), zu denen auch die in dieser Dissertation
eingesetzten Pilze gehdren, wurde lange Zeit nur am Rande Beachtung geschenkt. Zu
Unrecht, denn die von ihnen ausgeschiedenen Enzyme weisen eine hohe Diversitidt an
neuartigen enzymatischen Funktionalititen auf. lhre vergleichsweise hohe Stabilitét
gegenliber verschiedensten Umweltfaktoren, die unter anderem durch einen hohen
Glycosylierungsgrad bedingt ist, macht sie fiir den groBtechnischen Einsatz besonders
interessant. Die Glycosylierung von Proteinen ist ein zwischen den einzelnen
Eukaryotengruppen stark konservierter Prozess, der mehrere Funktionen erfiillt. Neben der
Adressierung der Proteine fiir den intrazelluldren Transportprozess dient er der korrekten
Faltung im Endoplasmatischen Retikulum und der Vermeidung von Proteinaggregation. In
Zusammenhang mit dieser Doktorarbeit ist besonders der Aspekt der mit der
Glycosylierung verbundenen erhohten Stabilitédt, sowie die mit ihr einhergehende Resistenz
gegen einen einen Abbau durch Peptidase interessant. Biotechnologisch ist diese
Modifizierung des Enzyms von hohem Interesse. Die Enzyme haben hohere Haltbarkeit,
und vertragen groflere Schwankungen bei pH-Wert, Temperatur, Druck und des
Salzgehalts des Mediums. Auch Losungsmittel kénnen zum Teil in hdheren

Konzentrationen toleriert werden.

1.1 Prolylspezifische Peptdase (PsP A)

Das erste Thema ist lebensmittelbiotechnologischer Natur. Es handelt sich um eine
prolylspezifische Peptidase (PsP A), deren Aufgabe die Hydrolye prolinreicher

Proteinsequenzen ist. Es ist eine Fortfiihrung der Forschung auf Basis der Ergebnisse des



Einleitung

DBU Projekts 13164. Dies ist in Zusammenhang mit der Erzeugung von
Proteinhydrolysaten zu sehen. Proteinhydrolysate spielen in vielen Bereichen der
Lebensmittelherstellung eine Rolle (z.B. Diiten fiir spezielle Zielgruppen). Sduglinge, alte
Menschen, Hochleistungssportler, Allergiker und Menschen mit genetisch bedingten
Krankheiten wie z.B. Zolliakie, Phenylketonurie sind unter bestimmten Bedingungen oder
dauerhaft auf diese angewiesen. Bei allen spielt der vollstindige Aufschluss und die
Zusammensetzung eine wichtige Rolle. Zudem koénnen beim Abbau von Proteinen Peptide
frei werden, die gesundheitsfordernde Eigenschaften haben. Besonders aus Milch sind
solche Eigenschaften bekannt, von denen angenommen werden kann, dass sie kein
Zufallsprodukt sondern evolutionér entstanden sind. Fiir die Lebensmittelindustrie ergeben
sich hieraus neue Absatzmoglichkeiten bei den besonders um ihre Gesundheit besorgten
Zielgruppen. Wichtigstes Problem bei Hydrolysaten ist der je nach Substrat und
eingesetzter Peptidasemischung mehr oder minder bittere Geschmack, der bei den

Verbrauchern die Akzeptanz fiir das Produkt mindert.

Auch in technischer Hinsicht sind Proteinhydrolysate interessant, da sie als Emulgatoren
und als Stabilisatoren von Schdumen eingesetzt werden konnen. Des Weiteren erhdhen sie

Viskositdt und spielen fiir Textur und Mundgefiihl eine grof3e Rolle.

1.2 Abbau von Lignocellulose

Basidiomyceten sind neben einigen Ascomyceten die einzigen Organismen, die fahig sind
Holz abzubauen. Sie spielen damit eine wichtige Rolle bei der Remineralisierung von
Biomasse. Dies geschieht im Groben entweder durch Weillfaule, die vom Grofteil der
holzabbauenden Pilze betriecben wird, oder durch Braunfiule, die von 6% der
Holzzersetzer genutzt wird. Braunfduleerreger nutzen sowohl Cellulose als auch
Hemicellulose und lassen das Lignin zuriick, was namensgebend fiir die Braunfdule ist.
Die dunklen und sproden Reste des Braunfiuleabbaus zeigen den charakteristischen
Wiirfelbruch.

Weilfauleerreger zerstdren das Lignin und hinterlassen ein helle faserige Masse, die auch
Mycolholz genannt wird. Sie wurde lange Zeit nur fiir wenige Anwendungen nutzbar
gemacht, wie zum Beispiel fiir die Herstellung von Bleistiften oder, in feuchtem Zustand,

zur Méstung von Vieh in den Tropen.

Ihre Féhigkeit, Lignin abzubauen und die in den verholzten Pflanzenteilen enthaltenen
polymeren Zucker freizusetzen, kdnnte in Zeiten sinkender Olreserven einen wichtigen
Beitrag zur Sicherung der Versorgung mit Treibstoffen und organischen Grundchemikalien

leisten. Als Rohstoff sollen, so die Idee, entweder schnellwachsende Pflanzen mit



Einleitung

geringem Néhrstoffbedarf oder Biomasse, die in der landwirtschaftlichen Produktion

anfillt, dienen.

Hier schlieft sich der zweite Teil dieser Dissertation an. Im Rahmen des Projekts
Bioraffinerie 2021 sollte schwefelsauer aufgeschlossenes Weizenstroh delignifiziert und
sowohl Cellulose als auch Hemicellulose freigesetzt und hydrolysiert werden. Diese sollen
unter Zuhilfenahme einer sich anschliefenden Fermentation zukiinftig als Biokraftstoff

Anwendung finden soll.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Tab. 2.1: Salze, Losungsmittel und Verbrauchsmaterialien

Chemikalie

Qualitat Hersteller
Acrylamid-Bisacrylamid-
Stammldsung, Rotiphorese Gel  40% in Wasser; 37,5:1 Roth
40
Aktivkohle pulv. fur
Entfarbungszwecke Roth
Aluminiumsulfat-Hydrat krist. Roth
Ammoniumperoxodisulfat > 98%, p. a. Applichem
Ammoniumsulfat >99,5%, p. a. ,ACS, ISO Roth
L-ASPARAGIN-MONOHYDRAT > 99%, reinst Applichem
Borsaure 99,5%, Ph. Eur., USP, BP Roth
Calciumchlorid-Dihydrat >99,5%, p. a. Applichem
Citronensaure > 99,5%, Ph. Eur. Roth
Desoxynucleosidtriphosphate
(dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, > 98 %, lyophilisiert Roth
dTTP)
Dinatriumhydrogenphosphat- o .
Dihydrat >99,5%, p. a. Applichem
i i o,
Dithiothreitol ﬁéc_)rL)Jltra, for molecular biology, 299.5% Sigma
Dimethylformamid (DMF) ROTIPURAN® >99,8%, p. Roth
Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat > 99%, p. a. Applichem
Essigsaure 100%, p.a. Roth
. Schmidt
o]
Ethanol > 99,8%, m. MEK vergallt Chemikalien
Ethanol > 99,5%, Ph. Eur. Roth
Ethylendiamintetraessigséaure, o .
Dinatriumsalz (EDTA) > 99%, p. a. Applichem
D(+)-Glucose-Monohydrat f. d. Mikrobiologie Roth
Glycerol > 98%, Ph. Eur. Roth
Glycin > 99%, p. a. Roth
Isopropanol >99,8%, p. a. Roth
Kaliumchlorid 99-100,5%, Ph. Eur. Applichem
Kaliumdihydrogenphosphat p. a. Roth
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat > 99%, p. a. Applichem
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Fortsetzung Tab. 2.1

Tab.

Chemikalie Qualitat Hersteller
Magnesiumsulfat-Heptahydrat > 99,5%, f. d. Molekularbiologie ~ Applichem
Magnesiumsulfat-Hydrat > 99%, getrocknet, reinst Roth
Mangan(ll)-sulfat-Monohydrat >99%, p. a. Applichem
B-Mercaptoethanol 99%, p. a. Roth
Methanol ROTISOLV® 299,9 %, Pestilyse® Roth
Natriumacetat wasserfrei zur Analyse, ACS Bernd Krate
Natriumcarbonat > 99%, wasserfrei Roth
Natriumchlorid 99-100,5%, Ph. Eur. Applichem
Natriumdodecylsulfat (SDS) Ph. Eur. Merck
Ngtriumdihydrogenphosphat- purum p. a.,crystallized >99,0% Fluka
Dihydrat (T

Natriumhydroxid > 99%, p. a. Roth
Natriumsulfat > 99%, p. a. Roth
o0-Phosphorsaure E%TIPURAN@ >85%, p.a., ACS, Roth
Salzsaure > 25%, p. a. Roth
Schwefelsaure 98% Roth
N,N,N’,N'-

Tetramethylethylendiamin > 99% Applichem
(TEMED)

Trichloressigsaure >99,0% (T) Fluka
Tri§(hydroxymethyl)-aminomethan > 99,3%, buffer grade Roth
(Tris)

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) > 99%, p. a. Roth
TWEEN® 80 Ph. Eur. Roth
Wasserstoffperoxid 30% purum p.a. >30 RT Sigma
Zink(Il)-sulfat-Heptahydrat >99,5%, p. a. Applichem
2.2: Antibiotika

Chemikalie Qualitat Hersteller
Ampicillin, Natriumsalz 99% Roth
Chloramphenicol Roth
Kanamycinsulfat > 750 |L.E. mg" Roth
Streptomycinsulfat > 720 I.E. mg" fUr die Biochemie Roth
Tetracyclin-Hydrochlorid > 95% Cellpur® Roth
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Tab.

2.3: Farbstoffe

Chemikalie Qualitat Hersteller
2, 2°Azino-bis-

(si]?;:ig)frgz)tzr%arrzlgg?dgsaIz e Applichem
(ABTS)

Bradford-Reagenz, Roti-Nanoquant 5x Konzentrat Roth
Bromphenolblau, Natriumsalz f. d. Elektrophorese Roth
Coomassie Brillantblau G 250 reinst Applichem
Coomassie Brillantblau R 250 reinst Applichem
4-Nitroanilin > 99% Sigma
4-Nitrophenol > 99% Sigma
4-Nitrophenylacetat Sigma
4-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid > 98% TLC Sigma
Orange G (C.1. 16230) fiir die Mikroskopie Roth
g;?;gg:izc(';('f’gé‘;’?;’OXV"ﬁ'D' > 99%, . d. Biochemie Roth
Xylencyanol for electrophoresis Merck
Z-Glycyl-L-prolin-4-nitroanilid > 99% TLC Sigma

(Z-Gly-Pro-4-Nitroanilin)

Tab.

2.4: Chemikalien mit komplexer, chargenweise schwankender Zusammensetzung
Chemikalie Qualitat Hersteller
Agar-Agar Kobe | reinst Applichem
Agarose LE - Biozym Biozym
Avicel® PH-101 Cotton linters* Cellulose powder  Fluka
Becton,

BactoTM Peptone

Basal Medium Eagle (BME)
Gluten

Hefeextrakt

Lignocellulosesubstrat |
Lignocellulosesubstrat Il
Malzextrakt

Pepton aus Soja
Rinderserumalbumin (BSA)
Stoh, gemahlen

for use in preparing microbiology
culture media

~80% Protein

reinst

for microbiology
f. d. Mikrobiologie
> 98%, f. d. Molekularbiologie

Dickinson and
Co

Sigma
Roth

Fisher Scientific

Sudchemie
Sudchemie
Sigma
Roth

Roth
Sudchemie
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2.2 Gerate

Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Geréte, alphabetisch sortiert, mit Angaben
zu Modell und Hersteller bzw. Distributor (Tab. 2.5 - Tab. 2.14).

Tab. 2.5: Messgerite

Gerat Modell Firma
Spektralphotometer Specord 50 Analytik Jena
pH-Meter SevenEasy pH Mettler Mettler Toledo
Trockenmassenbestimmung  Moisture Analyser MA35 Satorius
Elementaranalyse Flash EA 1112 Series Thermo Electron

Tab. 2.6: Zentrifugen

Gerat Modell Firma

Tischzentrifuge Allegra X-15R Beckman Coulter
Tischzentrifuge Microfuge 22R Beckman Coulter
Zentrifuge J2-MC Beckman Coulter

Tab. 2.7: Ultrafiltration

Gerat Modell Firma
Pumpe Masterflex L/S Lone Parmer
Viva Flow Filtereinheit VivaFlow 50 30.000 MWCO PES Satorius
Verbrauchsmaterial Modell Firma
JUMBOSEP 30K DISK Pall
Mac_rosep Advance Centrifugal Pall
Ultrafiltrationseinheiten fur Device 30K MWCO
einmalige Nutzung Microsep Advance Centrifugal Pall
Device 30K MWCO
Nanosep 10K omega Pall
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Tab. 2.8: FPLC

Gerat Modell Firma

FPLC Biologic Duo Flow Biorad

Saule XK 26/40 GE Health Care

GE Health Care
GE Health Care
GE Health Care

IEX-Saulenmaterial
HIC-Saulen
GFC-Saulen

DEAE Sepharose Fast Flow
HiTrap HIC Selection Kit
HiLoad 16/60 XK 200 pg

Tab. 2.9: SDS-PAGE / Western-Blot

Gerat Modell Firma
Spannungsquelle EV231 Peqlab
Gelelektrophoresekammer PerfectBlue Twin S Peglab
Tank-Elektroblotter PerfectBlue Web S Peqglab
Kihlung Minichiller Huber
Verbrauchsmaterial Modell Firma
Marker Fermentas
Marker Thermo
PVDF-Membran

Tab. 2.10: IEF

Gerat Modell Firma
Spannungsquelle EV262 Peqlab
IEF- :

Gelelektrophoresekammer Multiphor Il GE Healthcare
Klhlung Minichiller Huber
Verbrauchsmaterial Modell Firma
Gel ServaGe™ |EF 3 - 10 SERVA
Marker IEF Markers 3-10 SERVA
Probenauftragspuffer IEF sample buffer SERVA
Anodenpuffer IEF anode buffer SERVA
Kathodenpufer IEF cathode buffer SERVA
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Tab. 2.11: PCR

Gerat Modell Firma
PCR-Cycler Alpha SC Analytik Jena
Verbrauchsmaterial Modell Firma

siehe molekularbiologische Werkzeuge Tabelle

Tab. 2.12: Agarosegelelektrophorese

Gerat Modell Firma
Spannungsquelle EV231 Peqglab
Geldokumentation DeVision G Decon Science Tec
Gelkammer PerfectBlue Mini S Peqlab
Verbrauchsmaterial Modell Firma

Marker T835.1 Carl Roth

Tab. 2.13: Fermenter

Gerat Modell Firma
Fermenter Labfors 3 Infors HT
Kihlung Minichiller Huber
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Tab. 2.14: Diverses

Gerat

Modell Firma
Autoklav Laboklav 160 SHP Steriltechnik
Autoklav Laboklav 25 SHP Steriltechnik

Dispergiergerat
Kihl-Thermo-Mixer
Gefriertrocknungsanlage
Inkubator
Inkubationsschuttler
Pipette

Pipette

Pipette

Pipette
Reinstwassersystem

Sterile Werkbank

Ultratiefkihlschrank

T 25 digital Ultra-Turrax
MKR 13

VaCo 2

INE 500

Multitron 2

0,1-2,5 uL Research
2-20 pL Research
20-200 uL Research
100-1000 pL Research
arium 611VF

HERAsafe KS 18

Forma 906

IKA

HLC BioTech
Zirbus Technology
Memmert

Infors HAT
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Sartorius

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

10
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2.3 Eingesetzte Organismen

2.3.1 Pilze

Wolfiporia cocos wurde fiir die Arbeiten an der prolylspezifischen Peptidase benutzt. Fiir
das Projekt ,Lignocellulose Bioraffinerie“ wurden in Absprache mit der Firma
Stid-Chemie AG 60 Pilzarten (50 Stimme + 10 ,,Reservestimme* als Ersatz fiir eventuell

nicht oder schlecht wachsende Basidiomyceten) in Kultur genommen (Tab. 2.15).

Tab. 2.15: Die in dieser Dissertation verwendeten Pilzspezies, alphabetisch sortiert, mit Angaben zur

Herkunft und zugehoriger Stammsammlungsnummer

Spezies

Stammsammlungsnummer Anbieter

Abortiporus biennis
Armillaria bulbosa
Auricularia auricula-judae
Auricularia fuscosuccinea
Auricularia mesenterica
Auricularia polytricha
Bjerkandera fumosa
Ceriporiopsis resinascens
Ceriporiopsis rivulosa
Coprinus clastophyllus
Coprinus sterquilinius
Cyathus africanus
Dichomitus albidofuscus
Dichomitus campestris
Dichomitus squalens
Exidia glandulosa
Fistulina hepatica
Ganoderma anullaris
Ganoderma applanatum
Hericium cirrhatum
Hericium coralloides
Heterobasidion araucariae
Heterobasidion insulare
Inonotus dryadeus

Irpex consors

Irpex vellereus

Ischnoderma benzoinum

Lentinellus cochleatus var. inolens

676.70
3732
11326
9844
6917
6918
100982
525.92
434.48
8306
3341
1593
321.75
793.86
9615
1012
4987
9943
3800
101412
107488
744.94
451.76
8674
7382
515.92
311.29
913.87

CBS
DSMZ
DSMz
DSMz
DSMZ
DSMZ

CBS

CBS

CBS
DSMZ
DSMz
DSMz

CBS

CBS
DSMz
DSMz
DSMZ
DSMZ
DSMz

CBS

CBS

CBS

CBS
DSMz
DSMZ

CBS

CBS

CBS

11
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Fortsetzung Tab. 2.15

Spezies Stammsammlungsnummer Anbieter
Lentinus cladopus 8256 DSMZ
Marasmius cohortalis 8257 DSMZ
Meripilus giganteus 8254 DSMZ
Merulius tremellosus 5031 DSMZ
Microporus affinis 105819 CBS
Mycena epipterygia 8733 DSMzZ
Nidula niveotomentosa 380.80 CBS
Oudemansiella platyphylla 9224 DSMZz
Panellus serotinus 5204 DSMZz
Phanerochaete tamariciphila 339.95 CBS
Phellinus igniarius 4818 DSMZ
Phlebia subserialis 103253 CBS
Pholiota nameko 6908 DSMZ
Pholiota squarrosa 5127 DSMZ
Pleurotus citrinopileatus 5341 DSMZ
Pleurotus flabellatus 8299 DSMZ
Polyporus squamosus 426.48 CBS
Polyporus tuberaster 442.85 CBS
Polyporus umbellatus 483.72 CBS
Punctularia atropurpurascens 388.66 CBS
Punctularia strigosozonata 702.94 CBS
Pycnoporus coccineus 355.63 CBS
Pycnoporus sanguineus 3023 DSMZ
Stereum complicatum 5182 DSMZ
Stereum rameale 3570 DSMZ
Stropharia aeruginosa 3374 DSMZ
Termitomyces albuminosus 1625 DSMZ
Termitomyces poonensis 200.90 CBS
Trametes ochracea 8243 DSMZz
Trametes suaveolens 5237 DSMz
Tyromyces chioneus 5242 DSMZ
Wolfiporia cocos 279,55 CBS

Ausgewdhlt wurden iiberwiegend holzzersetzende Pilze, wobei vereinbarungsgemal
Weillfaulepilze oder Pilze, die weillfauledhnliche Befallssymptome verursachen, bevorzugt
wurden (Tab. 2.15). Bei der Auswahl wurde auf eine méglichst hohe biologische Diversitét
(2 Klassen, 7 Ordnungen, 23 Familien, 38 Gattungen) geachtet (Tab. 2.16), um das
biochemische Potential von Basidiomyceten optimal zu nutzen. Aus jeweils einer Gattung

wurden, wenn moglich, zwei Spezies gewéhlt.

12
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Tab. 2.16: kladistische Einordnung der fiir das Lignocellulose Bioraffinerie Projekt verwendeten Pilze

Klasse

Aphyllophorales

Bjerkandera

Ordnung Familie Gattung Art
. . Cyathus Cyathus africanus
Nidulariaceae Nidula Nidula niveotomentosa
Stropharia Stropharia aeruginosa
Strophariaceae , Pholiota nameko
Pholiota .
Pholiota squarrosa
Pleurotaceae Pleurotus Pleurotus citrinopileatus
Pleurotus flabellatus
Armillaria Armillaria bulbosa
Physalacriaceae oud iell Oudemansiella
Agaricaceae udemansielia platyphylla
Coprinus clastophyllus
Psathyrellaceae Coprinus p . py
Coprinus sterquilinius
Fistulinaceae Fistulina Fistulina hepatica
Termitomyces
Lyophyllaceae Termitomyces | albuminosus
Termitomyces poonensis
Marasmiaceae Marasmius Marasmius cohortalis
. Panellus Panellus serotinus
Tricholomataceae - -
Mycena Mpycena epipterygia
Ganod llari
Ganodermataceae |Ganoderma anoderma anutiarts
Ganoderma applanatum
§ Fomitopsidaceae Ischnoderma | Ischnoderma benzoinum
[0}
o Phanerochaete
g Phanerochaete tamariciphila
8 Phanerochaetaceae Irpex consors
5 Irpex
2 Irpex vellereus

Bjerkandera fumosa

Ceriporiopsis rivulosa

Meruliaceae Ceriporiopsis | Ceriporiopsis
resinascens
Merulius Merulius tremellosus
Trametes ochracea
Trametes
. Trametes suaveolens
Coriolaceae

Abortiporus

Abortiporus biennis

Meripilus Meripilus giganteus
Lentinaceae Lentinus Lentinus cladopus
. Microporus affinis
Microporus .
Microporus xanthopus
Pycnoporus coccineus
Pycnoporus ,
Pycnoporus sanguineus
Polyporus squamosus
Polyporaceae Polyporus Polyporus tuberaster
Polyporus umbellatus
Tyromyces Tyromyces chioneus
Dichomitus albidofuscus
Dichomitus Dichomitus campestris

Dichomitus squalens

13
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Fortsetzung Tab. 2.16

Klasse Ordnung Familie Gattung Art
. . Heterobasidion insulare
Bondarzewiaceae Heterobasidion iy ,
Heterobasidion araucariae
Auriscalpiaceae Lentinellus Lentinellus cochleatus
Russulales . . Hericium cirrhatum
Hericiaceae Hericium . .
Hericium coralloides
Stereum complicatum
Stereaceae Stereum p
@ Stereum rameale
© Phellinus Phellinus igniarius
S Hymenochaetales | Hymenochaetaceae 9
g Inonotus Inonotus dryadeus
8 Punctularia
— . .
S Corticial Punctulariaceae Punctularia atropurpurascens
< orticiales Punctularia strigosozonata
Corticiaceae Phlebia Phlebia subserialis
Auricularia auricula-judae
. . . ) Auricularia fuscosuccinea
. . Auriculariaceae Auricularia . . .
Auriculariales Auricularia mesenterica
Auricularia polytricha
Exidiaceae Exidia Exidia recisa

Um bereits in der frithen Projektphase Schwierigkeiten bei einer spéteren Patentierung zu

vermeiden, war es notwendig, die verfiigbare Literatur nach folgenden Punkten zu sichten:

. Die Anzahl der zu einem Pilz verfligbaren Publikationen sollte gering sein
. Das betraf besonders Publikation zum Thema Lignin abbauende Enzyme
. Keine bzw. wenige verfiigbare Sequenzen fiir Gene und Proteine, die den Abbau

von Lignin betreffen

Gegebenenfalls wurde auf eine verwandte, weniger gut untersuchte Art ausgewichen. Nach

Abschluss des Screenings stellte sich heraus, dass es sich bei dem Pilz Microporus affinis

um Podoscypha spec und bei Meripilus giganteus um Stereum hirsutum handelte. Dies

wurde durch eine ITS-Sequenzierung festgestellt.
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2.3.2 Bakterienstamme

Tab. 2.17: Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Bakterienstimme, alphabetisch sortiert, mit
Angaben zum Genotyp und Hersteller

Stamm Genotyp Hersteller
TOP 10 F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 Invitrogen
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 9
Rosetta 2 F-ompT hsdSs(Rs" ms") gal dcm A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1
. Takahara
(DE3) sam?7 ninJ])

2.4 Plasmide

Die c¢cDNA der prolylspezifischen Peptidase wurde zuerst in pCR2.1 (Abb. 2.1)
zwischenkloniert (Abb. 2.2). AnschlieBend wurden von ihr PCR-Produkte mit
vollstdndiger Lénge (1560 bp) amplifiziert, die als PsP A-pp bezeichnet wurden, da sie die
Prekursorsequenz beinhalteten. Es wurden auch solche Amplifikate erzeugt, bei denen die
Prekursorsequenz entfernt wurde, was dem nativen Zustand entspricht und die deshalb als
PsP A-n (1490 bp) bezeichnet wurden.

Apa LI (1953)
Neo 1(1586)
Kan(R) |
Pst1(1207) ‘
Kan promoter
1 origin
M13 (-40) forward primer

M13 (-20) forward primer
T7 primer
T7 promoter
Ava I (41)
Pst1(17) |
EcoRI(8) |
TOPO binding site |
3'-T overhang |

\

lac promoter
|ac repressor binding site
M13 reverse primer
Hin dIII (3872)

|
| Bam HI (3890)

Eco RI (3921)
OPO binding site

pUC origin /
Apa LI (3199) | 3'-T overhang

Amp(R)

a

pCR2.1-TOPO

3931bp

Abb. 2.1: Plasmid pCR2.1 mit Lokalisierung der einzelnen Gene und Multiple Cloning Site
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Signal Peptide

pro sequence
Smal (5214) EcoRI (8)
Aval (5212, Pstl (17)

Xmal (5212) T7 promoter

Aval (5115) Aval (41)
Clal (5032,

PsP

T7 primer
M13 (-20) forward primer

Pst1 (4630) M13 (-40) forward primer
Aval (4572) f1 origin
Pstl(4519) /' Kan promoter

|

Apall (4267) Pstl (1207)

pCR2.1-TOPO-PsP | KanR)

EcoRI (3921) {
NG 5491 bp

|
BamHI (3890) \\}

—
HindIII (3872) / ) Neol (1586)
M13 reverse primer
lac repressor binding site JK ~ Apall (1953)

lac promoter

Apall (3199) < Amp(R)

pUC origin
Abb. 2.2: Plasmid pCR2.1-TOPO-PsP A mit Lokalisierung der einzelnen Gene sowie der cDNA der PsP A
und Multiple Cloning Site

Die PCR-Produkte PsP A-n und PsP A-pp wurden jeweils in die Expressionsvectoren
pETI15b (Abb.2.3) und pET25b (Abb.2.4) einkloniert. pETISb expremiert im
Cytoplasma, pET25b in den periplasmatischen Raum.

Clal (25)
HindIII (30)
T7 terminator
EcoRI (5707) BamHI (320)

Apall(5381)
Amp(R)
Pstl (4959)

_ Aval (325)

thrombin

- \\\\Iac operator
PEI- A

\Apa LI (1197)
5708 bp

Apall (4135) — lac |

ColE1 pBR322 origin
Apall (3635) s

|

Aval (2771)

Abb. 2.3: Plasmid pET15b mit Lokalisierung der einzelnen Gene und Multiple Cloning Site
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T7 terminator
His tag
HSV tag
Aval (168)
1 origin Aval (213)
______ HindIII (228)
T

Apall (4830) EcoRI (247)

BamHI (253)

Amp(R! 4 Neol (275)
p( )\/

Pst (4408) pelB sequence

ET25b T7 promoter
p

5547 bp

lac operator
Apall (1149)
lac |

ApalLl (3584)

/

/

ColE1 pBR322 origin
Apall (3084)

Abb. 2.4: Plasmid pET25b mit Lokalisierung der einzelnen Gene und Multiple Cloning Site

2.5 Primer

Die verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Eurofines geliefert und in einer
Arbeitskonzentration von 10 pmol eingesetzt (Tab. 2.18). Die eventuelle Bildung von
Primerdimeren oder unerwiinschter Sekundérstrukturen wurde mit dem von MWG zur
Verfligung gestellten Programm MOPS (multifunktionales Oligo Property Scan Tool)
iiberpriift.
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Tab. 2.18: Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Primer, sortiert nach Anwendungsfeld, mit Nucleotidsequenz, Primerlédnge und Schmelztemperatur (Twm)

Anwendungsfeld  Primer Sequenz Lange Tm
SMART II™ Qligonucloetide 5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC GGG-3' 30bp 70,9 °C
cDNA-Synthese 3' SMART™ CDS Primer Il A 5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CT(30)V N-3' 57bp 67,4°C
5' PCR Primer Il A 5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3' 23bp 60,6 °C
PsP A6-for 5'-TAY ACN GAR TTN CCN CCN TTN ACN TAY AC-3' 29bp 64,6 °C
PsP A7-rev 5'-AAY AAY GCN ACN CCN GAY CAR GCN C-3' 25bp 66,3 °C
PsP A-Anfang 74 5'-ATG GTG TCC TCC AGC CTG GCG GTG AGC TC-3' 29bp 73,7°C
PsP A-Ende 74 5'-TCA TGA CTG CGA CTG CGC GGG GGC CGT-3' 27bp 74,1°C
Fischen des Gens
PsP A-inter-for 64 5'-GAT ACT TTG ACA TTA TTC GCA AGC ACA TGC-3' 30bp 64,0°C
PsP A-intern-rev 5'-GGT GAG GTT CAT GCT GAA CGT CTG CTT-3' 27bp 66,5°C
SMART oligo 66 5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC-3' 27bp 66,5°C
SMART CDS 64 5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CTT TT-3' 29bp 63,9 °C
PSP A-pET15-for ZL?TA TAT ATC ATA TGA TGG TGT CCT CCA GCC TGG CGG TGA 40bp 725 °C
PsP A-pET15-intern-for 5'-ATA TAT ATC ATA TGG GGA CCG AGC TCC CGC CGC-3' 33bp 72,0 °C
Umklonierung in  PsP A-pET15-rev 5'-ATA TAT ATG GAT CCT CTC ATG ACT GCG ACT GCG CGG-3' 36bp 71,7°C
Expressionsvektor oop A bET25-for 5'-ATA TAT ATG GAT CCG ATG GTG TCC TCC AGC CTG GC-3' 35bp 71,8 °C
PsP A-pET25-intern-for 5'-ATA TAT ATG GAT CCG GGG ACC GAG CTC CCG C-3' 31bp 721°C
PsP A-pET25-rev-2 5'-ATA TAT ATG TCG ACT GAC TGC GAC TGC GCG GGG-3' 33bp 72,0°C
molekulare ITS4 5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' 20bp 58,0°C
Charakterisierung T35 5'-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG-3' 21bp 58,0°C
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2.6 Losungen und Puffer

2.6.1 Puffer fur Agarosegelelektrophorese

TBE-Puffer (Stammlésung, fiinffach konzentriert)

Tris-Base 54,0gL!
Borsédure 27,5gL!
EDTA 0,4gL!

Ladepuffer (Stammlosung, fiinffach konzentriert)

Glycerol 30,0 g L
EDTA 11,7gL"!
Bromphenolblau 0,01 gL!
Xylencyanol 0,01 gL
Orange G 0,01 gL

2.6.2 Losung fiir Blau / WeiB-Screening
X-Gal-Losung
X-Gal 400,0 g L*!

Gelost in DMF
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2.6.3 Losungen und Puffer fir SDS-PAGE
Ammoniumperoxodisulfat-Losung (APS-Losung)
APS 400,0 g L"!

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

Lower-Tris-Puffer (Stammlésung, vierfach konzentriert)
Tris 181,7g L
Natriumdodecylsulfat (SDS) 40gL!

Eingestellt auf pH 8,8 mit HCI

Upper-Tris-Puffer (Stammlosung, vierfach konzentriert)
Tris 60,6 g L!
SDS 4,0gL!

Eingestellt auf pH 6,8 mit HCI

Laufpuffer (Stammlosung, zehnfach konzentriert)

Tris 30,2 gLt
Glycin 1442 g L'
SDS 10,0 g L
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Ladepuffer

Tris-HCI 18,7 gL
20%ige SDS-Losung (w/v) 50gL!
Bromphenolblau 25gL!
Glycerol 287,5mL L'

Eingestellt auf pH 6,8 mit HCI

Dithiothreitol-Losung

Dithiothreitol 1543 gL

2.6.4 Losungen zur Farbung von Proteingelen

Kolloidale Coomassiefirbelosung

Coomassie Blue G250 1,0gL!
Ethanol 100,0 mL L"!
ALy(SO4)3 50gL"
Phosphorsiure 23,5mL L'

Uber Nacht rithren, anschlieBend abfiltrieren

2.6.5 Losung fur das Blotten
10x Wet-Blot-Laufpuffer (Stammldsung, zehnfach konzentriert)
Glycin 144,1 g L

Tris 30,3 gLt
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2.6.6 Losungen fur kompetente Zellen

Losung 1
CaClz x2 H,O 14,7 gL"!
Tris-HCI 0,3gL!

Einstellen auf pH 7,4 mit NaOH

Autoklavieren (121 °C, 20 min)

Losung 2

Calciumchlorid-Dihydrat 14,7 g L
Tris-HCI 0,3gL!
Glycerol 100,0 mL L!

Einstellen auf pH 7,4 mit NaOH

Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.6.7 Antibiotikastammlosungen

Die Antibiotika wurden als 1000x Stocklosung angesetzt (Tab. 2.19).

Tab. 2.19: Die im Rahmen der Dissertation eigesetzten Antibiotika, alphabetisch sortiert, mit Angaben zu
Konzentration in der Arbeitslosung und verwendeten Losungsmittel

Arbeitskonzentration [ug L-'] L&sungsmittel

100,0 H20
34,0 Ethanol
50,0 H20
50,0 H20
12,5 Ethanol
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2.6.8 Losungen und Puffer fur den B-Glucosidaseassay

50 mM Citratpuffer pH 4,5

Citronenséure 54gL!
Na;HPO4 7,7gL!
Substratlosung

p-Nitropenyl--D-Glucopyranosid 2,0gL!

Gelost in 50 mM Citratpuffer pH 4,5

Standardlosungen

0 — 5 mM p-Nitrophenol 0,14; 0,28; 042; 0,56
und 0,70 g L!

Gelost in 50 mM Citratpuffer pH 4,5

Stopplosung

EDTA-Dinatriumsalz 0,7gL!

Na,COs 106,0 g L!

Gelost in reinst H,O
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2.6.9 Losungen und Puffer fir den Esteraseassay

80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
KH2PO4

Na;HPO4
p-Nitrophenylacetat-Losung

17,5 mM p-Nitrophenylacetat

gelost in Ethanol

Arbeitslosung
p-Nitrophenylacetatlosung

mit 80 mM Kaliumphosphatpufter pH 7,0 ad 100,0 mL

4,5¢gL!

8,4 gL’

32gL!

200,0 mL L™!

2.6.10 Losungen und Puffer fuir den Peptidaseassay

50 mM Citrat-Phosphatpuffer pH 4,0
Citronensdure

NaHPOq4

Z-Gly-Pro-pNA-Losung

Z-Gly-Pro-pNA

Gelost in Methanol
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2.6.11 Losungen und Puffer fir den Laccase/Peroxidaseassay

0,05 M Natriumacetat-Puffer, pH-4,5

Natriumacetat 23gL!
Essigsiure 1,3gL!
H>0;:-Losung
30%ige H20>

in 0,05 M Natriumacetatpuffer, pH 4,5

Katalase-Losung
Katalase 100U L

in 0,05 M Natriumacetatpuffer, pH 4,5

ABTS-Losung

ABTS 0,7gL"!

in 0,05 M Natriumacetatpuffer, pH 4,5

2.6.12 Puffer fiir die FPLC

Niedrigsalzpuffer IEX
Natriumacetat 22gL!
Essigsiure 1,3mLL"!

anschliefend Mikrofiltration des Puffers und Entgasung im Ultraschallbad
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Hochsalzpuffer IEX

Natriumacetat 22gL!
Essigsiure 1,3mLL"!
NaCl 584 gL

anschliefend Mikrofiltration des Puffers und Entgasung im Ultraschallbad

Niedrigsalzpuffer HIC
NaHPOq4 5,8gL!
Citronensdure 7,2mL L

anschliefend Mikrofiltration des Puffers und Entgasung im Ultraschallbad

Hochsalzpuffer HIC

Na;HPO4 58gL!
Citronensaure 7,2mL L
(NH4):S04 132,14 g L!

anschliefend Mikrofiltration des Puffers und Entgasung im Ultraschallbad

Niedrigsalzpuffer GFC
Natriumacetat 22gL!
Essigsiure 1,3mLL"!

anschliefend Mikrofiltration des Puffers und Entgasung im Ultraschallbad
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Hochsalzpuffer GFC

Natriumacetat 22gL!
Essigsiure 1,3mLL"!
NaCl 17,5 ¢ L

anschliefend Mikrofiltration des Puffers und Entgasung im Ultraschallbad

2.7 Eingesetzte Medien

2.7.1 Vorkulturmedien fur Basidiomyceten

Zusammensetzung der Spurenelementlosung

FeCls x6 H2O 0,080 g L'
ZnSO4 x7 H2O 0,090 g L™!
MnSO4 x1 H,O 0,030 g L!
CuSO4 x5 H20 0,005 g L™!
EDTA 0,400 g L"!
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Zusammensetzung des SNL-Mediums
Glucose x1 H20

L-Asparagin Monohydrat
Hefeextrakt

KH2PO4

MgSOq4

Spurenelementlosung

Agar Agar (fiir feste Medien)

eingestellt auf pH 6,0 mit NaOH

Zusammensetzung des Malzextraktsojapeptonmediums
Malzextrakt

Sojapepton

Agar Agar (fiir feste Medien)

eingestellt auf pH 5,6 mit HCI

30,0 gL
45gL"!
30gL!
1,5gL"!
0,5gL"
1,0mL L

150gL’!

30,0 gL
3,0gL!

150gL’!

Fiir den unter diesen Bedingungen sehr langsam wachsenden Pilz Inonotus dryadeus

wurde ein von der DSMZ empfohlenes modifiziertes Malzextraktsojapeptonmedium mit

Aktivkohle gewihlt.
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Zusammensetzung des Malzextraktsojapepton/Aktivkohlemediums

Malzextrakt 30,0 g L!
Sojapepton 3,0gL!
Aktivkohle 3,0gL!
Agar Agar (fiir feste Medien) 150gL!

eingestellt auf pH 5,6 mit HCI

2.7.2 Hauptkulturmedien fiir Basidiomyceten

Generell wurden Medien bei Raumtemperatur gelagert, um eventuelle Kontaminationen
frithzeitig erkennen zu koénnen. Vitaminlosungen wie BME wurden erst bei Gebrauch

sterilfiltriert hinzugegeben.

2.7.3 Medium fiir das PsP A-Projekt

Zusammensetzung des PsP A-Mediums

Glucose 10,0 g L
Gluten 54gL!
KH2PO4 1,5gL!
MgSOy4 0,5gL!
TWEEN® 20 4,0 mL L
Spurenelementlosung 1,0 mL L

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI
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2.7.4 Medien fir Lignocelluloseprojekt

Basierend auf den Resultaten der chemischen Analyse des von der Firma Siid-Chemie AG
gelieferten Substrats und breiten Voruntersuchungen zum Néhrstoffbedarf von
Basidiomyceten am Institut fiir Lebensmittelchemie und Lebensmittelbiotechnologie der

Justus-Liebig-Universitdt Gielen wurde die Medien fiir das Screening entwickelt:

Zusammensetzung des Lignocellulose Mediums

Substrat (Siid-Chemie AG) 100,0 g L!
Asparaginsiure 10,3gL!
KH>PO4 1,5¢gL!
MgSO; x1 H20 1,0gL"
BME (Sigma) 10,0 mL L!
Agar Agar (fiir feste Medien) 150gL!

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI

Um einzelne Enzymaktivititen zu steigern, wurde das Ausgangsmedium modifiziert.
Zudem sollten kostenintensive Bestandteile wenn moglich entfernt und das Medium somit
vereinfacht werden.

Zusammensetzung des Lignocellulose-Mediums ohne BME

Substrat (Siid-Chemie AG; feucht) 100,0 g L!
KH>PO4 1,5¢gL!
MgSO; x1 H20 1,0gL"

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI
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Zusammensetzung des Lignocellulose-Mediums mit doppelter Substratmenge

Substrat (Siid-Chemie AG; feucht) 200,0 g L!
KH>PO4 1,5¢gL!
MgSO; x1 H20 1,0gL"
BME 10,0 mL L'

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI

Zusammensetzung des Stroh-Mediums

Stroh (Siid-Chemie AG; trocken, gemahlen) 250gL!
KH>PO4 1,5gL!
MgS04 x1 H20 1,0gL!
BME 10,0 mL L™!

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI

Zusammensetzung des Lignocellulose Mediums (neu) ohne BME-Losung

Neues Substrat (Siid-Chemie AG; feucht) 64,5 g L
KH>PO4 1,5gL!
MgS04 x1 H20 1,0gL!

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI
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Zusammensetzung des neues Substrat / Stroh-Mediums

Neues Substrat (Siid-Chemie AG; feucht) 58,0 gLt
Stroh (Siid-Chemie AG; trocken, gemahlen) 25gL!
KH2PO4 1,5gL!
MgS04 x1 H20 1,0gL!

eingestellt auf pH 6,0 mit HCI

2.7.5 Medien fiir Bakterien

Zusammensetzung des LB-Mediums

Hefeextrakt 50gL!

Baktopepton 10,0 g L
NaCl 10,0 g L
Agar Agar (fiir feste Medien) 150gL!

eingestellt auf pH 8,0 mit NaOH
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Zusammensetzung des SOC-Mediums

Baktotrypton 20,0 g L
Hefeextrakt 50gL!
NaCl 0,6 gL'
KCl 02gL"
MgCls x6 Ha0 20gL"
MgSO; x7 H20 2591
Glucose x1 H20 40gL!

Je nach Anwendung wurden dem Medium verschiedene Antibiotika als Selektionsmarker
zugesetzt (Tab. 2.19). Generell wurden Medien dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Mit
Antibiotika versetzte Medien wurden bei 4 °C gelagert.

2.8 Molekularbiologische Werkzeuge

Tab. 2.20: Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Restriktionsenzyme, alphabetisch sortiert, mit
Angaben zu Schnittstelle und Hersteller bzw. Distributor

Restriktionsenzym Schnittstelle Hersteller

Bam H1 G/GATCC Fermentas
Nde1 CA/TATG Fermentas
Sal1 G/TCGAC Fermentas

Tab. 2.21: Die im Rahmen der Dissertation verwendeten molekularbiologischen Werkzeuge, nach
Anwendungsfeld sortiert, mit Angaben zu Hersteller bzw. Distributor

weitere molekularbiologische

Anwendungsfeld Werkzeuge Hersteller
Ligation T4 DNA Ligase Invitrogen
PCR GC-Rich PCR System Roche
HotStar HiFidelity Polymerase Kit QIAGEN
Advantage® 2 Polymerase Mix Clontech
cDNA-Synthese  gyperScript® Ill Reverse .
T . Invitrogen
ranscriptase
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2.9 Molekularbiologische Kits

Tab. 2.22: Die im Rahmen der Dissertation verwendeten Kits, sortiert nach Anwendung, mit Angabe des
Hersteller bzw. Distributor

Anwendungsfeld Kit Hersteller

Isolierung genomischer DNA NucleoSpin® Pant Il Kit  Macherey & Nagel
cDNA-Synthese Advantage® 2 PCR Kit  Invitrogen

Isolierung der RNA RNeasy Plant Mini Kit Qiagen
DNA-Reinigung / Gelelution NucleoSpin® Extrakt Il Macherey & Nagel
Miniprep NucleoSpin® Plasmid Macherey & Nagel
N-Deglycosylierung PNGase F New England Biolabs
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2.10 Kulturfuhrung Pilze

2.10.1 Stammhaltung

Fir die Arbeiten mit einem bestimmten Pilz wurde dieser aus dem
Stammsammlungsrohrchen  (Schrigagarrdhrchen) genommen und mittig auf eine
Agarplatte mit SNL- bzw. MEA-Medium gesetzt. Die Platte wurde bei 24 °C unter
Lichtausschluss bebriitet bis das Myzel 5 mm vom Rand entfernt war. Dieser Vorgang
nahm je nach Spezies vier Tage bis mehrere Wochen in Anspruch. Die Umsetzung des
Myzels erfolgte spdtestens nach einen Monat. Hierflir wurde vom Rand, der noch frische
schnell wachsende Hyphen aufwies, ein kleines Agarstiick ausgestochen und auf eine
frische Platte tibertragen. Die Grofe des iibertragenen Stiicks sollte klein gehalten werden,
um moglichst genetisch homogenes Material zu erhalten. Die Kulturplatte wurde fiir die

weitere Verwendung bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

2.10.2 Vorkultur

Die Vorkultur (SNL- oder MEA-Medium) wurden mit einem 1 cm? groBen, gut mit Myzel
bewachsenen Agarblock beimpft. Das Myzel sollte auch hier moglichst vom Rand der
Kolonie genommen werden. AnschlieBend erfolgte die Homogenisierung mittels
Ultraturax-Homogenisierer fiir 30 s bei 10000 rpm. Die Kultivierung dauerte eine Woche
und erfolgte unter Schiitteln (150 rpm) und Lichtausschluss bei 24 °C.

2.10.3 Hauptkultur

Fiir die Uberimpfung wurde pro Kolben 10% des Fiillvolumens der Hauptkultur an
Vorkultur zugegeben. Vor der Uberimpfung wurde die Vorkultur homogenisiert und
gewaschen. Hierbei wurde die Vorkultur in einen 50 mL fassenden Falcontube iiberfiihrt
und bei 1600 bis 2900 g zentrifugiert (je nach Spezies neigte das Myzel dazu entweder zu
verkleben oder ein zu lockeres Pellet zu bilden. Im ersten Fall war es nur noch unter
grofen Schwierigkeiten resuspendierbar, im letzteren wurde beim Dekantieren von
Kulturbriihe oder Waschfliissigkeit viel Myzel aus dem Falcontube ausgetragen. Es war
deshalb notwendig die Zentrifugationsgeschwindigkeit anzupassen). Die Kulturbriihe
wurde verworfen und das Myzel mit sterilem reinst H>O auf 50 mL aufgefiillt. Nach dem
Resuspendieren des Pellets und gleichzeitiger Reinigung des Myzels von an diesem
gebundenen Vorkulturresten durch Schiitteln, wurde erneut bei 1600 bis 2900 g
zentrifugiert. Die Waschfliissigkeit wurde wieder verworfen und dieser Schritt noch drei

weitere Male wiederholt. AbschlieBend wurde das verbleibende Pellet mit der Menge an
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sterilem Wasser aufgefiillt, die der Menge an Vorkultur, die Eingangs in den Falcontube
gegebenen worden war entsprach. Nach Beimpfung der Hauptkultur wurde diese unter
Schiitteln (150 rpm) bei 24 °C fiir eine (PsP A-Projekt) bzw. zwei (Lignocelluloseprojekt)

Wochen unter Lichtausschluss im entsprechenden Hauptkulturmedium inkubiert.

2.10.4 Fermenter

Wenn Ansdtze bis zu 5L gefahren werden sollten konnte auf einen Fermenter
ausgewichen werden. Die Verfahrensweise bei der Uberimpfung entsprach der in Punkt
2.10.3 beschriebenen, mit der Abweichung, dass das gewaschene Myzel in einen vorher
sterilisierten und abgedichteten Dreihalskolben iiberfiihrt wurde. Die Verbindung zwischen
Dreihalskolben und Fermenter wurde iiber einen Verbindungsschlauch mit Nadel
hergestellt indem unter sterilen Bedingungen ein Septum durchstochen wurde. Das Myzel
wurde anschlieBen mit steriler Druckluft in den Fermenter gepumpt. Die

Kulturfithrungsparameter waren wie folgt:

Begasungsrate 0,3 L min’!
Riihrertyp Propellerriihrer 2x
Riihrerdrehzahl 150 rpm
Temperatur 24 °C

Die Kultur wurde wie oben beschrieben zwei Wochen inkubiert. Um die Kultur dunkel zu

halten, wurde der gliserne Fermenter mit Alufolie ummantelt.

2.10.5 Hauptkultur auf Agarplatten zwecks Screening

Die Uberimpfung erfolgte hier mit einem Apfelentkerner, mit dem ein rundes Agarstiick
von 1,6 cm Durchmesser aus der Stammplatte ausgestochen und genau mittig auf die
Agarplatte fiir das Screening tiberfiihrt wurde. Zudem musste beim GieB3en der Agerplatten
die Flasche mit dem Medium regelméBig geschwenkt werden, um ein Absetzen des
Substrats (Siid-Chemie AG) zu verhindern und gleichbleibende Substratkonzentrationen in

jeder Agarplatte zu erhalten.
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2.11 Kulturfuhrung Bakterien

2.11.1 Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgte auf LB-Agarplatten, die je nach Bakterienstamm und Plasmid,
mit Antibiotika versetzt waren. Die Kulturplatten wurden maximal einen Monat zur
weiteren Verwendung bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde

eine vereinzelte Kolonie gepickt und auf einer neuen Kulturplatte ausgestrichen.

2.11.2 Vorkultur

Sowohl die Vor- als auch die Hauptkultur wurden in LB-Medium durchgefiihrt. Je nach
dem im Bakterium enthaltenen Selektionsmarker wurden dem Medium entsprechende
Mengen Antibiotika zugegeben (Tab. 2.19). Das Beimpfen der Vorkultur erfolgte durch
Aufnahme einer vereinzelnden Bakterienkolonie von der Agarplatte und Uberfiihrung
derselben in ein mit 5 mL LB-Medium befiilltes Falcontube. Das Falcontube wurde mit nur
leicht angeschraubtem Deckel iiber Nacht bei 225 rpm und 37 °C schrigstehend
geschiittelt.

2.11.3 Hauptkultur

Die Hauptkulturen wurden in Erlenmeyerkolben unterschiedlichen Volumens (je nach
Bedarf) durchgefiihrt, die mit 40% des maximalen Fiillvolumens mit LB-Medium befiillt
waren. Wie bei der Vorkultur wurden bei Bedarf verschiedene Antibiotika zugegeben. Bei
hoherem Sauerstoffbedarf konnte das Fiillvolumen reduziert werden bzw. kamen
Erlenmeyerkolben mit Schikanen zum Einsatz. Die Beimpfung erfolgte mit 10% Vorkultur

mit anschlieBender Inkubation unter Schiitteln bei 225 rpm und 37 °C.

2.12 Analytik des Lignocellulosesubstrats

2.12.1 Ermittlung des pH-Werts

Fiir die Bestimmung des pH-Werts wurden 100 g L' Lignocellulosesubstrat 1 bzw.
64,5 g L' Lignocellulosesubstrat Il in destilliertem Wasser aufgeschlimmt und der

pH-Wert mit einem pH-Meter ermittelt.
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2.12.2 Trockenmassenbestimmung

Die Trockenmassenbestimmung erfolgte mit dem Gerdt Moisture Analyser MA35 von der

Firma Satorius.

2.12.3 Fettgehalt (Weibull-Stoldt)

Die Bestimmung des Fettgehalts erfolgte nach Weibull-Stoldt (siche § 64 LFGB,
Nr. L 08.00-6).

2.12.4 Gesamtstickstoffbestimmung (Kjedahl)

Die Bestimmung des Stickstoffgehalts erfolgte nach Kjedahl (sieche §64 LFGB,

Nr. L 01.00-10/1).

2.12.5 Bestimmung des Gehalts reduzierender Zucker
(Luff-Schoorl)

Die Bestimmung des Zuckergehalts erfolgte nach Luff-Schoorl (sieche §64 LFGB,
Nr. L 31.00-11).

2.12.6 Elementaranalyse

Fir die Elementaranalysen wurde ein Gerdt vom Typ Flash EA 1112 Series
(Thermo Electron) eingesetzt. Die Analysen erfolgten bei 900 °C Betriebstemperatur; als
Standard diente 4-(N,N-Dimethylamino)benzaldehyd.

2.13 Molekularbiologische Arbeiten

2.13.1 Agarosegelelektrophorese

Ein Volumenprozent Agarose wurde in einer entsprechenden Menge TBE-Puffer
aufgenommen und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkiihlung der in Puffer geldsten
Agarose auf ungefdhr 60 °C wurden 0,01% Ethidiumbromid zugegeben und die Mischung
in den Gelschlitten gegossen. Nachfolgend wurde das verfestigte Gel in der Gelkammer
mit TBE- Puffer iiberschichtet. Der Auftrag der Proben erfolgte in einer 1:1 Mischung mit
Ladepufter. Die Elektrophorese wurde bei 80 V Spannung betrieben.
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2.13.2 Elution der DNA aus dem Agarosegel

Die Elution erfolgte geméfl dem Protokoll des Kits von Machery & Nagel. Das Ergebnis
dieses Arbeitsschrittes wurde auf einem 1%igen Agarosegel iiberpriift.

2.13.3 Isolierung der Plasmide aus Escherichia coli

Die Isolierung erfolgte gemall dem Protokoll des Kits von Machery & Nagel. Das Ergebnis

dieses Arbeitsschrittes wurde auf einem 1%igen Agarosegel iiberpriift.

2.13.4 Isolierung der mRNA

In fliissigem Stickstoff gefrorenes Myzel wurde mit dem Morser feingemahlen und die
RNA mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kits isoliert. Die Qualitdt des Isolats wurde auf
einen Agarosegel iiberpriift. Hierfir wurde 5 pLL des RNA-Isolats eine Stunden lang bei
50 °C im Autocyler inkubiert.

Schritt Zyklen  Temperatur [°C]  Zeit [s]
Denaturieren 1 50 3600

Diese Probe wurde zusammen mit nicht inkubierter RNA auf ein 1%iges Agarosegel

aufgetragen. AbschlieBend wurde der Gehalt an RNA photometrisch bestimmt.

2.13.5 cDNA-Synthese

Die Einzelstrangsynthese wurde mit der SuperScript® III Reverse Transcriptase unter
Verwendung des Primerpaars SMART II oligo/SMARTCDSIT A (Tab. 2.18)
durchgefiihrt. Folgendes Schema stellt das Programm fiir den Autocycler dar:

Schritt Zyklen  Temperatur [°C] Zeit [s]
Denaturieren 1 42 3600

Die nachfolgende cDNA-Synthese erfolgte mit dem Advantage® 2 PCR Kit. Hierfiir
wurde der Primer PCR Primer 2A verwendet. Der Autocycler wurde mit dem folgenden

Programm betrieben:
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Schritt Zyklen  Temperatur [°C] Zeit [s]
Denaturieren 1 95 480
Denaturieren 95 30
Annealing 30 55 30
Elongation 72 180
Elongation 1 72 300

Die Qualitdt der cDNA wurde mittels Agarosegelelektrophorese bestimmt.

2.13.6 Primerentwicklung fir die Klonierung der PsP A

In einen ersten Schritt musste die noch unbekannte cDNA-Sequenz der PsP A ermittelt
werden. Hierflr ~wurde aus den Peptidsequenzergebnissen der isolierten
PsP A-Proteinbande Nucleotidsequenzen abgeleitet, die zur Synthese der degenerierten
Primer PsP A6 for und PsP A7 rev herangezogen wurden. Fiir die PCR wurden jeweils die
Primerpaare PsP A6 for/SMART2oligo und SMART2o0ligo/PsP A7 rev benutzt.

Peptidsequenz ..Leu Gly Gly SerTrp AlaGly AlalLeu ...

Ableitung der degenerierten

Primer _YTN GGN GGNWSNTARGON GGNGONYTN...

degenerierter forward Primer
U — \
PCR 3 — 5
cDNA des PsP-Gens degenerierter reverse Primer

Sequenzierung der PCR-Produkte und Ableitung der Primer

PsP-Anfang 74
PCR 3 > - 5
cDNA des PsP-Gens PsP-Ende 74

Abb. 2.5: Fiir die Klonierung der PsP A-cDNA eingesetzte Primer. Mit den degenerierten Primern wurde der
erste Sequenzabschnitt amplifiziert. Mit dessen Hilfe wurden nichtdegenerierte Primer entwickelt, die dann
mit dem Primer SMART2oligo fiir die Ermittlung der vollstdndigen Sequenz eingesetzt wurden.
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Die entstandenen PCR-Produkte wurden auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und die
Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Mittels NucleoSpin® Extrakt II wurden die
PCR-Produkte isoliert und anschlieBend sequenziert. Aus den so erhaltenen Sequenzen
wurden dann die Primer fir Anfang (PSP Anfang 74) und Ende (PsP A Ende 74) der
PsP A-cDNA erstellt. Aufgrund des hohen GC-Gehalts an den Enden der PsP A-cDNA
musste die PCR mit dem GC Rich PCR Kit durchgefiihrt werden

Schritt Zyklen Temperatur [°C]  Zeit [s]
Denaturieren 1 95 60
Denaturieren 95 15
Annealing 35 65 30
Elongation 68 120
Elongation 1 68 180

2.13.7 TOPO-Klonierung

Die TOPO-Klonierung erfolgte gemédl dem Protokoll des Herstellers (Invitrogen). Nach

abgeschlossener Ligation wurde das Plasmid in TOP10-Escherichia coli transformiert.

2.13.8 Restriktionsverdau

Fiir den Restriktionsansatz wurde ein zu den eingesetzten Restriktionsenzymen passender
Puffer (Bam H1-Puffer von Fermentas fiir alle Restriktionsenzyme) gewihlt und der

Ansatz nach folgendem Schema pipetiert.

Ansatz fiir den Restriktionsverdau

nucleasefreies ddH>O 16 uL
10x Bam H1 Puffer 2 uL
DNA (0,5-1 pg uL) 1 uL
Restriktionsenzym 1 ul
Gesamtvolumen 20 uL
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Die Reaktion lief bei 37 °C fiir 1 —2 h ab und wurde durch Erhitzen des Ansatzes auf
80°C fir 10min gestoppt. Das geschnittene Fragment wurde mittels
Agarosegelelektrophorese gereinigt. Die Zielbande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und
eluiert.

2.13.9 Ligation

Fiir die Ligation wurden geschnittenes Fragment sowie Plasmid im Verhiltnis 3:1 in den
Ligationsansatz gegeben.

Ligationsansatzes

Plasmid DNA-Gehalt anpassen
DNA DNA-Gehalt anpassen
Puffer 1,0 uL

Ligase 1,0 uL

Ad mit ddH>O zu 5,0 uL

Die Ligation wurde bei 14 °C iiber Nacht durchgefiihrt.

2.13.10 Transformation

50 pL tiefgefrorene kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Es wurden 2 uL einer
plasmidhaltigen Losung zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Der darauffolgende
Hitzeschock erfolgte bei 42 °C im Heizblock fiir 30 — 60 s und eine nachfolgende rasche
Abkiihlung des Ansatzes auf Eis. Nach Zugabe von 250 pL. SOC-Medium folgt eine
einstlindige Inkubation bei 37 °C unter Schiitteln (225 rpm). Um vereinzelte Kolonien zu
bekommen, wurden unterschiedliche Mengen des Ansatzes auf Agarplatten mit
entsprechenden Antibiotika ausplattiert (50 pL und 250 puL). Die Kulturen wurden {iiber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.13.11 Blau/WeilRcreening

Die Oberfliche von LB-Agarplatten wurde fiir das Blau/ WeiB-Screening mit 40 pL
X-Gal-Losung bestrichen.
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21312 Erzeugung kompetenter Zellen

Eine vereinzelte Kolonie eines E. coli-Stammes wurde von einer Stammhaltungsplatte
(LB-Agar) gepickt und zur Beimpfung einer Vorkultur von 20 mL LB-Medium in einen
100 mL Erlenmeyerkolben eingesetzt. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37 °C und
unter Schiitteln (225 rpm). Die Vorkultur wurde am nichsten Morgen zur Beimpfung der
Hauptkultur herangezogen. Je nach verwendetem Stamm wurden zu dem in einem
500 mL-Erlenmeyerkolben vorgelegten LB-Medium (200 mL) bei Bedarf unterschiedliche
Antibiotika zugegeben. Die Menge an zugegebener Vorkultur wurde so gewéhlt, dass in
der Hauptkultur eine ODgoo von 0,05 vorlag. Ab einer ODgoo von 0,8 — 0,9 wurde die
Kulturbriihe in ein steriles Falcontube {iberfiihrt und 15 min auf Eis gelagert bevor sie bei
2.600 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 5% des Ausgangsvolumens an eisgekiihlter Losung 1 (Abschnitt 2.6.6)
resuspendiert. Nachfolgend wurde erneut bei 2.600 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit der gleichen Menge eisgekiihlter
Losung 2 (Abschnitt 2.6.6) resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden in Aliquoten
von je 50 uL in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.13.13  Anlegen von Kryokulturen von E. coli

Fir das Anlegen von Kryokulturen wurden 400 pL steriles 80%iges Glycerol in einem
Kryoréhrchen vorgelegt und 1.600 pL einer frischen E. coli-Kulturbriihe, bei der sich die
Bakterien noch in der Log-Phase befanden, zugegeben und vermischt. Das befiillte

Kryorohrchen wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

21314 Genetische Typisierung der Pilze

Das Myzel der Pilze wurde im gefrorenen Zustand unter Verwendung von fliissigem
Stickstoff in einen Morser aufgeschlossen. Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte
mittels NucleoSpin® Pant II Kit.

Die Konzentration der genomischen DNA wurde photometrisch bestimmt und folgender
Reaktionsansatz fiir die Polymerasekettenreaktion zusammenpipetiert. Eingesetzt wurde

hierbei das HotStar HiFidelity Polymerase Kit von Qiagen.
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Ansatz fiir eine Polymerasekettenreaktion

ddH>O 20,0 uL
HotStar HiFidelity PCR Puffer 2,5uL
1,5 mM dNTP 0,5 uL
ITS4 0,5 uL
ITSS 0,5 uL
gen. DNA (1 — 200 ng proReaktionsansatz) 0,5 uL
2.5 U uL"!" HotStar HiFidelity DNA Polymerase 0,5 uL
Gesamtvolumen 25,0 uL

Das folgende Programm wurde fiir die genetische Typisierung der Pilze (ITS) mittels
Polymerasekettenreaktion angewendet:

Schritt Zyklen Temperatur [°C] Zeit [s]
Denaturieren 1 95 480
Denaturieren 95 30
Annealing 30 51 30
Elongation 72 60
Elongation 1 72 300

Die PCR-Produkte wurden iiber Agarosegelelektrophorese und anschlieende Gelelution
gereinigt. Die Sequenzierung der erhaltenen Banden wurden mit dem Primer ITS4 von der
Firma EUROFINS durchgefiihrt.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe von NCBI-BLAST zugeordnet.

2.14 Proteinbiochemische Arbeiten

2.14.1 Proteinbestimmung

Es wurde eine Kalibrierreihe mit BSA geldst in ddH2O erstellt, die in 100 ng mL!
Schritten verlief. Die kommerzielle Bradfordstammldsung wurde durch Verdiinnen mit

vier Teilen ddH20O zur Arbeitslosung. Die Messung der Proben sowie der Kalibrierreihe
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erfolgte photometrisch bei 450 nm und 590 nm. Dabei wurden 200 pL Probe mit 800 pL
Arbeitslosung  versetzt. Aus den beiden Messwerten wurde der Quotient gebildet
(450 nm/590 nm) und gegen die Konzentration aufgetragen. Eine daraus abgeleitete
Kalibriergerade bildete die Basis fiir die Bestimmung des Proteingehaltes der Proben durch

Einsetzen des Quotienten in die Formel der Kalibrierreihe.

2.14.2 Proteinfallung
Fallung mittels Trichloressigsdure (TCA)

72%ige TCA wurde zur Probe gegeben, so dass eine Endkonzentration von 20% erreicht
wurde. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis gelagert und das ausgefallene Protein
anschliefend bei 18.000 g fiir 30 min in einer auf 4 °C vorgekiihlten Zentrifuge pelletiert.
Das Pellet wurde mit 400 puL eiskaltem Aceton gewaschen und bei 18.000 g fiir 10 min
erneut pelletiert. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Das gereinigte Pellet wurde in

Lammli-Puffer aufgenommen und unter Schiitteln 15 min bei 65 °C resuspendiert.

Fraktionierte Fillung mittels Ammoniumsulfat

Die Probe wurde in einem ersten Schritt durch eine Ethanolfdllung von niedermolekularen
Bestandteilen befreit, die die nachfolgende Ammoniumsulfatfillung bei hoheren
Konzentrationen (ab circa 35% Séttigung) storen. Hierbei wurde eine Ethanolkonzentration
gewihlt, bei der das Zielprotein vollstindig ausfiel (70%). Das vom Uberstand befreite
Pellet wurde in 50 mM Na-Acetatpuffer pH 4,6 gelost.

Die Probe wurde in einen erstem Schritt auf eine Ammoniumsulfatsittigung von 32%
eingestellt, bei der das Zielprotein noch nicht ausfiel. Es folgte eine Pelletierung bei
2.600 g fiir 30 min. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand auf eine Sittigung von
44% gebracht. Nachfolgend wurde bei 2.600 g fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 50 mM Na-Acetatpuffer aufgenommen. Hierfiir wurde mit
einem heilen Skalpell der untere Teil des Falcontubes kurz iiber dem Pellet abgetrennt um
Verschleppungen von Uberstandresten, die sich noch an der Innenwand des Falcontubes

befanden, zu vermeiden.

Die Probe wurde anschlieBend fiir nachfolgende Schritte per Ultrafiltration
(JUMBOSEP 30K DISK, Pall) entsalzt. Die Bestimmung der Sittigung erfolgte iiber einen
Leitfahigkeitsmesser, fiir den zuvor eine Kalibrierkurve mit Ammoniumsulfatstandards

erstellt wurde.
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2.14.3 Enzymassays

Die Enzymassays wurden photometrisch durchgefiihrt. Die Ermittlung der Aktivitét
erfolgte liber die Formel (2.1).

_ Vg X AE X F x 10°

Vp Xexd (21)
A: Enzymaktivitit [UL!Y
d: Schichtdicke der Kiivette [cm]
AE: Extinktionsédnderung [min'l]
F: Verdiinnungsfaktor [-]
Vp: Volumen der Probe [uL]
Ve Gesamtvolumen [uL]
g Extinktionskoeffizient [L umol! cm!]

p—Glucosidaseassay (pNP-p-D-Glucopyranosid)

Aufgrund der hohen Probenzahl wurde dieser Assay mit dem Plattenreader durchgefiihrt.
Die eingesetzten Losungen mussten flir den Versuch auf jeweils 25 °C vortemperiert
werden. Die hierfiir benutzten 96-Loch-Platte wurden nach folgendem Pipettierschema
befiillt. Die eingesetzten Puffer sind Kapitel 2.6.8 in beschrieben.
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Citratpuffer 70,0 uL
Substratlosung 20,0 uL
Enzymlosung/Kulturiiberstand 10,0 uL

Inkubation fiir 10 min bei 25 °C, dann:

Stopp-Losung 100.0 uL

Gesamtvolumen 200,0 uL

Die Messung der Extinktion erfolgte bei 405 nm gegen einen Blindwert aus den jeweiligen
Uberstinden ohne Substrat. Die Uberstinde wurden fiir die Messung unverdiinnt
zugegeben. Die  Aktivitit wurde anhand einer Kalibriergeraden ermittelt

(Extinktionskoefizient p-Nitrophenol: £40snm/pn 7,0 = 0,00985 L umol™! cm™).

Esteraseaktivitdtsassay

20 uL Probe und 130 pL. 80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 wurden in eine Vertiefung
der 96-Loch-Platte pipettiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 puL des Substrats
p-Nitrophenylacetat gestartet und die Extinktion bei 405 nm und 30 °C iiber einen
Zeitraum von 10 min gemessen (Extinktionskoefizient p-Nitrophenol:

€40snmpn 7,0 = 0,00985 L umol™! em™).

Peptidaseaktivititsassay (prolylspezifisch)

Die Aktivitit wurde photometrisch durch die Hydrolyse des Peptidanalogons
Z-gly-pro-pNA bei einer Wellenldinge von 410 nm und einer Temperatur von 40 °C
bestimmt (Extinktionskoefizient p-Nitroanilin: €420nm/pra40 = 0,001 L umol™! em™). Der
Reaktionsansatz beinhaltete 100 pL Probe, 890 uL 50 mM Citrat-Phosphatpuffer pH 4 und
10 pL einer 8 mM Z-gly-pro-pNA-Losung. Die Kinetik wurde iiber 10 min verfolgt.

Laccase/Peroxidasassay (ABTS)

2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsdure (ABTS) diente als Substrat, welches
durch Laccasen bzw. durch Peroxidasen umgesetzt wurde. Das Radikalkation wurde bei
40 °C 10 min photometrisch quantifiziert (A =420 nm, eaprs”” = 0,0432 L pmol! cm™).
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Um ausschlieBlich Laccaseaktivitidt zu bestimmen wurde zum Ansatz zusitzlich Katalase
(Sigma Aldrich, isoliert aus Rinderleber) gegeben, um eventuell im Uberstand vorhandenes

H>0, zu zerstoren.

Testansatz fiir die Bestimmung der Laccaseaktivitdt

5 U L'! Katalase in 0,05 M Natriumacetat-Puffer, pH 4,5 50,0 uL

1,25 mM ABTS-Losung 100,0 uL
Kulturiiberstand 100,0 uL
Gesamtvolumen 250,0 uL

Die Messung der Peroxidaseaktivitdt erfolgte unter Zugabe von H2O> und ohne Katalase.

Testansatz fiir die Bestimmung der Peroxidaseaktivitdt

30%ige H2O»-Losung 50,0 uL
1,25 mM ABTS-Losung 100,0 uL
Kulturiiberstand 100,0 uL
Gesamtvolumen 250,0 uL

Da die Messwerte der Peroxidaseaktivitdt noch Laccaseaktivitit beinhalteten wurde zur
Berechnung der Messwert der Laccaseaktivitit von der Peroxidaseaktivitit abgezogen
(2.2).

APeroxidase = Agesamt - ALaccase (2-2)

2.14.4 Deglycosylierung

Zur Bestimmung des Grads an N-Glycosylierung von PsP A wurden die Oligosaccharide
mittels PNGase F (PNGase F ist Teil eines Enzymkits von New England Biolabs, das auch
den Denaturierungspuffer, 10x G7-Reaktionspuffer und 10% NP-40 umfasst) von den

N-Glycosylierungsstellen abgespalten. PsP A wurde mit Hilfe eines Denaturierungspuffers
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bei 95 °C fiir 4 min denaturiert. AnschlieBend wurde der Denaturierungsansatz auf Eis
gekiihlt. Die unten aufgefiihrten Komponenten fiir den Deglycosylierungsansatz wurden
zugesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 2h. Nach dem Auftragen einer
unbehandelten und einer deglycosylierten Probe der PsP A auf ein SDS-PAGE Gel konnte

anhand des Massenunterschieds der Grad der N-Glycosylierung berechnet werden.

Denaturierungsansatz

PsP A (3 ug uLh) 4 uL
Denaturierungspuffer 1 ul
ddH>O ad 10 pL

Deglycosylierungsansatz

Denaturierungsansatz 10 uL
10x G7-Reaktionspuffer 2 ulL
10% NP-40 2 uL
PNGase F 2 uL
ddH>O ad 20 pL

2.14.5 Probenkonzentrierung

Der Kulturiiberstand wurde von Schwebstoffen mittels Zentrifugation bei 4 °C und 4.700 g
befreit. = Darauffolgend  wurde der  Kulturiiberstand  durch  Ultrafiltration
(JUMBOSEP 30K DISK, Pall) bei 4°C und 4.700 g eingeengt. Die Membran der
Ultrafiltrationseinheit bestand aus Polyethersulfon, ihre Ausschlussgrenze betrug 10 kDa.
Anschlieend erfolgte eine weiter Abtrennung von Schwebstoffen in der Probe durch
Zentrifugation bei 4 °C und 18.000 g sowie die Bestimmung des Proteingehalts nach
Bradford.
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2.14.6 SDS-PAGE
Herstellung des Gels

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde entsprechend dem Protokoll von
Laemmli [9] durchgefiihrt. Verwendet wurden diskontinuierliche Gele mit einem 6%igen

Sammelgel und einem 12%igen Trenngel. Die Zusammensetzung des Gels ist im

Folgenden dargestellt:
6 %iges Sammelgel 12 %iges Trenngel

ddH20 1,8 mL 2,7 mL
Upper Tris 0,75 mL -

Lower Tris - 1,5 mL
?(())Uphorese Gel 0,45 mL 1.8 mL
APS 10,0 uL 15,0 uL
TEMED 4,0 uL 7,5 uL

Nach dem Einfiillen der Trenngelmischung zwischen die Glasplatten (4/5 des Volumens)
wurde mit Isopropanol iiberschichtet. Das Gel hértete nach 30 min aus. Das Isopropanol
wurde verworfen und das Trenngel mit der Sammelgelmischung bis zum oberen Rand der
Glasplatten {iiberschichtet. AbschlieBend wurden die Kémme eingefiihrt, wobei
iiberschiissige Sammelgelmischung verdrangt wurde. Nach einer Aushértezeit von

weiteren 30 min war das Gel einsatzbereit.
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Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Proben wurden von diesen je 15 pL mit 13 pL Auftragspuffer und
3 uL DTT-Losung gemischt. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 10 min gekocht.

Elektrophorese

Die fertigen Gele wurden in die entsprechende Elektrophoresevorichtung eingespannt und
die Reservoirs von Anode und Katode mit Laufpuffer gefiillt. Nach der Entfernung der
Kédmme aus den Geltaschen wurden diese mit Puffer gespiilt und mit Probe bzw.
Proteinmarker befiillt. Vom Start bis zum Erreichen des Trenngels wurde die

Elektrophorese mit 10 mA pro Gel betrieben, danach mit 20 mA pro Gel.
Farbung

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte durch Farbung mit Coomassie brillant blue R250

Féarbung (siche Coomassie Farbung).

2.14.7 Blotten

Der Western Blot wurde als Wet Blot ausgefiihrt. Die Proteinbande wurde bei einer
Spannung von 100 V und einer Transferdauer von 1 h auf eine PVDF-Membran iibertragen
(Giiltekin und Heermann 1988). Die Bande auf der Membran wurde nach Abschluss des
Vorgangs mit Coomassie Brillant Blue R250 angefarbt und ausgeschnitten.

2.14.8 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die IEF wurde mit den Produkten der Firma SERVA (Puffer, Marker und Gele) nach
deren Protokollen durchgefiihrt. Es wurden jeweils 5 uL Marker, sowie 5 uL Probe
aufgetragen. Die Laufstrecke der Standardproteine wurde gegen ihren isoelektrischen
Punkt aufgetragen und mit einer daraus abgeleiteten Regressionsgraden der isoelektrische

Punkt des Zielproteins bestimmt.
Elektrophoresebedingung:
1 h bei 60 V
1 h bei 200 V
30 min bei 500 V

Die Elektrophorese wurde bei 4 °C durchgefiihrt
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2.14.9 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

lonenaustauschchromatographie (IEX)

Zum Einsatz kam eine Sdule vom Typ XK 26/40 (Sdulenvolumen 130 mL), die mit dem
Siulenmaterial Superdex befiillt wurde. Sie wurde bei einer Flussrate von 4 mL min™' und
einer Temperatur von 4 °C betriecben. Der Proteingehalt wurde bei 280 nm mittels
UV-Detektion bestimmt. Mit einem Autosampler wurden wihrend des Laufs Fraktionen
von je 7mL gesammelt, die anhand des oben beschriecbenen Enzymtest auf die
Zielaktivitdt untersucht wurden. Ein 50 mM Na-Acetatpufter, pH 4,6 diente als Laufpuffer,
die Elution erfolgte durch einen 50 mM Na-Acetatpuffer mit 1 mol L' NaCl, pH 4,6. Das

Programm ist nachfolgend dargestellt:
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IEX-Programm

1. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 25 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl
2. Einstellung der UV-Nulllinie
3. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 5 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl
4. Beladung der Siule mit dem Probenmaterial
Probeneinspeisung (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 20 mL, 4 °C)
5. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 130 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl
6. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 1000 mL, 4 °C)
Pumpe A: 82%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 18%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl
7. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 260 mL, 4 °C)
Pumpe A: 72%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 28%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl
8. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 30 mL, 4 °C)
Pumpe A: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl
9. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 4,0 mL min™!, Volumen 260 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 1 M NaCl

Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Es wurden Sdule aus dem HiTrap HIC Selection Kit eingesetzt (Sdulenmaterial:
Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, Octyl Sepharose 4 Fast Flow, Butyl Sepharose 4 Fast Flow,

Butyl-S Sepharose 6 Fast Flow, Sadulenvolumen: 1,0 mL) und bei einer Flussrate von
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1 mL min™' und einer Temperatur von 4 °C betrieben. Der Proteingehalt wurde bei 280 nm
mittels UV-Detektion bestimmt. Mit einem Fraktionssammler wurden wahrend des Laufs
Fraktionen von je 1 mL gesammelt, die anhand des oben beschriebenen Enzymtest auf die
Zielaktivitit untersucht wurden. Ein 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer mit 1 mol L’
(NH4)2SOs (pH 3,6) diente als Laufpuffer, die Elution erfolgte durch einen 50 mM
Na-Acetatpuffer (pH 3,6). Das Programm fiir den Lauf ist nachfolgend dargestellt:

HIC-Programm

1. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 5 mL, 4 °C)
Pumpe A: 0%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer + 1 M NH4SO4
Pumpe B: 100%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer
2. Einstellung der UV-Nulllinie
3. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 1 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer + 1 M NH4SO4
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer
4. Beladung der Siule mit dem Probenmaterial
Probeneinspeisung (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 2 mL, 4 °C)
5. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 2 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer + 1 M NH4SO4
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer
6. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 20 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer + 1 M NH4SO4
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer
7. Gradient
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 10 mL, 4 °C)
Pumpe A: 0%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer + 1 M NH4SO4
Pumpe B: 100%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer
8. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 1,0 mL min™!, Volumen 10 mL, 4 °C)
Pumpe A: 0%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer + 1 M NH4SO4
Pumpe B: 100%, 50 mM Na-Citrat/HCI-Puffer
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Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Es wurde die Sdule HiLoad 16/60 XK 200 pg (Sdulenmaterial: Superdex 200 prep grade,
Sdulenvolumen: 120 - 124 mL) bei einer Flussrate von 0,3 mL min™! und einer Temperatur
von 4 °C betrieben. Der Proteingehalt wurde bei 280 nm mittels UV-Detektion bestimmt.
Mittels Fraktionssammler wurden wihrend des Laufs Fraktionen von je 7 mL gesammelt,
die anhand des oben beschriebenen Enzymtests auf die Zielaktivitdt untersucht wurden.
Ein 50 mM Na-Acetatpuffer mit 300 mM L' NaCl, pH 4,6 diente als Laufpuffer. Das

Programm fiir den Lauf ist nachfolgend dargestellt:

GFC-Programm

1. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 0,25 mL min™!, Volumen 25 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 0,3 M NaCl
2. Einstellung der UV-Nulllinie
3. Spiilen des Systems
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 0,25 mL min™!, Volumen 5 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 0,3 M NaCl
4. Beladung der Siule mit dem Probenmaterial
Probeneinspeisung (Flussgeschwindigkeit 0,25 mL min™!, Volumen 1 mL, 4 °C)
5. Probenlauf
Isokratischer Fluss (Flussgeschwindigkeit 0,25 mL min™!, Volumen 130 mL, 4 °C)
Pumpe A: 100%, 50 mM Na-Acetatpuffer
Pumpe B: 0%, 50 mM Na-Acetatpuffer + 0,3 M NaCl
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung einer prolylspezifischen Peptidase

3.1.1 PsP A-Aktivitat im Verlauf einer einwochigen Kultivierung

Fiir die Isolierung des Enzyms war es notwendig, den Verlauf der Aktivitdt iiber die
Kultivierungsdauer von zwei Wochen in einem induzierenden Medium (beschriebenes
Hauptkulturmedium fiir PsP) aufzunehmen. Dies diente der Bestimmung des optimalen
Zeitpunkts der Beprobung. Die PsP-Aktivitit stieg in den ersten fiinf Tagen schnell an, um
ab dem achten Tag in eine Plateauphase bei ungefihr 2,8 mU L' iiberzugehen. Diese
wurde bis zum Ende der Kultivierung nach einer weiteren Woche durchgingig gehalten
(Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Entwicklung der PsP-Aktivitit im Verlauf der Kulturfithrung

Fiir die Isolierung der PsP A erwies sich der Zeitraum nach der ersten Woche, in dem die
PsP-Aktivitdt in ein Plateau liberging, als geeignet, da hier die maximale Aktivitit erreicht
wurde. Die mRNA sollte zum Zeitpunkt der hochsten PsP A-Produktion isoliert werden, da
ihr Gehalt im Myzel dann maximal ist. Dies war am dritten Kulturtag der Fall, da hier die
Steigung der Aktivitdtskurve am steilsten und somit die Produktion neuer Enzyme bzw. die

Menge an PsP A-mRNA am hdchsten war.
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3.1.2 (NH.)2S04- und Ethanolfillung

Fiir die Isolierung der PsP A aus dem Uberstand wurden Techniken wie die fraktionierte
Féllung und die FPLC eingesetzt. Das Fillungsverhalten der PsP A wurde bei
zunehmenden (NH4)>SOs-Konzentrationen untersucht. Ausgefilltes Protein wurde durch
Zentrifugation abgetrennt und die Aktivitit im gekldrten Uberstand bestimmt. Die
Konzentration des Ammoniumsulfats wurde deshalb aus praktischen Griinden in Prozent
Sattigung bei 4 °C und nicht in Mol pro Liter angegeben (Abb. 3.2). Die PsP A beginnt bei
einer (NH4)2SO4 Séttigung von ungefahr 28% auszufallen. Dieser Prozess ist bei Erreichen

einer Sattigung von 46% weitgehend abgeschlossen.

Allerdings traten bei diesem Vorgang Probleme auf. Bei einer Sittigung von circa 35%
setzte sich auf der Fliissigkeitsoberfliche des Uberstands eine 6lige dunkle Fliissigkeit ab.
Diese storte die Fillung und musste entfernt werden (Abb. 3.4a) Die sich auf der
Oberfldche der Losung sammelnde Fraktion konnte weder dekantiert noch mit einer
Pipette entfernt werden, da sie bei allen Versuchen sie abzutrennen immer klebrige
Riickstinde an der GefdBBwand hinterlieB. Dies verhinderte eine Trennung der beiden
Fraktionen.
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Abb. 3.2: Zur Bestimmung des Sattigungspunktes von (NH4)>SO4, bei dem ein Grofiteil der PsP A aus der
Losung ausgefdllt worden ist, wurde die Aktivitdt der PsP A bei zunehmender (NH4)>SO4-Sittigung
gemessen

Das Problem konnte mit einer der Ammoniumsulfatfillung vorgeschalteten Ethanolféillung
gelost werden. Hierbei wurde exakt wie bei der Ammoniumsulfatfillung verfahren. Die

Aktivitit wurde bei steigenden Ethanolkonzentrationen gemessen und jener Punkt
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bestimmt an dem ein Grofteil aus der Losung gefillt worden ist. Bei 70 Vol % fillte
Ethanol die PsP A vollstindig aus (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Zur Bestimmung der Konzentration von Ethanol, bei dem ein Grofiteil der PsP A aus der Losung
ausgefallt worden ist, wurde die Aktivitit der PsP A bei zunehmender Ethanol-Konzentration gemessen

Bei dieser Konzentration konnten die Proteine erfolgreich nach ihrer Pelletierung durch

Zentrifugation von der &ligen Fliissigkeit, die im Uberstand verblieben war, abgetrennt
werden (Abb. 3.4b)

58



Ergebnisse

Abb. 3.4: Uberstand nach Fillung mit Ammoniumsulfat. A Auf der Fliissigkeitsoberfliche sammelte sich
nach Inkubation iiber Nacht bei 4 °C eine 6lige Flissigkeit, die auch Teile des gefillten Proteins in sich
aufnahm und Schwierigkeiten bei der nachfolgenden Pelletierung bereitete. B durch eine vorgeschaltete
ethanolische Fillung der Proteine aus dem Uberstand, und die nachfolgende Resuspendierung derselben in
Puffer trat die Schwierigkeit nicht mehr auf.
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3.1.3 FPLC

Da es sich bei der PsP A um ein stark glycosyliertes Enzym handelt, konnte die HIC trotz
Verwendung von Saulen mit verschiedenen Liganden nicht erfolgreich eingesetzt werden.
Der niedrige isoelektrische Punkt der PsP A (3.1.4) schrinkte aulerdem den Einsatz der
IEX ein.

An die Fillung anschlieBend wurde die von niedermolekularen Bestandteilen befreite
Kulturbriihe entsalzt (Ultrafiltration mit einer VIVA-Flow 50, Ausschlussgrenze von
30 kDa). Darauf folgte die Reinigung der PsP A mittels FPLC. Zunichst wurde mit einer
Anionenaustauschersdule (IEX) iiber einen Stufengradienten gereinigt. Die Fraktionen in
denen PsP-Aktivitdt detektiert werden konnte, wurden nach der Reinigung vereinigt
(Abb. 3.5), mittels Ultrafiltrationskartuschen konzentriert (Macrosep Advance Centrifugal
Device 30K MWCO) und einem weiteren Reinigungschritt mittels GFC zugefiihrt. Nach
Abschluss des GFC-Laufs wurde die PsP-Aktivitit in den einzelnen Fraktionen bestimmt,
wobei die maximale Enzymaktivitit im dritten Peak detektiert wurde. Fiir die SDS-PAGE
und die IEF wurde lediglich eine Probe aus dem vorderen Bereich dieses Peaks
herangezogen (Abb. 3.6), weil hier die Uberlappung und damit die Verunreinigung mit

Proteinen des vierten Peaks gering gehalten werden konnte.
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Abb 3.5: IEX-Chromatogramm des Uberstands der Kultur von Wolfiporia cocos bei einer Flussrate von 4 mL min"'. Laufpuffer war 50 mM Na-Acetatpuffer, pH 4,6,
Elutionspuffer war 50 mM Na-Acetatpuffer mit 1 mol L' NaCl, pH 4,6. PsP A-Aktivitét wurde im grau unterlegten Bereich detektiert
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Abb. 3.6: GFC-Chromatogramm des Uberstands der Kultur von Wolfiporia cocos bei einer Flussrate von 1 mL min'. Laufpuffer war 50 mM Na Acetatpuffer, pH 4,6.
PsP A-Aktivitit wurde im grau unterlegten Bereich detektiert. Die Probe fiir die weiteren Arbeiten wurde aus dem dunkelgrauen Bereich genommen
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Die konzentrierten Fraktionen der einzelnen Reinigungsschritte, die die PsP A
beinhalteten, wurden auf ein 12%iges Gel gegeben, um den fortschreitenden

Reinigungserfolg zu dokumentieren (Abb. 3.7)
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Abb. 3.7: Kontrollgel der einzelnen Schritte zur Isolierung der PsP A. Marker (M), konzentrierter Uberstand
(U), Probe nach der Ethanolfillung (E), Probe nach nach der Ammoniumsulfatfillung (NH4),SO4 (A), Probe
nach der Reinigung mittels IEX (IEX) und nach GFC (GFC). Da die feineren Banden des
GFC-Reinigungsschritts nur schwer zu erkennen waren, wurde dieser Bereich noch einmal kopiert und die
Banden durch Reduktion der Helligkeit und Erh6hung des Kontrast besser kenntlich gemacht (GFC Kontrast)

Die PsP A konnte groBtenteils von den restlichen Proteinen getrennt werden. Das
Molekulargewicht der gereiften PsP A (natives Enzym) wurde zu 67 kDa und das des
ungereifen PsP A (Enzym mit Pédprosequenz; siehe hierzu Kapitel 4.1.7
Prekursorsequenzen) zu 72 kDa bestimmt. Die Identifizierung beider Formen erfolgte

durch die massenspektrometrische Analyse (siehe unten).

Fiir die massenspektrometrische Analyse wurde die Fraktion des letzten Reinigungsschritts
auf zwei Spuren eines 12%igen SDS-Gels aufgetragen. Nach Ablauf der Elektrophorese
wurde das Gel geteilt. Mehrere Banden aus der einen Halfte wurden ausgeschnitten und in
einem Exikator getrocknet. Die Banden der anderen Hailfte wurden auf eine
PVDF-Membran geblottet. Auch die auf der PVDF-Membran fixierten Proteine wurden
nach der Férbung mittels Coomassiefarbelosung ausgeschnitten. Die Banden wurden

nachfolgend zur Ermittlung der Aminoséuresequenz der PsP A verwendet.
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3.1.4 Bestimmung des isoelektrischen Punkts der PsP A

Ein IEF-Gel wurde mit der gereinigten PsP A und einem Marker beladen. Der
1soelektrische Punkt der PsP A wurde zu circa 3,6 bestimmt (Abb. 3.8).

pl M PsP
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Abb. 3.8: Die isolierte PsP A aufgetragen auf ein IEF-Gel. Es wurden der Marker (M) und die Probe, die die
prolylspezifische Peptidase (PsP A) beinhaltete, aufgetragen.
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3.1.5 N-Deglykosylierung

Der Grad der N-Glycosylierung wurde mittels der PNGase F von New England Biolabs
ermittelt. Hierfiir wurde neben den Marker eine mit PNGase F behandelte und eine
unbehandelte Probe der PsP A auf ein 1%iges Gel gegeben. Die Bande der behandelten
Probe wurde zu 60 kDa bestimmt. Die eingesetzte Probe enthielt die gereifte und die
ungereifte PsP A. Da die ungereifte Form aufgrund der hoheren Menge besser erkennbar
ist, beziehen sich die Werte auf sie. Das bedeutet bei einen Molekulargewicht der
ungereiften PsP A von 72 kDa, dass ungefahr 12 kDa auf die N-Glycosylierung entfallen.
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Abb: 3.9: Auf ein 12%iges Gel wurde die Probe der gereinigten PsP A im unbehandelten Zustand
als Kontrolle (K) sowie im N-deglykosylierten Zustand, nach der Behandlung mit PNGase F
gegeben (P). Des Weiteren wurde ein Marker aufgetragen (M). Deutlich zu sehen ist die Abnahme
des Molekulargewichts der PsP A nach der Deglykosylierung.

3.1.6 Sequenzierung der PsP A

Die isolierte PsP A wurde mittels ESI-Tandem-Massenspektrometrie (ausgeschnittene
Bande des PAGE-Gels) sowie mittels Edman Abbau (auf PVDF-Membran fixierte Bande)
sequenziert. Mit der erstgenannten Technik wurden Peptidfragmente, die durch tryptischen

Verdau entstanden und aus dem gesamten Bereich des Proteins stammen konnten,
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sequenziert (Peptid 2). Letztere Technik ermdglichte es, den N-Terminus zu bestimmen.

Somit konnte die N-terminale Sequenz des gereiften Proteins ermittelt werden (Peptid 1).

Die Aminosdurensequenz von Peptid 2 wurde in der Bachelorarbeit von Frau Linda

Herring bestimmit.

Peptid 1 YTELPXLTYTYYFEFDQ

Peptid 2 DPAGSPGNNATPDQAPWVLLGGSYAGALTSFEFTK

Peptid 1 stellt den N-Terminus des gereiften Enzyms dar und wurde im Rahmen der
vorliegenden Dissertation ermittelt. Die sechste Aminosdure von Peptid 1 konnte nicht
zweifelsfrei identifiziert werden und wurde durch ein X als Platzhalter ersetzt. Peptid 2 ist
ein, wie eine Suchanfrage in MEROPS ergab, enzyminterner Bereich und enthilt das stark
konservierte Motiv GGSY, das auch den enzymatisch aktiven Serinrest beinhaltet und

charakteristisch fiir die S28-Peptidasefamilie ist.

3.1.7 Isolierung der RNA, Synthese der cDNA und Klonierung
der PsP A

RNA-Isolierung

Fiir die Klonierung der PsP A-cDNA wurde zunichst aus der mRNA von W. cocos eine
cDNA-Bank angelegt. Zu diesem Zweck wurde Myzel aus einer Hauptkultur am
dritten Kultivierungstag entnommen und aufgeschlossen. Mittels RNAesy Plant Mini Kit
wurde Gesamt-RNA isoliert und in Puffer aufgenommen. Eine Probe dieses
Gesamt-RNA-Isolats wurde nach zweistlindiger Inkubation bei 50 °C mit einer nicht
inkubierten Probe desselben Isolats auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen (Abb. 3.10).
Eine RNAse-Kontamination konnte ausgeschlossen werden, da die inkubierte Probe keine
Unterschiede zur auf Eis gelagerten nichtinkubierten Probe aufwies und klar

unterscheidbare Banden zu sehen waren.
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Abb. 3.10: 1%iges Kontrollgel der isolierten Gesamt-RNA. Marker (M), nicht inkubierte RNA (RNA ni), bei
50 °C inkubierte RNA (RNA i)

Des Weiteren wurden die Reinheit der RNA und ihre Quantitit photometrisch ermittelt:
h260/A2s0 2,1
Konzentration 0,74 ug pL!

cDNA-Synthese

Fiir die Synthese der cDNA wurden 3,0 uL des Gesamt-RNA-Isolats eingesetzt. Zudem
wurden zwel Ansitze mit verschiedenen reversen Transkriptasen

(SuperScript® II Reverse Transcriptase und SuperScript® I1I Reverse Transcriptase)
getestet (Abb. 3.11).
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M rT i rT 1l

Abb. 3.11: 1%iges Agarosegel der cDNA synthetisiert mit den reversen Transkriptasen SuperScript® II
Reverse Transcriptase und SuperScript® III Reverse Transcriptase. Marker (M), cDNA (¢T II), cDNA («T
I11)

Die SuperScript® III Reverse Transcriptase zeigte eine bessere Umsetzung der mRNA in
cDNA. Die Banden waren sowohl besser voneinander abgegrenzt als auch zum Teil
wesentlich stirker ausgebildet. Auch waren die Ausbeuten an cDNA im Bereich iiber
1000 bp, in dem sich auch die cDNA der PsP A befindet, wesentlich hoher als bei mit
SuperScript® Il Reverse Transcriptase synthetisierter c¢cDNA. Fiir alle nachfolgenden
Arbeiten wurde deshalb die mit SuperScript® III Reverse Transcriptase erzeugte cDNA

verwendet.

3.1.8 Primerentwicklung

Folgende degenerierte Primer wurden aus den erhaltenen Peptidsequenzen abgeleitet. Die

wobbelnden Basen sind folgendermal3en definiert:
N (A, C,Goder T)
B (C,GoderT),D (A, GoderT), H (A, Coder T), V (A, C oder G)

R (A oder G), Y (C oder T), W (A oder T) und S (C oder G).

68



Ergebnisse

Aus Peptid 1 abgeleitete degenerierte Sequenz
Y T E L P X L T Y T Y Y F D Q

TAR ACN GAR YTN CCN NNN YTN ACN TAR ACN TAR TAR TTY GAY CAR

Aus Peptid 2 abgeleitete degenerierte Sequenz
D P A G S P G N N A T P D Q A

GAY CCN GCN GGN WSN CCN GGN AAY AAY GCA NCN CCN GAY CAR GCN

P W Y L L G G S Y A G A L T S

CCN TGG GTN YTN YTN GGN GGN WSN TAR GCN GGN GCN YTN CAN WSN

F T K

TTY ACN AAR

Ferner wurde mit den Programm protein-BLAST (Altschul et al. 1990) nach homologen

Sequenzen zu Peptid 1 und Peptid 2 gesucht, die wie die PsP A von Peptidasen aus

Basidiomyceten stammen.

Sowohl die Aminosdure- als auch die Nucleotidsequenzen der neun nidchstdhnlichen

Enzyme wurden im FASTA-Format heruntergeladen. Die Herkunft dieser Sequenzen ist in

Tab. 3.1 zusammengefasst.

Zunéchst wurden die gefundenen Aminosduresequenzen mit den Peptidsequenzen aus der

PsP A-Proteinsequenzierung einem Multisequenzalignment unterzogen (Abb. 3.12 und
Abb. 3.13). Hierflir wurde das Programm Clustal O verwendet (Larkin et al. 2007). Durch

das Multisequenzalignment der Aminosduresequenzen konnten die Positionen der

degenerierten Sequenzen exakt festgelegt werden.
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Tab. 3.1: Die durch pBLAST-Suche gefundenen S28-Peptidasesequenzen mit den Ursprungsorganismen

(Artname und Stamm).

Organismus Stamm Protein
Postia placenta Mad-698-R XP_002472725.1
Schizophyllum commune H4-8 XP_003036699.1
Schizophyllum commune H4-8 XP_003038010.1
Serpula lacrymans S7.3 EGN95063.1
Punctularia strigosozonata HHB-11173 SS5 EIN10777.1
Agaricus bisporus JB137-S8 EKM79911.1
Fomitiporia mediterranea MF3/22 EJD01632.1
Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp  EKM56517.1
Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 EJF57333.1

Mit den Nucleotidesequenzen und den degenerierten Sequenzen wurde ebenso verfahren.

(Abb. 3.14 und Abb. 3.15). Den Multisequenzalignments konnte entnommen werden,

welche Abschnitte hohe Konservierung aufweisen und sich fiir die Primerentwicklung

eignen.

AbschlieBend wurden die wobbelnden Bereiche der degenerierten Sequenzen mit den

Informationen aus den Multisequenzalignments (konservierte Abschnitte) auf wenige bzw.

wenn moglich auf eine einzige Base eingeschrénkt:

>PsP A 6-for

TAY ACN GAR TTN CCN CCN TTN ACN TAY AC

>PsP A T-rev

AAY AAY GCN ACN CCN GAY CAR GCN
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Peplid 1/1-15 1%
Fostia_placenta_Mad-628-R/04-68 54 G
Schizophylium_commune_H4-82337 236G
Semula_lacrymans_ 57 350-64 50 G
Schizophylium_commune_H4-8°5367 536G
Functuiaria_strigosozonata_HHE-11173_55353%67 5306
Agaricus_bisporus_var_burnettii_JB137-58°50-64 50 G

B B e e B B B i o M |

Fomitiporia_mediterranea_MFI 225872 508G
Fhanerochaete_rcarmosa_HHE-10118s0/00-64 50 G
Dichomitus_squalens LYAD-429_551/54-68 54 G

Conservation

Zuality I H I I I

GTFI PPYNTTYYFNQO
Abb. 3.12: Multisequenzalignment der neun mit BLAST gefundenen Aminoséuresequenzen mit jener von Peptid 1.
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Peptid_2/7-33 7 GNNATF’IQAF’U‘NLLGG
Postia_placenta_Mad-698-RA73-205 179 GOHWV TR AKAPWI LVGG
Schizophyiium_commune_H4-8948-174 148 GROVGPRMNAPWI LVGG
Serpula_lacrymans ST 3475201 175 GROVKPROAPWNL | GG
Schizophyilum_commune_ H4-8948-174 148 GRQLTPRKAPWNMMGG
Punctularia_strigosozonata HHE-11173_5535182-208 182 GMNAVKP TIF’WI LAGG
Agaricus_bisporus_var_burneltii_ JB137-58176-202 176 GRRLTPRKAPWLF GG
Fomitiporia_mediterranea_MF322483-209 133 GRKVTPRKAPWYL | GG
Phanerochaete_carmosa_ HHB-10118-sp/160-186 160 GRMNWGPE TEAPWYL | GG
Dichomitus_squalens LYAD-429 S51A479-205 179 GROVAPGHAPWYL | GG

rEEsE=EsAE=Er &~ &

Conservation

cuality I I

GNOVTPNOKAPWY] | GGSYSGAI TSWTM

Abb. 3.13: Multisequenzalignment der neun mit BLAST gefundenen Aminosauresequenzen mit jener von Peptid 2.
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degenerierte_Sequenz_von_Peptid_1/1-45 1

Serpula_lacrymans 57 3148182 148
Schizaphylivm_commune_H4-8937-201 167
Punctulariadd 37-201 167
Agaricus_bisporus_var_burneltii_JB137-58748-192 148
Fomitinoria_mediterranea_MFI22A472-216 172
Fhanerachaete_carnosa_HHB-10118-50/148-192 148
Dichomitus_sqgualens [ YAD-429_S551A60-204 160
Fostia_placenta_Mad-698-RA60-204 160
Schizophylivm_commune_H4-894-138 84

Consensus

GGCACGGA+CT+CCTCCGTA+AACAC+ACGTACTACTTCGACCAG

Abb. 3.14: Multisequenzalignment der neun mittels BLAST gefundenen Nucleotidsequenzen mit der aus Peptid 1 abgeleiteten degenerierten Sequenz.
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degenerierte_Sequenz_von_Peptidi1 3100 19

Postia_placenta_Mad-698-R/A35-616 535
Schizophyilum_communeg_ H4-8468-550 4649
Sermpula_lacrymans_ 57 3523604 523
Schizophylium_commune_H4-8442-523 442
Punctwiaria_strigosozonata_HHB-11173_555/043-624 /43
Agaricus_bisporus_wvar_burnettii_ JB137-58526-607 526
Fomitinoria_mediterranea_MFY22/3547-628 547
Phanerochaete carnosa HHE-10115-50/475-559 478
Dichomitus_squalens_LYAD-429_551/535-616 535

Consensus

degenerierte_Seguenz_von_Peaptid 100
Postia_placenta_Mad-698-R/S35-616
Schizophylilum_commune_H4-8468-550
Serpula_lacrymans_ 57 3523604
Schizophyiium_commune_ H4-8442-523
Punctularia_strigosozonata HHEB-11173_555/043-624
Agaricus_bisporus_wvar_bummettii_JB137-58526-607
Fomitiporia_mediterranea_MFY22/547-628
FPhanerochaete_carnosa_ HHE-10118-50v478-559
Dichomitus_squalens LYAD-4291_551/535-616

Consensus

Abb. 3.15: Multisequenzalignment der neun mit BLAST gefundenen Nucleotidsequenzen mit der aus Peptid 2 abgeleiteten degenerierten Sequenz.

MAAYAAYBCMNACMCCHN

AvYCARECNCEN
CAAAA c CCA
ACAA ccc
ATCA

ACAA cccc
ACACCACECCC
ACAAA CCCCA
ACAA

GGTGO+OCTGACCAGOTGGACCATGG
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501

100
616
550
G604
523
624
607
628
559
616
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3.1.9 Kilonierung der PsP A-cDNA

Die PCR-Produkte (PCR-Ansatz mit Primer PsP A6 und PsP A7 sowie der cDNA als
Template) wurden komplett auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Mehrere Banden
wurden ausgeschnitten, die enthaltenen PCR-Produkte eluiert und mittels TOPO-TA-
cloning in den Vector pCR2.1 kloniert. Durch Sequenzierung konnte ein 1300 bp langer
Teilbereich der PsP A identifiziert werden, mit dessen Hilfe die nun nicht mehr
degenerierten Primer PsP A-Anfang 74 und PsP A-Ende 74 abgeleitet wurden. Trotz dieser
Primer konnte nicht die komplette cDNA gewonnen werden. Erst der Einsatz des
GC-Rich PCR Kit von Roche erméglichte die vollstindige Isolierung und Klonierung der
PsP A-cDNA (Abb. 3.16). Dies hing mit Bereichen hohen GC-Gehalts zusammen, an
denen die PCR abbrach.

M PsP

5000 bp

1500 bp -
1000 bp

500 bp

Abb. 3.16: 1%iges Agarosegel geladen mit dem Marker in Spur M und dem PCR-Produkt der vollstindigen
PsP A.

3.1.10 Sequenzierung der PsP A-cDNA und deren
bioinformatische Auswertung

Sequenzierung

Die Bande der mittels PCR amplifizierten PsP A-cDNA positionierte sich in einem 1%igen
Agarosegel im Bereich von etwa 1.500 bp (Abb.3.16). Die sich anschlieende
Sequenzierung ergab eine Linge von 1.560 bp. Der N-Terminus des nativen Proteins liegt,

wie aus der Proteinsequenzierung ersichtlich wurde bei G133 bzw. Glyss. Die Nucleotid-
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(Abb. 3.17) bzw. die Aminosduresequenz (Abb. 3.18) wurden mittels bioinformatischer

Werkzeuge untersucht.
Primdrstruktur

Die Primérstruktur wurde mit Hilfe der Datenbank InterProScan 5.0 (Mulder et al. 2003)
nach Motiven und Doménen untersucht (Abb. 3.19) Die isolierte Peptidase gehort
demnach zur o/B-Hydrolase Superfamilie und ldsst sich weiterhin mit MEROPS dem
Serinpeptidaseclan SC und spezifischer der Peptidasefamilie S28.004 zuordnen, die
durchgéngig prolinspezifisch schneidet. Die Aminosduren Sigs, D449 und H47g wurden von
MEROPS als katalytische Triade der PsP A identifiziert. AuBerdem konnte mit
InterProScan 5.0 ein Signalpeptid im Bereich der ersten 21 Aminosduren identifiziert und
die Peptidase als nicht cytoplasmatisch bestimmt werden. Die theoretischen Eigenschaften
der PsP A wurden aufgrund der Aminosduresequenz des ungereiften bzw. des gereiften

Enzyms mit ProtParam berechnet:

mathematisch bestimmter Molekulargewicht des gereiften Enzyms: 52.914,2 Da

mathematisch bestimmter Molekulargewicht des ungereiften Enzyms: 57.465,7 Da

mathematisch bestimmter pl des gereiften Enzyms: 4,18

mathematisch bestimmter pl des ungereiften Enzyms: 4,29

Daran anschlieBend wurde von Swiss Model ein Strukturmodell der PsP A auf der Basis
einer zu den S28-Peptidasen gehorenden lysosomalen Carboxypeptidase menschlichen
Ursprungs erstellt. Deren Kristallstruktur ist unter dem Code 3n2z bei ExPasy hinterlegt.
Abb. 3.20 illustriert auf Tafel A jene Bereiche des Strukturmodells, die hinsichtlich ihrer
genauen Positionierung unsicher sind (rot). Tafel B zeigt das von SWISS-Model erstellte
Diagramm, das die Qualitit der Modellbildung zu jeder einzelnen Aminosédure darstellt,
indem es die Abweichung von der humanen lysosomalen S28-Serinpetidase ins Verhiltnis
setzt. Die Bereiche mit der hochsten Abweichung vom durchschnittlichen Kurvenverlauf
wurden markiert und entsprechen den rot unterlegten Bereichen in Tafel A. Zudem wies
das Modell eine a-Helix auf, die als Artefakt der Berechnung von SWISS-Model
angesehen werden kann. Sie besteht aus drei Aminosduren (Tyr3s> bis Glnsss) und ist
zwischen der SKS-Domine (dunkelgrau) und den a-Helices M und N des Adapters

lokalisiert (hellbraun). Die Beschreibung der einzelnen Domidnen der PsP A ist im
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Abschnitt Doménen, Sekundér- und Tertidrstruktur weiter unten erklart. Der Vergleich mit
den Ergebnissen des Programms JPred4 (Drozdetskiy et al. 2015), das fiir die Vorhersage
von Sekundirstrukturen verschiedene Algorithmen parallel einsetzt zeigte, wie in Tafel C

dargestellt, im entsprechenden Bereich der Peptidkette keine a-Helix.

>PsP A aus Wolfiporia cocos CBS 279.55

GGGACCGAGCTCCCGCCGCTG ACCACATACTACTTTGACCAGCTCATT
CCCAGCCTTGGGACGTTCAAGCAGCGGTACTGGCACACCTGGGAGTTCT
ACGAGCCTGGCGGACCCATCATCATCACGACCCCGGGCGAACAAGATGCTGCTGGTTTTGA

AGGCTTCCTCACC-GCGACAATCGACGGACAGATCGCGCAGCAGCAGAGCGGCGCGACG
ATTGTGCTCGAGCACCGCTACTACGGCTACTCGAACCCGTACAAC-CTCTCGGTCGCGA
GTCTCCAGTACCACACGATTCAGCAGGCGATCGATGACCTCGCCTACTTCGCGTACAATGT
CAAGCTGCCTATGCCTGGCGGCGAC-GTCACGCCCGACCAGGCGCCGTGGGTCCTGATT

GGCGGT GGC-CTGACGAGCTTCACGAAAGTCAACAAACCAGACGCGTTCT

GGGCTGCGTGGTCGTCTTCTGGCGTCGTGGAGAGCATTGTCAATTAT

CTGCCGGAGAACTGTTATGACCAGACTAT
CGAGGAATGCCTCGGTACCTAT GCGAGCGCGCCCTACTACACGGACATTTCGGTTAAC
AATGCCGAGCGGTCG-TTTTGGATTGTCTGCAACCAGATGGGC-TTCCAGGATGGCG
CGCCAGAAGGTGACCCTACTATCGTCTCCCGCCTCGTGACTGCTCTCTACAACGAGCGCCA
GTGCACATACTACTTCCCACAGGCGTTCAGCACCCCGCCCACGCCCCGCGTC-GAGACC
AACAAGGCCTACGACGGCTGGTTCGTGCAGTCCGACCGGCTCTTCTTCGGCAACGGAGAGC
GT-CCG-CGCGATGCGACGATCTCCGCAGACGGCACGCACTTTGCGAGCACGGCGCA
GCAGCCGATCGCGGTCGGCGACGGGTTC-TGCTCGGACTTGTACACGATCAACGCGCAG
GTCGACCCGACGATCGAGGCGGTGCAGCAGGAGGGCCTTGCTGCGATGGCGGGCTGGCTGG
AGGAGTGGACGGCCCCCGCGCAGTCGCAGTCATGA
Abb. 3.17: Nucleotidsequenz der fiir die prolylspezifische Peptidase kodierenden cDNA. Farbig unterlegt
sind die Prekursorsequenz (griin), der o/B-Hydrolasefold (hellgrau), die SKS-Domine (dunkelgrau), die
katalytische Triade (rot), das Oxyanionloch (violett), die hydrophobe Tasche (blau), die potentiellen

Positionen fiir die N-Glycosylierung (dunkelgriin) sowie die fiir die S28-Peptidasen typische, stark
konservierte Sequenz GGSY (unterstrichen).
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>PsP A aus Wolfiporia cocos CBS 279.55

MVSSSLAVSSLLALPLLASALRVPRPPVI QKVDPPHAGPVVDRIGTELPPLITTYYFDQLI
DHNIPSLGTFKQRYWHTWEFYE PGGPII ITTPGEQDAAGFEGFLTIATIDGQ IAQQOQSGAT
IVLEHRYYGYSNPYNILSVASLQYHTIQQAI DDLAYFAYNVKLPMPGGDNVTPDOAPWVLI
@GIiT SEFTKVNKPDAFWAAWSSSGVVESIVNYWGYEFDIIRKHMPONCSADVOAVIAH
IDEVFETS DTDAINEIKQTFSMILTHLDDFASALTGPIFDWQSLQPAGELTDLSFFEFCDA
LEVKNGVSAGPEGWGLDYALQAWGSYWITTFLPENCYDQTIEECLGTYIASAPYYTDI SVN
NAERSIFWIVCNQMGIFQDGAPEGDPT IVSRLVTALYNERQCTYYFPQAFSTPPT PRVIET
NKAYDGWFVQSDRLFFGNGERIPIRDATI SADGTHFAS TAQQPIAVGDGFICSDLYTINAQ
VDPTIEAVQOQEGLAAMAGWLEEWTAPAQSQSX

Abb. 3.18: Aminosiuresequenz der prolylspezifischen Peptidase. Farbig unterlegt sind die Prekursorsequenz
(griin), der o/B-Hydrolasefold (hellgrau), die SKS-Doméine (dunkelgrau), die katalytische Triade (rot), das

Oxyanionloch (violett), die hydrophobe Tasche (blau) , die potentiellen Positionen fiir die N-Glycosylierung
(dunkelgriin) sowie die fiir die S28-Peptidasen typische, stark konservierte Sequenz GGSY (unterstrichen).

Durch Abgleich mit den Daten aus der Publikation von Soisson ef al. 2010 zur humanen
lysosomalen Pro-X-Carboxypeptidase (3n2z) konnten die Positionen der am oxyanion hole
(Tyrig7 und Alaigg) und an der hydrophoben Tasche (Alajoo, Phesgs, Trpasi und Trps72)
beteiligten Aminosduren bestimmt werden. Einige Aminosduren wichen voneinander ab.
Die Position von Alaiss in der Wolfiporia cocos-PsP A war bei der humanen PCP mit

einem Tyrosin besetzt und das Aquivalent zu Alaioo war ein Methionin.

78



oy

A

N i
Protein family mei

Peptidase 5238 (IPRO08758)

i g o
Domains and repeats

e —— = * Domain
E"l.-x-r:ll.--z-l "\-;' ATl IFe Friatr e
eldlieq sidridiure rmatinegs

IPRONST7 58 Peptidase 528

. - - E - 5 z - 3 ) ® PFOSS77 [Peplidass_S2E)

I IPROZ2058 Alpha/Beta hydrolase fold

] P SSFS3474 (sipha/bet.)
i} s » G3DSA:3.40.50...
8 nolIPR Unintegrated signatures

e — P NON_CYTOPLASM... {...)
e — | P PTHR 11010 (PROTEASE..)
m '» PTHR11010:5F23 {SUs..)

— '» SIGNAL_PEPTIDE (Sg...)
o * SIGNAL_PEPTID... (5...)
= » SIGNAL_PEPTID... (S...]
) : : : : : : » SIGNAL_PEPTID... (s...)
= ; : : : ' » SignalB-TM
— : ' : ] ' : : ' : ® SignalP-noTM

Abb. 3.19: Ergebnisgraphik der Analyse der PsP A Aminosduresequenz durch InterProScan 5.0



jw )

BEIEKHE] . Bestimmung der lokalen Qualitét
E T T T T
2
o 10r
£
E
1]

T
” ~ 0.8 2
5 I( &
] =
g ' f
= 0.6
S -
=
<
]
e
A
kS L
g 0.2 b
U v
@ >
2
1
E 0.0 o
+
(=} . . . . L
= 0 100 200 300 200 500 600

Aminosaurerest

=

Position der Artefakthelix
320 330 340 ' 350 360 370 380

ECGWGLDYALQAWGSYWHNTTFLPENCYDQT | EECLGTYNASAPYYTD | SYNNAERSWFW I VCNQOMGF

F7640899999999961 2367777777 TB03333 28677777V 7 7TTITT777776303332167775

Abb. 3.20: A: Das Homologiemodell zeigt die Bereiche 1 bis 3, die mit einer gewissen Unsicherheit behaftet sind (rot). B: die entsprechenden Bereiche finden sich im
nebenstehenden Diagramm wieder. C: Das Homologiemodell beinhaltet auch eine Helix die als Artefakt der Modellbildung angesehen werden kann. Berechnungen mit JPred4
zur Sekundérstruktur zeigen, dass an der entsprechenden Stelle keine Helix sein kann



Ergebnisse

Domdnen, Sekunddr- und Tertidrstruktur

Weiterhin konnten die Doménen der PsP A auf gleichem Weg identifiziert werden. Die PsP A
besteht aus einer o/f-Hydrolasedoméne (Glyss — Seraoo und Asnazz — Glysio), die die katalytische
Triade tragt. Sie wird durch die Insertion der SKS-Doméne (Aspo — Asnizg) und zwei
Adaptersequenzen (Ser210 — Phe2i9 und Thr337 — Valazs) unterbrochen. In der zwischen den beiden
Dominen liegenden Spalte sitzt die katalytische Triade (rot) (Schema Abb. 3.21, 3D-Modell
Abb. 3.22). Die a/f-Hydrolase besteht aus acht a-Helices (A, Bi, B2, C — Fi, F2) und acht
[-Faltblittern (1 — 8). Die Insertion der SKS-Domine liegt zwischen f-Faltblatt 6 und a-Helix D.
Die SKS-Doméne besteht aus sechs a-Helices (G - L). Die Helices M und N liegen auf der
Adaptersequenz, die die SKS-Domine mit der a-Helix D aus der a/f-Hydrolasedomine verbindet.
Die katalytisch aktiven Aminosduren sind auf Loops der a/f-Hydrolase lokalisiert, die ein
[-Faltblatt mit einer a-Helix verbinden. Seriss liegt zwischen f-Faltblatt 5 und a-Helix C, Aspaso
zwischen f-Faltblatt 7 und a-Helix E und Hiss7s zwischen p-Faltblatt 8 und a-Helix Fi. Die
Aminosduren Tyris7 und Alaigs, die das oxyanion hole bilden, sind Bestandteil der a-Helix C. Auf
ihr liegt auch Alaigo, die erste Aminosdure der hydrophoben Tasche. Die verbleibenden drei sind
wie folgt positioniert. Phess, ist auf dem Loop, der die a-Helix M und die a-Helix N verbindet

lokalisiert. Trps72 ist Bestandteil von a-Helix M und Trp4s1 von a-Helix E.
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Adapter

449 Hisyzs

06lely Sslely L8LIAL

C

alpha/beta-Hydrolase
Abb. 3.21: Schematischer Aufbau der PsP A. Die Doménen sind als Felder dargestellt (o/f-Hydrolase als hellgrau,
SKS-Domiéne als dunkelgrau und Adapterbereich hellbraun). Die Dominen grenzen die zu ihnen gehdrenden
Strukturen ein (a-Helices als hellblaue Pfeile, f-Faltblatt als dunkelblaue Walzen und Loops als schwarze Linien). Die

Aminoséduren der katalytischen Triade (rot), des oxyanion hole (violett) und der hydrophoben Tasche (blau) sind an

den sie tragenden Strukturen dargestellt
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Abb. 3.22: A: Bandermodell der PsP A auf der Basis des Homologiemodells. Dargestellt sind der a/f-Hydrolasefold (hellgrau), die SKS-Domine (dunkelgrau) und die sie

verbindende Adaptersequenz (hellbraun). Die a-Helices und £ -Faltblatter sind vom N zum C-Terminus durchnummeriert (a-Helices mit Buchstaben, f —Faltblatter mit Zahlen).

B: Die Aminosdurereste der katalytischen Triade wurden rot, die des oxyanion hole violett und die der hydrophoben Tasche blau markiert.
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Disulfidbriicken

Um die Positionen der Disulfidbriicken zu bestimmen, wurde ein Multisequenzalignment
mit Clustal O durchgefiihrt. Neben pilzlichen S28-Peptidasen wurden auch
Peptidsequenzen tierischen und pflanzlichen Ursprungs sowie die S28.005 des Einzellers
Plasmodiophora brassicae ins Alignment aufgenommen. Die Auswahl wurde aufgrund
folgender Uberlegungen getroffen. Zundchst mussten konservierte Cysteinreste in der
PsP A aus Wolfiporia cocos gefunden werden. Hierfiir war ein Vergleich mit
Peptidsequenzen anderer Basidiomyceten nétig, da hier die verwandtschaftliche Ndhe die
entscheidende Rolle spielte. Bei den Sequenzen handelt es sich durchgidngig um Daten, die
aus Genomprojekten stammen und noch nicht experimentell verifiziert wurden. Bei allen
aus Basidiomyceten stammenden Peptidasen konnten sechs konservierte Cysteinreste drei
Disulfidbriicken zugeordnet werden, die bei der Wolfiporia cocos-PsP A Cysz3s, Cys3o3,
Cys3z41, Cysaa9, Cyss77, Cysaos, und Cysazg entsprechen. Da ein Mangel an experimentellen
Arbeiten zu einer pilzlichen S28-Serinpeptidase besteht, die die Position von
Schwefelbriicken beriicksichtigte, musste hierfiir auf Daten menschlichen und tierischen
Ursprungs zuriickgegriffen werden, welche als hinreichend erforscht gelten. Unter ihnen ist
die humane PrCP, die die Basis des in dieser Arbeit erstellten Strukturmodells der PsP A
aus Wolfiporia cocos bildete. Die Positionen Cysz3s, Cys349 und Cys377 konnten durch den
Abgleich mit den tierischen Sequenzen im Multisequenzalignment als Teil einer
Disulfidbriicke bestétigt werden (Anhang, Abb. A.1). Anhand des Computermodells
konnten die jeweils korrespondierenden Cysteinreste aufgrund der rdumlichen Nédhe den
drei Disulfidbriicken zugeordnet werden (Abb. 3.23). Es ergaben sich folgende Paarungen:
Cys234-Cys303, Cys349-Cys264 und Cys3z77-Cysaos. Hierbei zeigte sich, dass die SKS-Doméne
durch eine Disulfidbriicke (Cys234 - Cys303) stabilisiert wird, die die Helices H und K
verbindet. Die beiden anderen Disulfidbriicken befinden sich in einem Loop
(Cys3za1 - Cyszq9) bzw. zwischen den HelicesMund N des Adapterbereichs
(Cys377 - Cysaos).
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Abb. 3.23: Darstellung der mdglichen Disulfidbriicken der PsP A. A, B und C: Die Graphiken zeigen die drei Cysteinreste Cys»34, Cyss49 und Cyss77, von denen bekannt ist, dass
sie Teil einer Disulfidbriicke sind. Aus dem Modell der PsP A wird ersichtlich, dass diese in direkter Nachbarschaft zu den Cysteinresten Cyszso, Cysz77 und Cysaos stehen.

D: Cyssyo ist der einzige Cysteinrest, der aufgrund seiner direkten Ndhe zu der katalytisch aktiven Aminoséure Hiss7g an keiner Disulfidbriicke beteiligt sein kann
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Acetylierung und Glycosylierung

Des Weiteren wurden mogliche Modifikationen wie Acetylierung und N-Glycosylierung
mit ihren Positionen in der Primérstruktur durch die Programme NetAcet 1.0 (Kiemer ef al.
2005) bzw. NetNGlyc 1.0 vorhergesagt. Positionen fiir O-Gylcosylierungsstellen wurden
wegen der hohen Abhingigkeit von der Zugehorigkeit zu einer bestimmten
Organismenfamilie und mangels geeigneter Programme fiir Basidiomyceten nicht
vorgenommen. Das Programm NetAcet 1.0 prognostizierte eine Acetylierung an Sers.
N-Glycosylierungsstellen lieBen sich in der Aminosduresequenz der PsP A mehrfach
nachweisen. Mithilfe von NetNGlyc 1.0 konnten zwolf potenzielle Verknilipfungsstellen
identifiziert werden. Die Positionen Asnes und Asnis4 schieden aus, da sie in der variablen
Position des Aminosduretripletts ein Prolin beinhalteten. Prolin kommt aufgrund seiner
strukturellen Eigenschaften in Sequons nicht vor. Die einzelnen Sequons sind in Abb. 3.24
und Tab. 3.2 dargestellt.
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Tab. 3.2: Gefundene potenzielle N-Glycosylierungsstellen, ihre Positionen und die Wahrscheinlichkeiten der
Glycosylierung (in NetNGlyc 1.0 als Potential bezeichnet)

Position ~ Sequenz  Potential  Jury  N-Glyc SEQUON

44 NGTE 0.5654 (7/9) + ASN-XAA-SER/THR
52 NTTY 0.7261 (9/9) ++ ASN-XAA-SER/THR
64 NNPS 0.5938 (8/9) +

107 NATI 0.6807 (9/9) ++ ASN-XAA-SER/THR

137 NNLS 0.6124 (9/9) ++

138 NLSV 0.6690 (9/9) ++ ASN-XAA-SER/THR

162 NVKL 0.8393 (9/9) +++

172 NVTP 0.3943 (7/9) - ASN-XAA-SER/THR

198 NKPD 0.6883 (9/9) ++

218 NYWG 0.7350 (8/9) +

233 NCSA 0.5856 (8/9) + ASN-XAA-SER/THR

252 NDTD 0.5811 (8/9) + ASN-XAA-SER/THR

258 NEIK 0.6943 (9/9) ++

267 NLTH 0.6418 (9/9) ++ ASN-XAA-SER/THR

310 NGVS 0.5274 (6/9) +

333 NTTF 0.4823 (419) - ASN-XAA-SER/THR

340 NCYD 0.6930 (9/9) ++

354 NASA 0.6131 (8/9) + ASN-XAA-SER/THR

366 NNAE 0.4782 4/19) -

367 NAER 0.3946 (819) -

378 NQMG 0.5361 (3/9) +

404 NERQ 0.5500 (8/9) +

425 NETN 0.6514 (9/9) ++ ASN-XAA-SER/THR

428 NKAY 0.4899 (519) -

445 NGER 0.7087 (9/9) ++

486 NAQV 0.4911 (6/9) -

Um abzuschitzen, ob die Positionen der Sequons bei einem strukturell sehr @hnlichen
Enzym von einer Glycosyltransferase erkannt werden und fiir eine Modifikation
zuginglich sind, wurde in der Literatur nach experimentell verifizierten
N-Glycosylierungstellen von S28-Serinproteasen gesucht. Fiinf der Sequons konnten als
mogliche N-Glycosylierungsstellen bestitigt werden. Die Ergebnisse sind in einer Tabelle
zusammengefasst, die den Ursprungsorganismus, den zugehorigen UniProt-Eintrag und die
zum Ausgangsenzym dquivalente Aminosdureposition in der Wolfiporia cocos-PsP A
beinhaltet (Tab. 3.3). Die verwendeten Informationen entstammen den oben verwendeten,
fiir das Multisequenzalignment eingesetzten Datensétzen, sofern sie Angaben {iber eine

N-Glycosylierung beinhalteten.
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NetNGlyc 1.0: predicted N-glycosylation sites in PsP

Potential
© Threshold ——
= 11 Additional thresholds ———
[0]
g
c 0.75
)
©
&> 05
o
[&]
>
m -
= 0.25
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500

Sequence position

Abb. 3.24: Vorhersage der N-Glycosilierungspositionen in der Aminoséduresequenz durch NetNGlyc 1.0

Tab. 3.3: Verifizierung moglicher N-Glycosylierungsstellen aus dem Vergleich der N-Glycosylierungsstellen der Wolfiporia cocos-PsP A mit S28-Serinpeptidasen aus anderen
Organismen. Mit Angaben zu Wirtsorganismus, UniProt-Eintrag der entsprechenden S28-Serinpeptidase und der zum Ausgangsenzym &dquivalente Aminosiureposition in der
Wolfiporia cocos-PsP A

Spezies Homo sapiens Pongo abelii Bos taurus Rattus Mus Caenorhabditis
norvegicus musculus elegans
Typ PCP TSSP PCP PCP DPP2 PCP PCP
UniProt-Eintrag P42785 QINQE7 Q5RBU7 Q2TA14 Q9EPB1 Q7TMRO P34676
138 X X
bestdtigte 172 X
Position 233
333 X X X X X X
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Zudem wurde in einem Multisequenzalignment nach konservierten Sequons gesucht (Anhang,
Abb. A.2). Die Informationen hieraus wurden mit den Ergebnissen von NetNGlyc 1.0 und
denen aus dem Abgleich mit anderen S28 Serinpetidasen in einer Tabelle zusammengefasst
(Tab. 3.4). Die einzelnen Sequonpositionen werden diesen Ergebnissen gegeniibergestellt. Aus
der Anzahl der Bestétigungen einer Position durch die unterschiedlichen Untersuchungen kann
eine  Wahrscheinlichkeit fiir eine N-Glycosylierung der Position abgeleitet werden. In
Abb. 3.25 wurde dies mittels unterschiedlicher Farben fiir die entsprechenden
N-Glycosylierungsstellen dargestellt (einmal bestdtigt blau, zweimal bestétigt griin und dreimal
bestitigt gelb).

Tab. 3.4: Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus den verschiedenen Untersuchungen der Sequons zu den
entsprechenden N-Glycosylierungsstellen

T o R oo v
44 NGTE X X

52 NTTY X X

107 NATI X X

138 NLSV X X X
172 NVTP X X
233 NCSA X X X
252 NDTD X

267 NLTH X X

333 NTTF X X X
354 NASA X X

425 NETN X
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Abb. 3.25: Modell der PsP A auf Basis des Homologiemodells. Die Aminosaurereste, die als potenzielle Bindungsstellen der N-Glycosylierung identifiert wurden, sind farbig
markiert. Die verschiedenen Farben driicken die Wahrscheinlichkeit einer Glycosylierung aus, die auf Basis der Suchergebnisse nach konervierten Sequons in einen
Multisequenzalignment, der Ergebnisse von NetNGlyc 1.0 und des Abgleichs bekannter Glycosylierungsstellen von anderen S28 Serinpeptidasen ermittelt wurden. Die
Wahrscheinlichkeit nimmt von blau {iber griin nach gelb zu. Asns4, die N-terminale Aminoséure, konnte nicht dargestellt werden, da dieser Bereich von der Kristallstruktur auf
der dieses Modell basiert, nicht abgedeckt wird
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3.2 Lignocelluloseprojekt

3.2.1 Substratanalytik

Von der Siid-Chemie AG wurden zwei Substrate zu Verfiigung gestellt. Nach Angaben des
Unternehmens wurde dafiir Weizenstroh durch eine heifle, schwefelsaure Hydrolyse
aufgeschlossen. Um ein Medium zu entwickeln, das fiir das Wachstum von Basidiomyceten
geeignet ist, wurde eine Gesamtanalyse der gelieferten Substrate durchgefiihrt. Ziel war es,
Art und Menge der enthaltenen Néhrstoffe zu bestimmen. Mit dem ersten (nachfolgend
Substrat I genannt) erfolgte der Grofteil des Screenings. Das zweite Substrat (Substrat II)
beruhte auf einer Prozessverbesserung von Seiten der Siid-Chemie AG und ersetzte im
Verlauf des Projekts Substrat I. Durch eine effizientere Abtrennung der Hemicellulose war es
wesentlich drmer an Polysacchariden. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tab. 3.5

dargestellt.

Tab. 3.5: Ergebnisse der FElementaranalyse, der Bestimmung der reduzierenden Zucker (Luff-Schoorl),
Brennwert, pH-Wert und Trockenmasse der Substrate I und I1

Substrat (1) Substrat (Il)

N 1,40% 0,96%
Elementaranalyse C 44,30% 41,40%

H 5,30% 5,73%
g_ﬁ?ﬁgﬁg‘;‘:ﬁrgeha” 249100g" 0169100 g"
Brennwert (Bombenkalorimeter) 18,5 kd g’ 21,5kd g
pH 4,46 4,03
Trockenmasse 22,29100¢g" 31,79 100 g’

Gesamtfett
Der Gesamtfettgehalt fiir Substrat I wurde nach Weibull-Stoldt ermittelt. Detektiert
wurden < 0,01 g 100 g'Gesamtlipide. Der Gesamtfettgehalt von Substrat II  war

vernachldssigbar klein.

3.2.2 Vergleich verschiedener Vorkulturmedien

Da in industriellen Prozessen die Raum-Zeitausbeute eine bedeutende Rolle spielt und die
Vorkulturen der Basidiomyceten im Schnitt eine Woche, bei manchen Spezies auch deutlich
langer brauchten, wurde alternativ zum SNL-Medium auch Malzextraktmedium fiir die

Kultivierung getestet, um ein schnelleres Wachstum zu erreichen.
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Die meisten Pilze bewuchsen die Agarplatten mit Malzextraktmedium schneller als jene mit
SNL-Medium. Die Ausnahme bildeten dabei Fistulina hepatica, Polyporus tuberaster und
Punctularia atropurpurascens, die SNL als Medium bevorzugten und Ceriporiopsis rivulosa,
Coprinus clastophyllus, Hericium coralloides, Irpex consors, Polyporus umbellatus und
Pycnoporus coccineus, die auf beiden Medien gleich gut wuchsen (Tab.3.6) Eine
Besonderheit stellte Inonotus dryadeus dar, der auf Empfehlung der DSMZ auf einem
Malzextraktmedium kultiviert werden musste, das mit Aktivkohle versetzt war. Die von der
DSMZ beschriebene Steigerung der Wachstumsgeschwindigkeit war zwar deutlich, aber fiir

einen weiteren Einsatz im Screening nicht ausgepriagt genug.
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Tab. 3.6: Vergleich des Myzelwachtums auf SNL- und Malzextraktmedium; mit einem Kreuz gekennzeichnet ist
jeweils das Medium, bei welchem das Myzel die Platte zuerst vollstindig bewuchs

Art Alzlislﬁ) ;Ie SNL MEA Wachstumsdauer [d]
Abortiporus biennis X 11
Armillaria bulbosa X >60
Auricularia auricula-judae X 10
Auricularia fuscosuccinea X 8
Auricularia mesenterica X 7
Auricularia polytricha X 7
Bjerkandera fumosa X >60
Ceriporiopsis resinascens X 13
Ceriporiopsis rivulosa X 14
Coprinus clastophyllus X 19
Coprinus sterquilinius X 17
Cyathus africanus X 11
Dichomitus albidofuscus X 8
Dichomitus campestris X 17
Dichomitus squalens X 6
Exidia glandulosa X 14
Fistulina hepatica X 28
Ganoderma anullaris 7
Ganoderma applanatum 6
Hericium cirrhatum >60
Hericium coralloides X 14
Heterobasidion araucariae 7
Heterobasidion insulare 7
Inonotus dryadeus X 42
Irpex consors X X 4
Irpex vellereus X 20
Ischnoderma benzoinum X 6
Lentinellus cochleatus X 59
Lentinus cladopus X 6
Marasmius cohortalis X 6
Meripilus giganteus X 4
Merulius tremellosus X 4
Microporus affinis X 7
Mycena epipterygia X >60
Nidula niveotomentosa X 15
Oudemansiella platyphylla X >60
Panellus serotinus X 8
Phanerochaete tamariciphila X 13
Phellinus igniarius X 11
Phlebia subserialis X 6
Pholiota nameko X 12
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Fortsetzung Tab. 3.6

Art Axislf;) ;Ie SNL MEA Wachstumsdauer [d]

Pholiota squarrosa X 17
Pleurotus citrinopileatus X 8
Pleurotus flabellatus X 4
Polyporus squamosus X 20
Polyporus tuberaster X 20
Polyporus umbellatus X X 7
Punctularia

atropurpurascens X 14
Punctularia strigosozonata X 8
Pycnoporus coccineus X X 8
Pycnoporus sanguineus X 7
Stereum complicatum X 4
Stereum rameale X 4
Stropharia aeruginosa X >60
Termitomyces albuminosus X 5
Termitomyces poonensis X >60
Trametes ochracea X 11
Trametes suaveolens X 7
Tyromyces chioneus X 8

Die Anwendung des Malzextraktmedium wie auf der Homepage der DSMZ (Medium 90)
empfohlen, bewirkte eine etwas bessere Biomassebildung bei den Pilzen und wurde im
Weiteren fiir alle Vorkulturen genutzt. Jene Pilze, die nach einer zweiwochigen Inkubation
die Agarplatte nicht voll bewachsen hatten, wurden aus dem Screening genommen, da ihr
Einsatz fiir industrielle Zwecke als unwirtschaftlich anzusehen ist.

3.2.3 Vergleich verschiedener Hauptkulturmedien

Ferner wurde das Wachstumsverhalten der Pilze auf verschiedenen Lignocellulosemedien
verglichen. Da die Analyse ergab, dass der Stickstoffgehalt des Lignocellulosesubstrats
geringer war als in dem {iblicherweise eingesetzten Standardhauptkulturmedium, wurden zwei
verschiedene Hauptkulturmedien entwickelt, von denen eines mit und eines ohne Zusatz von

Asparaginsdure (Stickstoffquelle des Standardhauptkulturmediums) inkubiert wurde.

Fiir die meisten Pilze im Screening erwiesen sich beide Medien als gute Substrate. Eine
schnellere Ausbreitung des Myzels iiber die Screeningplatten hinweg wurde in den meisten
Féllen beim Medium ohne Asparaginsidurezusatz beobachtet (Tab. 3.7).
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Tab. 3.7: Vergleich des Myzelwachstums auf Lignocellulosemedien (Substrat I) mit und ohne Aspartat-
Supplementierung; mit einem Kreuz gekennzeichnet ist jeweils das Medium, bei welchem das Myzel die Platte
schneller vollstindig bewuchs. Bei gleich schnellem Wachstum sind beide Spalten mit einem Kreuz markiert.

Lignocellulose-

Lignocellulose- Wachstumsdauer

Art . -

Medium fiopartat [d]
Abortiporus biennis X 7
Armillaria bulbosa X 41
Auricularia auricula-judae X 9
Auricularia fuscosuccinea X 8
Auricularia mesenterica X 7
Auricularia polytricha X X 6
Bjerkandera fumosa X >60
Ceriporiopsis resinascens X 14
Ceriporiopsis rivulosa X 6
Coprinus clastophyllus X 21
Coprinus sterquilinius X 15
Cyathus africanus X 12
Dichomitus albidofuscus X 9
Dichomitus campestris X 15
Dichomitus squalens X 7

Exidia glandulosa X 12

Fistulina hepatica X 27
Ganoderma anullaris X 9
Ganoderma applanatum X 7
Hericium cirrhatum X 25
Hericium coralloides X 9
Heterobasidion araucariae X X 6
Heterobasidion insulare X 7
Inonotus dryadeus X 35
Irpex consors X X 4
Irpex vellereus X 10
Ischnoderma benzoinum X 6
Lentinellus cochleatus X 51
Lentinus cladopus X 6
Marasmius cohortalis X X 5
Meripilus giganteus X 4
Merulius tremellosus X 6
Microporus affinis X 8
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Fortsetzung Tab. 3.7

Lignocellulose-

Lignocellulose- Wachstumsdauer

Art Medium fiopartat- [d]
Mycena epipterygia X 30
Nidula niveotomentosa X 16
Oudemansiella platyphylla X 49
Panellus serotinus X 9
Phanerochaete tamariciphila X 14
Phellinus igniarius X 12
Phlebia subserialis X 8
Pholiota nameko X X 12
Pholiota squarrosa X 15
Pleurotus citrinopileatus X X 6
Pleurotus flabellatus X X 5
Polyporus squamosus X X 7
Polyporus tuberaster X 14
Polyporus umbellatus X 7
Punctularia N 9
atropurpurascens
Punctularia strigosozonata X 7
Pycnoporus coccineus X 8
Pycnoporus sanguineus X 6
Stereum complicatum X X 7
Stereum rameale X 15
Stropharia aeruginosa X 55
Termitomyces albuminosus X 12
Termitomyces poonensis X 48
Trametes ochracea X 11
Trametes suaveolens X 7
Tyromyces chioneus X 8

3.2.4 Erster Screeningschritt

Anfangs wurde getestet, auf welchem Medium die Pilze {iberhaupt wachsen, ob sie das
Lignin abbauen und wenn sie beide Bedingungen erfiillen, auf welchem Medium das
Lignin schneller abgebaut wurde. Anhand einer deutlichen Aufhellung des Kulturmediums
(emers auf Agarplatten) war ein Abbau des Lignins bei insgesamt mindestens 27 Pilzen
visuell erkennbar (Aufnahmen nach jeweils 60 Tagen). Bei fast allen Pilzen wurde die
Aufhellung des Mediums iiberwiegend in den nicht mit Aspartat supplementierten
Kulturen beobachtet. Der Ligninabbau auf mit Aspartat supplementierten Platten erfolgte
stark zeitverzogert. Beispielhaft werden die Agarplatten der drei Pilze dargestellt, die aus
dem Screening als aussichtsreichste Kandidaten hervorgingen (Abb. 3.26 bis Abb. 3.28).
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Abb. 3.26: Auricularia mesenterica auf Lignocellulosemedium (links) und Lignocellulose supplementiert mit
Aspartat (rechts)

Abb. 3.27: Irpex consors auf Lignocellulosemedium (links) und Lignocellulose supplementiert mit Aspartat
(rechts)
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Abb. 3.28: Stereum hirsutum auf Lignocellulosemedium (links) und Lignocellulose supplementiert mit
Aspartat (rechts)

Fiir die Auswahl der Spezies fiir die Submerskultivierung galten folgende Kriterien:

. eine signifikante Authellung des Mediums

. schnelleres Wachstum auf nicht mit Aspartat supplementierten Platten
. schnelles Wachstum auf Vorkulturmedien

. schnelles Wachstum auf Hauptkulturmedien

Zu diesem Zweck wurden all jene Spezies aus dem weiteren Screening ausgeschlossen, die
Lignin entweder gar nicht abbauten oder dies nur bei Supplementierung des Mediums mit
Aspartat bewirkten. Zudem mussten die ausgewihlten Pilze sowohl im Vor- als auch im
Hauptkulturmedium die Agarplatte innerhalb von zwei Wochen iiberwachsen haben
(Tab. 3.8).

98



Ergebnisse

Tab. 3.8: alphabetische Aufstellung der 59 im Screening eingesetzten Pilze gegen die einzelnen
Ausschlusskriterien des ersten Screeningschritts. Jene Spezies, die grau hinterlegt sind, wurden in den
nichsten Screeningschritt {ibernommen

muss mit Nahrstoffen

baut Lignin wachst auf allen Medien | supplementiert werden
Art schwach bis langsam (>14 d) um Substrat
gar nicht ab abzubauen (Baut auf
Lig + Asp Lignin ab)
Vorkultur| Lignocellulose
Abortiporus biennis X
Armillaria bulbosa X 41
Auricularia auricula-judae X
Auricularia fuscosuccinea
Auricularia mesenterica
Auricularia polytricha
Bjerkandera fumosa X >60 >60
Ceriporiopsis resinascens 14
Ceriporiopsis rivulosa
Coprinus clastophyllus X 19 21
Coprinus sterquilinius X 17 15 X
Cyathus africanus X
Dichomitus albidofuscus
Dichomitus campestris X 17 15
Dichomitus squalens
Exidia glandulosa X 14
Fistulina hepatica X 28 27
Ganoderma anullaris X
Ganoderma applanatum
Hericium cirrhatum X >60 25
Hericium coralloides X 14
Heterobasidion araucariae
Heterobasidion insulare
Inonotus dryadeus X 42 35
Irpex consors
Irpex vellereus
Ischnoderma benzoinum X
Lentinellus cochleatus X 59 51
Lentinus cladopus
Marasmius cohortalis
Meripilus giganteus
Merulius tremellosus
Microporus affinis
Mycena epipterygia >60 30
Nidula niveotomentosa
Oudemansiella platyphylla X >60 49
Panellus serotinus X X
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Fortsetzung Tab. 3.8

muss mit Nahrstoffen

baut Lignin wachst auf allen Medien | supplementiert werden
Art schwach bis langsam (>14 d) um Substrat
gar nicht ab abzubauen (Baut auf

Lig + Asp Lignin ab)

Vorkultur| Lignocellulose

Pholiota nameko X

Pholiota squarrosa X 17 15
Pleurotus citrinopileatus

Pleurotus flabellatus

Polyporus squamosus X 20 X
Polyporus tuberaster X 20 14
Polyporus umbellatus X
Punctularia
X 14
atropurpurascens
Punctularia strigosozonata
Pycnoporus coccineus X

Pycnoporus sanguineus

Stereum complicatum X
Stereum rameale X 15
Stropharia aeruginosa X >60 55
Termitomyces albuminosus X
Termitomyces poonensis X >60 48
Trametes ochracea X

Trametes suaveolens
Tyromyces chioneus

3.2.5 Zweiter Screeningschritt

Das weitere Screening mit den verbleibenden Spezies erfolgte in Submerskultur. Die Pilze
Nidula niveotomentosa  und  Phanerochaete tamariciphila  zeigten  wihrend  des

vierzehntigigen Untersuchungszeitraums weder Laccase- noch Peroxidaseaktivitét.

Als Selektionskriterium wurden primér die lignolytischen Enzymaktivitdten herangezogen.
Bei einigen Spezies wurde eine Aufklidrung des Submerskulturmediums beobachtet und

dieses als weiteres Auswahlkriterium herangezogen (Tab. 3.9).
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Tab. 3.9: lignolytische Enzymaktivitdten in Submerskultur. Die Spezies, die grau hinterlegt sind, wurden in den
néchsten Screeningschritt iibernommen

hohe geringe geringe
Aufkldrung des Laccasgaktivitét, L_a.cg_:ase- Laccasgaktivitét,
Art Mediums geringe Akt|V|tqt, hohe geringe
Peroxidase- Peroxidase- Peroxidase-
aktivitat aktivitat aktivitat
Auricularia fuscosuccinea X
Auricularia mesenterica X X
Auricularia polytricha X
Ceriporiopsis rivulosa X
Dichomitus albidofuscus X
Dichomitus squalens X X
Ganoderma applanatum X
Heterobasidion araucariae X
Heterobasidion insulare X
Irpex consors X X
Irpex vellereus X
Lentinus cladopus X
Marasmius cohortalis X X
Meripilus giganteus X X
Merulius tremellosus X X
Microporus affinis X X
Nidula niveotomentosa X
Phanerochaete tamariciphila X
Pleurotus citrinopileatus X X
Pleurotus flabellatus X X
Punctularia strigosozonata X X
Pycnoporus sanguineus X
Trametes suaveolens X
Tyromyces chioneus X

3.2.6 Optimierung der Medien

Ziel der Medienoptimierung war, die Enzymaktivitdt durch Modifizierung des Mediums zu
steigern und zu priifen, ob der teure Medienbestandteil BME (Vitaminlosung) entbehrlich ist.
Fiir jede Spezies wurden vier Kolben angesetzt. Einer unter Standardbedingungen als
Referenz, einer mit doppelter Substratmenge, ein weiterer ohne den Zusatz der BME-Ldsung
und ein Kolben mit Stroh. Die Ergebnisse werden beispielhaft an Irpex consors und

Stereum hirsutum demonstriert.

BME-Losung

101



Ergebnisse

Aus den Graphen fir Irpex consors (Abb.3.29 und Abb. 3.30) und Stereum hirsutum
(Abb. 3.31 und Abb. 3.32) wird ersichtlich, dass BME keinen Einfluss auf die Enzymaktivitit
hatte. BME wurde von den Pilzen nicht benotigt und musste in nachfolgenden Kulturen nicht

mehr zugegeben werden.
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Abb. 3.29: Laccaseaktivitdt im Kulturiiberstand von Irpex consors unter Standardbedingungen (blau) und ohne
BME-Losung (rot)
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Abb. 3.30: p-Glucosidase-Aktivitit im Uberstand von Irpex consors unter Standardbedingungen (blau) und ohne
BME-L6sung (rot)
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Abb. 3.31: Laccase- und Peroxidaseaktivitit im  Kulturiiberstand von  Stereum hirsutum  unter
Standardbedingungen (blau) und ohne BME-Ldsung (rot)
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Abb. 3.32: p-Glucosidase-Aktivitit im Uberstand von Stereum hirsutum unter Standardbedingungen (blau) und
ohne BME-Losung (rot)

103



Ergebnisse

Stroh

Als Néachstes wurde untersucht, ob die Expression der ligninabbauenden Enzyme durch die
Kultivierung mit einen Zusatz von Stroh gesteigert werden kann. Wie aus Abb. 3.33 und
Abb. 3.35 ersichtlich wird, fiel die Laccaseaktivitit sowohl bei Irpex consors als auch bei
Stereum hirsutum bei einer Kultivierung auf Stroh ab. Die f-Glucosidaseaktivitit blieb bei
beiden Spezies unbeeinflusst (Abb. 3.34 und Abb. 3.36).
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Abb. 3.33: Laccaseaktivitdt im Kulturiiberstand von Irpex consors unter Standardbedingungen (blau) und mit

Stroh (rot)
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Abb. 3.34: p-Glucosidase-Aktivitit im Uberstand von Irpex consors unter Standardbedingungen (blau), mit
Stroh (rot)
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Abb. 3.35: Laccase- und Peroxidaseaktivitit im  Kulturiiberstand von  Sterum hirsutum  unter
Standardbedingungen (blau) und mit Stroh (rot)
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Abb. 3.36: f-Glucosidase-Aktivitdt im Uberstand von Stereum hirsutum unter Standardbedingungen (blau),
mit Stroh (rot)
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Doppelte Substratmenge

Abschlieend wurde gepriift, ob die Menge an Substrat I Einfluss auf die Enzymaktivitét hat.
Die Abbildungen 3.37 bis 3.40 zeigen deutlich, dass die Verdopplung der Substratmenge zu

einer signifikanten Steigerung der Laccase- und f-Glucosidaseaktivitéten fiihrte.
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Abb. 3.37: Laccaseaktivitit im Kulturiiberstand von Irpex consors unter Standardbedingungen (blau) und mit
doppelter Substratmenge (rot)
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Abb. 3.38: p-Glucosidase-Aktivitit im Uberstand von Irpex consors unter Standardbedingungen (blau), mit
doppelter Substratmenge (rot)
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Abb. 3.39: Laccaseaktivitdt im Kulturiiberstand von Sterum hirsutum unter Standardbedingungen (blau) und mit
doppelter Substratmenge (rot)
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Abb. 3.40: p-Glucosidase-Aktivitit im Uberstand von Stereum hirsutum unter Standardbedingungen (blau), mit
doppelter Substratmenge (rot)
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3.2.7 Substrat Il

Im Verlauf des Projekts wurde von der Siid-Chemie AG ein neues Substrat bereitgestellt,
welches sich vom ersten Medium insbesondere durch einen niedrigeren Gehalt an

reduzierenden Zuckern (Tab. 3.10) unterschied.

Um dessen Wirkung auf die Pilze zu testen, wurden Kulturen sowohl mit dem alten (Substrat
I) als auch mit dem neuen Medium (Substrat-II) erstellt. Zusdtzlich wurde ein Medium mit
einer Mischung aus 90% Substrat IT und 10% gemahlenem Stroh entwickelt. Zwischen den
einzelnen Spezies waren teils deutliche Unterschiede im Sekretionsprofil erkennbar. Durch
den Einsatz des neuen Lignocellulosesubstrats wurde die S-Glucosidaseaktivitidt bei den
meisten Pilzen nur geringfiigig beeinflusst. Die f-Glucosidasesekretion bei Stereum hirsutum
wurde durch das neue Substrat stark induziert. Der Einfluss des Substratwechsels auf die
Laccaseaktivitdt unterschied sich von Pilz zu Pilz. Die Laccaseaktivititen von lrpex consors
und Stereum hirsutum stiegen auf dem neuen Lignocellulosesubstrat in Abhingigkeit vom
Kulturtag zT. um mehr als das Zehnfache an, wihrend bei Marasmius cohortalis,
Merulius tremellosus, Podoscypha spec, Pleurotus flabellatus und Pycnoporus sanguineus
der umgekehrte Effekt beobachtet wurde. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der
Wechsel zu Substrat II insgesamt einen Einbruch der Enzymaktivitit bei den meisten Pilzen

hervorrief.

Tab. 3.10: Einfluss des Lignocellulosesubstrats 1 bzw. der Mischung aus 90% Lignocellulosesubstrat II und
10% Stroh auf Enzymaktivitdten und Proteingehalte im Uberstand im Vergleich zu Lignocellulosesubstrat I

. . I Laccase/POX-
Proteingehalt S-Glucosidaseaktivitat Aktivitat
Spezies neues neues neues
Substrat 90710 Substrat 90710 Substrat 90710

Auricularia ! ) ) ) l l
mesenterica

Irpex consors ! ! - - 1 1
Marasmius cohortalis - 1 - - ! !
Stereum hirsutum - 1 1 1 1 1
Merulius tremellosus ! - l - ! l
Podoscypha spec 1 1 - - l l
Pleurotus flabellatus ! - - ! !
Pycnoporus ) ) ) ) l }
sanguineus
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Emerskultivierung auf Lignocelluloseagar, Enzyminduktion durch Kohlenhydratzusatz

Da durch die Substratanalytik bekannt war, dass sich das Lignocellulosesubstrat I vor
allem im Zuckergehalt vom Lignocellulosesubstrat I unterschied, wurden Agarplatten, die
das neue Medium und jeweils einen bestimmten Zucker (Cellobiose, Glucose oder Xylose)
enthielten angesetzt. Als Referenz diente jeweils eine nicht supplementierte Agarplatte.
Diese Platten wurden mit den Pilzen Auricularia mesenterica, Irpex consors,
Marasmius cohortalis, Stereum hirsutum, Merullius tremellosus und Podoscypha spec
beimpft und bei 24°C inkubiert. Die Dokumentation des Lignocelluloseabbaus wurde nach
einem Monat vorgenommen. Dabei traten in Abhéngigkeit von Spezies und

Supplementierung deutliche Unterschiede auf (Tab. 3.11).

Tab. 3.11: Lignocelluloseabbau in Emerskultur mit und ohne Supplementierung des Kulturmediums. (1)
verbesserte Abbauleistung im Vergleich zur Referenz ohne Supplementierung, (-) kein Unterschied, (|)
schlechtere Abbauleistung im Vergleich zur Referenz ohne Supplementierung

Cellobiose Glucose  Xylose

Auricularia ) i .

mesenterica

Irpex consors - - +

Marasmius cohortalis +/- +/- +

Stereum hirsutum + + ++
Merulius tremellosus +/- - +/-
Podoscypha spec +/- - -

Es zeigte sich, dass nach Zugabe von Xylose bei den meisten Spezies eine Steigerung der

Abbauleistung zu verzeichnen war.
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Mafsnahmen zur Steigerung der Enzymaktivitdt auf dem neuen Substrat
Folgende Mafinahmen zur Optimierung der Enzymproduktion wurden erprobt:

» Weglassen des Waschschrittes beim Uberimpfen der Vor- in die Hauptkultur. Dadurch
wurden verbleibende Néhrstoffe aus dem Vorkulturmedium in das Hauptkulturmedium

uberfiihrt, was dem Pilz das Anwachsen auf dem neuen Substrat erleichtern sollte.

* Induktion der lignolytischen Enzyme bereits im Vorkulturmedium. Hierfiir wurden dem
Vorkulturmedium 20% der fiir die Hauptkultur eingesetzten Menge an

Lignocellulosesubstrat zugesetzt.

Bei den folgenden Spezies fiihrten die eingesetzten MaBinahmen zu einer signifikanten
Steigerung der Abbauleistung:

Irpex consors
Marasmius cohortalis
Merulius tremellosus
Podoscypha spec

Stereum hirsutum

AbschlieBend wurden Irpex consors und Stereum hirsutum fiir weitere Arbeiten
ausgewdhlt, da sie mit den gegebenen Bedingungen am besten zurechtkamen und die

hochste Abbauleistung zeigten.
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4 Diskussion und Ausblick

4.1 Prolylspezifische Peptidase

4.1.1 Einfuhrung

Fiir Peptidasen, die fihig sind die Peptidbindungen von Prolinresten zu hydrolysieren
(besonders in prolinreichen Sequenzen), gibt es in der Lebensmittelproduktion wichtige
Anwendungsfelder, wie das ,,Debittering” von Proteinhydrolysaten, die z.B. bei Fleisch-
und Gemdiisebrithen bendtigt werden. Des Weiteren bietet die Hydrolyse von prolinreichen
Proteinen wie Gluten, die bei Menschen mit genetisch bedingten Unvertraglichkeiten wie

z.B. Zoliakie gesundheitliche Probleme hervorrufen, weitere Einsatzmdglichkeiten.

Es gibt eine Vielzahl prolylspezifischer Peptidasen in den verschiedensten
Organismengruppen. Dem industriellen Einsatz der meisten dieser Enzyme steht aber ihre
hohe Spezifitit im Weg. Zum einen ist da ihre sehr hohe Selektivitdt fiir bestimmte
Substratbindungsstellen zu nennen. Zum anderen wirkt ihre hohe Spezifitit fiir
Oligopeptide einer lebensmitteltechnischen Nutzung entgegen. Dies erklért sich daraus,
dass sie hauptsdchlich bei der Hydrolyse ganz bestimmter Substrate wie z.B. bei der
Aktivierung von Botenstoffen eine Rolle spielen. Hierbei ist wichtig, dass die iibrigen
Proteine der Zelle nicht von der Aktivitit einer PsP geschadigt oder zerstort werden. Nur
eine hohe Selektivitit kann diesen Schutz gewihrleisten. IThr intrazelluldres Vorkommen
und die damit verbundene fehlende Notwendigkeit iiber eine hohe Toleranz gegeniiber
Anderungen der Umgebungsbedingungen verfiigen zu miissen, macht sie fiir industrielle

Zwecke ebenfalls nur sehr bedingt einsetzbar.

An dieser Stelle bietet es sich an, in einer Organismengruppen nach einem geeigneten
Enzym zu suchen, die bisher noch wenig im Fokus industrieller Anwendungen stand. Von
Interesse sind Organismen, die Enzyme in das umgebende Medium sekretieren und féhig
sind mit diesen eine Vielzahl von Substraten abzubauen. Gerade Pilze bieten hier grofBe
Vorteile. Die von ihnen ausgeschiedenen Enzyme sind durch ihre starke Glycosylierung
ausgesprochen stabil. Pilze aus der Gruppe der Ascomyceten sind seit langem Quelle
technischer Enzyme. Es ist also naheliegend, in der benachbarten Abteilung der
Basidiomyceten nach einer prolylspezifischen Peptidase zu suchen, zumal es unter ihnen

weit mehr essbare Vertreter gibt, was sie fiir den Lebensmittelbereich interessant macht.

Mit dem Enzym EndoPro™ gibt es eine PsP A aus Aspergillus niger, die als

groBtechnisches Produkt von der Firma DSM in den Niederlanden zur Erzeugung von
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speziellen Didten fiir von Zoliakie Betroffene verwendet wird (Edens et al. 2005). Das
Enzym wird dabei im Gegensatz zu den Produkten nicht vermarktet. Dieser Sachverhalt

erklart auch das Interesse an einem Alternativprodukt.

4.1.2 Proteinhydrolysate

Proteinhydrolysate stellen einen wichtigen Grundstoff in der Lebensmitteltechnologie dar.
Sie dienen als Basis von Schiaumen, als Emulgatoren oder Nahrung fiir Personengruppen
mit bestimmten Anspriichen, etwa Krankenhauspatienten (Schmidl et al. 1994),
Hochleistungssportler (Freokjaer S. 1994; Siemensma und Kunst 1999) oder Siuglinge
(Siemensma et al. 1993). Aus Untersuchungen weill man auch, dass die Aufthahme von
Peptiden bestimmter Kettenldnge wesentlich effizienter als die Aufnahme der sie bildenden
Aminosduren ist (Grimble G.K. 1994). Auch technisch weisen Proteinhydrolysate einige
Vorteile auf. Sie verfiigen iiber eine bessere Loslichkeit, als die Proteine, aus denen sie
entstanden sind. Sie sind hitzestabil und damit im Gegensatz zu Proteinen sterilisierbar.
Durch das Freilegen von Peptiden, die im Proteininneren verborgen sind, entstehen beim
Hydrolysat Funktionalititen, die das urspriingliche Protein nicht hatte. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass Proteinhydrolysate eine Reihe von gesundheitsfordernden
Eigenschaften haben konnen, die man sich fiir die Herstellung von Lebensmitteln zu Nutze

machen mochte.

Es gibt drei Wege, Hydrolysate aus Proteinen herzustellen. Die ersten beiden sind
chemischer Natur und basieren auf dem Einsatz von saurer (Dave et al. 1991) bzw.
basischer Hydrolyse (Kumetat und Beeby 1954; Lenderink J. 1950). Beide Methoden
haben diverse Nachteile, beispielsweise die geringe Selektivitit, die dazu fiihrt, dass die
Proteine mit zunehmender Zeit vollstindig zu Aminosduren abgebaut werden. Hierzu ist
anzumerken, dass kurzkettige Peptide besser als Aminosduren resorbiert werden (Grimble
G.K. 1994). Zudem entstehen bei chemischer Hydrolyse unerwiinschte Nebenprodukte, die
wie z.B. Chlorpropanole (Monochlorpropandiol bzw. Dichlorpropanol)
gesundheitsschédlich sind. Bei der basischen Hydrolyse konnen Aminosduren wie Cystein,
Threonin und Serin zerstort werden (Sternberg und Kim 1977). Zudem kann es zur
Racemisierung der Aminosduren kommen (Vojdani und Whitaker 1994). Die dritte
Moglichkeit, Proteinhydrolysate herzustellen, ist der Einsatz von Peptidasen. Dieses
Verfahren ist im Vergleich zu den vorgenannten wesentlich schonender, da mildere
Bedingungen herrschen und keine Nebenprodukte entstehen. Zudem ermoglicht es die

gezieltere Herstellung bestimmter Peptidfraktionen.

Die Herstellung von Proteinhydrolysaten stoft allerdings auf Schwierigkeiten. Fiir ihre
Erzeugung werden weitgehend unspezifische Peptidasen eingesetzt, um Peptide mit

geringer Kettenldnge zu erzeugen. Es handelt sich um Exopeptidasen die Proteine
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hauptsidchlich vom N-Terminus her hydrolysieren. Dabei entstehen Di- bzw. Tripeptide als
Endprodukt. Diese spalten das Zielprotein allerdings nur so lange, bis sie auf einen
Prolinrest stoBen. Aufgrund seiner besonderen Struktur (Pyrrolidinring) stoppt hier der
Abbau und die Bereiche hinter dem Prolinrest werden nicht weiter hydrolysiert. Bei
Proteinen mit einem hohen Prolinanteil fiihrt das zu Hydrolysaten mit unzureichendem
Hydrolysegrad oder/und unerwiinschten Eigenschaften. Geringe Kettenldngen sind bei der
Proteinhydrolyse durchaus erwiinscht, da Peptide, die iiber mehr als zwolf
Aminosdurereste verfiigen, allergenes Potential aufweisen konnen (Bindels J.G. 1992).
Technisch begegnete man diesem Problem bisher durch deren Abtrennung mittels
Ultrafiltration des Hydrolysats. Losungen wie in der Arbeit von O'Cuinn, Fitzgeraldt,
Bouchiert und McDonnell sehen den Einsatz einer post-proline dipeptidyl aminopeptidase
(PPDA) vor (O'Cuinn et al. 1999). Das Schnittverhalten dieser Exopeptidase wird vom
vorangehenden Aminosdurerest mitbestimmt. Unter diesen Voraussetzungen ist das
Hinzuziehen weiterer Hilfsenzyme unumginglich. Besonders das Auftreten von zwei oder

mehr Prolinresten hintereinander stellt das vorgeschlagene System vor Schwierigkeiten.

Trotz ihrer vielfach positiven Eigenschaften ist ihre Anwendung dadurch begrenzt, dass
Peptidfraktionen entstehen, die dem Hydrolysat einen bitteren Geschmack verleihen, der je
nach eingesetzter Peptidase unterschiedlich stark ausfillt und die Akzeptanz beim
Verbraucher mindert. Aus Experimenten ist bekannt, dass Peptide, die einen hohen Anteil
an hydrophoben Aminosduren wie Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Prolin, Tryptophan und
Tyrosin aufweisen, bitter schmecken (Ney KH 1971). Der bittere Geschmack verstarkt
sich, wenn die hydrophoben Aminosduren in zunehmender Entfernung zum N- bzw.
C-Terminus lokalisiert sind (Matoba T, Hata T 1972). Besonders die Anwesenheit von
Prolin spielt eine herausragende Rolle bei der Entstehung des bitteren Geschmacks bei
Hydrolysaten (Ishibashi N, Ono I, Kato K, Shigenaga T, Shinoda H, Okai H, et al. 1988).
Dieses Problem wird derzeit noch hauptsdchlich durch die Auswahl von
substratspezifischen Peptidasemischungen oder das Maskieren des bitteren Geschmacks
durch Maflnahmen wie die Zugabe von Polyphosphaten (Behnke und Schalinatus 1975;
Roy 1990), sauren Peptiden oder siiBen Aminosduren (Alanin, Serin, sowie die meisten
D-Aminosduren), Magermilch oder Gelatine bzw. verkleisterter Stirke erreicht (Tamura et
al. 1990). Auch die Anwesenheit von Natriumionen reduziert den bitteren Geschmack
(Breslin und Beauchamp 1995) - allerdings um den Preis, dass das Produkt einen salzigen
Geschmack aufweist.

Damit ist die Zielrichtung der Proteinhydrolysatherstellung umrissen. Es werden
Peptidmischungen gebraucht, die moglichst definierte Hydrolysegrade aufweisen und ein
niedriges Aminosédure/Peptidverhéltnis erzeugen. Die flir die Proteinhydrolysatherstellung
eingesetzten  Peptidasen sollten  weitgehend stabil gegeniiber schwankenden

Umwelteinfliissen sein und ein pH-Optimum im sauren Bereich haben, da die
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entsprechenden lebensmitteltechnologischen Prozesse bevorzugt dort stattfinden. Das
Temperaturoptimum sollte insofern auch den Produktionsbedingungen entsprechen. Intakte
Proteine sind ohne Hilfe nicht ohne weiteres durch Peptidasen spaltbar. Es muss dazu im
Temperaturbereich zwischen 30 °C und 50 °C gearbeitet werden. Durch Steigerung der
Temperatur nimmt die Molekularbewegung innerhalb des Proteins zu. Es kommt, so die
Modellvorstellung, zu reversiblen partiellen Entfaltungen des Proteins bei denen Teile fiir
den Peptidaseabbau zugénglich werden. Nach diesem Modell wird das Protein bei weiterer
Erhohung der Temperatur denaturiert und aggregiert, was dem enzymatischen Abbau

hinderlich wire.

Interessant ist die PsP A fiir die lebensmitteltechnische Aufarbeitung von Casein und
Gluten. Bei beiden ist der Prolingehalt hoch. Aufgrund ihrer hohen Prdsenz in der
Lebensmittelherstellung durch den vielfdltigen Einsatz von Milch bzw. Weizenmehl liegt

auf ihnen ein besonderes Augenmerk.

4.1.3 Substrate

4.1.3.1 Gluten

Als Gluten bezeichnet man die Speicherproteine einiger Getreidearten wie z.B. Weizen,
Roggen, Gerste und Hafer. Sie bilden bei der Teigzubereitung (Anteigung) ein
dreidimensionales Netzwerk aus und sind fiir die Elastizitdt des Teiges verantwortlich,
sowie nachfolgend fiir das Aufgehen des Teiges beim Backen und den Formerhalt des
fertigen Gebicks. Dem Gluten gehdren die beiden Osbornfraktionen Prolamine (in Weizen
als Gliadine bezeichnet) und Gluteline (in Weizen als Glutenine bezeichnet) an. Viele

Mitglieder der Gliadine sind auch als Allergene bekannt.

Die tetraploide bzw. hexaploide Genetik des Kulturweizens, der starke Polymorphismus
der entsprechenden Gene, sowie die von Weizenkultivar zu Weizenkultivar
unterschiedliche Transkriptionsaktivtét der einzelnen Genloci sorgen in den verschiedenen
Sorten fiir Mischungen mit unterschiedlicher Gewichtung der einzelnen Glutenfraktionen,
die die Eignung fiir verschiedene Getreideprodukte bestimmen (Falcao-Rodrigues et al.
2005; Khatkar et al. 1995; Pedersen und Jergensen 2007). Glutenine bilden durch
intermolekulare Disulfidbriicken grole Makromolekiile, die fiir die Dehnbarkeit der aus
thnen hergestellten Teigwaren verantwortlich sind. Gliadine sind generell unvernetzt und
bedingen die Viskositit des Teiges. Allerdings konnen sie auch Teil eines von Gluteninen
gebildeten Makromolekiil werden, wobei sie, aufgrund der Einschrinkung nur eine
Disulfidbriicke ausbilden zu konnen, fiir einen Kettenabbruch im entsprechenden Zweig
des Makromolekiils sorgen. Das Grofenspektrum der Proteine, die unter dem Begriff
Gluten zusammengefasst werden, liegt zwischen 35 kDa und 10.000 kDa (Veraverbeke
und Delcour 2002; Wrigley 1996).
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Glutenine werden in die High Molecular Weight Glutenin Subunits (HMW GS) (Xu et al.
2005) und die Low Molecular Weight Glutenin Subunits (LMW GS) (Anjum et al. 2007,
Wellner et al. 2005) eingeteilt. Die flankierenden Sequenzen am N- und C-Terminus der
HMW GS werden von einer Folge nichtrepetitiver Aminosduren gebildet. Dazwischen
liegt ein Bereich, der sich aus sich wiederholenden Aminosduresequenzen aufbaut, die aus
einer Aneinanderreihung von Trimeren, Hexameren oder Nonameren bestehen konnen
(Shewry et al. 1992). N- und C-Terminus sind im Vergleich zum mittleren Bereich des
Proteins beinhalten mehr geladene und hydrophob Aminosduren sowie Cysteinreste. Die
Cysteinreste dienen dem Aufbau von intra- und intermolekularen Disulfidbriicken und sind
die Basis fiir die Bildung von Glutenmakromolekiilen (Shewry ef al. 1986). Die repetitiven
Bereiche sind im Gegensatz dazu eher hydrophil und werden hauptséchlich aus Prolin,

Glutamin, Glutamat und Glycin gebildet.

Gliadine werden in a-, B-, y- und ®-Gliadine unterteilt. Die Aufteilung ist auf die
zuriickgelegte Strecke der einzelnen Gliadine im SDS-PAGE zuriickzufiihren (Banc et al.
2009; Wieser 2007). a- und B-Gliadine dhneln sich in ihrer Priméarstruktur stark, so dass sie
von manchen Autoren auch zusammengefasst werden (Zili¢ ef al. 2011). In ihrer Struktur
und Aminosdureverteilung stehen sie den y-Gliadinen nahe. Das Molekulargewicht von a-,
B- und y-Gliadinen liegt in einem Bereich von 31 bis 35 kDa (Fido et al. 1997). Sie
verfiigen iiber einen hohen Gehalt an schwefelhaltigen Aminosduren (Shewry et al. 1986),
von denen die Cysteinreste meistens in gerader Anzahl vorkommen. Durch
intramolekulare Disulfidbriickenbindungen wird eine globuldre Tertidrstruktur vorgegeben
(Hamer und van Vliet 2000). Gliadine, die iiber eine ungerade Anzahl an Cysteinresten
verfiigen, konnen auch kovalente Disulfidbriickenbindungen zu Makromolekiilen eingehen
und in diesen einen Kettenabbruch bewirken (Muccilli et al. 2010). Des Weiteren stehen
sie untereinander in schwachen Wechselwirkungen (van der Waals- und hydrophobe
Wechselwirkungen) und sind so an der Viskositit des aus Weizenmehl hergestellten
Teiges beteiligt (Wellner et al. 2003).

o-Gliadine verfiigen im Gegensatz zu den o-, B- und y-Gliadinen kaum iiber
schwefelhaltige Aminosduren und konnen deshalb keine Disulfidbriickenbindungen
ausbilden. Der globuldre Aufbau der a-, B- und y-Gliadine ist bei thnen nicht zu finden
(Ang et al. 2010), ebensowenig kommen sie als Teil der Glutaminmakromolekiile vor. Sie
bestehen zu 80% aus den Aminosduren Prolin, Glutamin und Phenylalanin (Hsia und
Anderson 2001). Die in Gliadinen vorkommenden sauren Aminosduren Aspartat und
Glutamat liegen generell zu einem hohen Prozentsatz in ihrer amidierten Form vor (Ewart
1983), was auch mit ihrer Aufgabe als Stickstoffquelle fiir den Keimling zu tun hat.
o-Gliadine gehoéren zu den mittelschweren Glutenproteinen und haben ein
Molekulargewicht von 44 bis80 kDa (Shewry et al. 1986). Thre Sequenz wird von einem

Signalpeptid am N-Terminus angefiihrt, gefolgt von einer nichtrepetitiven Sequenz. Eine
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weitere bildet den C-Terminus. Der Zwischenbereich wird von repetitiven Hexa- und
Heptamersequenzen gebildet. Sowohl die repetitiven Bereiche der Glutenine als auch die
der Gliadine bilden das Polyprolinhelix II Motiv aus (s.u.). Im Zusammenhang mit den
oben erwidhnten Unvertrdglichkeiten ist festzuhalten, dass ®-Gliadine bei von Zdliakie
Betroffenen die entsprechenden Symptome auslosen (Darewicz et al. 2008; Molberg et al.
2001; Sollid 2000).

4.1.3.2 Casein

Caseine gehoren zur Familie der secreted calcium (phosphate)-binding proteins (SCPP),
die fiir den Transport von Calciumphosphat in Geweben zustindig sind (Dalgleish et al.
1989; Kawasaki 2009; Kawasaki und Weiss 2003). Mit ihnen ist es moglich,
Calciumphosphat in Konzentrationen in Losung zu halten, die weit tiber der
Loslichkeitsgrenze liegen. Man findet sie in allen Korperfliissigkeiten wie z.B. Speichel,
Blut, Urin und Milch. SCPPs sind ungefaltete Proteine, die hauptsichlich vom
Strukturmotiv der Polyprolin II Helix geprigt sind (Holt ef al. 2009; Kalmar ef al. 2012).
Sie teilen sich in zwei Fraktionen auf, wobei die eine stabile Calciumphosphatcluster bildet
und der Speicherung und dem Transport dient. Zu ihr gehoren die Caseine. Die andere
Fraktion bildet metastabile Calciumphosphatcluster und ist am Aufbau von Zdhnen und
Knochen beteiligt. Wichtig dabei ist, dass diese Fraktion dafiir sorgt, dass
Calciumphosphat nicht in weichen Gewebeteilen ausfillt wie etwa im Driisengewebe der
Brust. Gleichzeitig stellt es aber den Autbau und Erhalt von festen Strukturen wie Zéhnen

und Knochen sicher.

Casein selbst wird in calciumsensitives Casein, zu denen os-Casein, os-Casein, und
B-Casein gehoren, und calciuminsensitives Casein, zu dem k-Casein gehort, eingeteilt. Alle
vier zusammen bilden eine Mizelle wobei as1-Casein und os2-Casein vor allem im inneren
derselben lokalisiert sind und als Triger des Calciumphosphats dienen. Dies geschieht
durch den Aufbau von Calciumphosphatclustern an phosphorylierten Serinresten. Die hohe
Anzahl an phosphorylierten Serinresten ermdglicht es as-Casein Calciumphosphatcluster
zu vernetzen. B-Casein kann durch seine geringere Zahl an phosphorylierten Serinresten
nur an einzelne Cluster binden. Es scheint allerdings der Mizelle eine pordse Struktur zu
verleihen, die einen schnellen Transport von Molekiilen aus der Mizelle heraus oder in sie
hinein moéglich macht (Dalgleish 2011). k-Casein ist an der Oberfliche der Mizelle
lokalisiert (Dalgleish et al. 1989). Es stabilisiert die Mizelle nach aullen, indem es
haarartige Peptidketten, sogenannte C-terminal macropeptides, die in das umgebene
Medium stehen, ausbildet. Diese dienen als Abstandshalter zu anderen Mizellen (Horne
1986; Kruif und Zhulina 1996). Chymosin hydrolysiert diese Doméne zwischen Phe;os und
Metios und fithrt so zu einem Aggregieren der Mizellen bei der Késeherstellung. Der

genaue Aufbau der Caseinmizelle ist aber bis heute nicht eindeutig geklért. Die bisherigen
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Erkenntnisse beruhen auf einer Vielzahl von Experimenten, die eine Modellvorstellung

stiitzen.

as1-Casein und B-Casein wirken der Tendenz von osx-Casein und x-Casein amyloide
Fibrillen zu bilden entgegen (Ecroyd ef al. 2010; Treweek et al. 2011). Diese Tendenz ist
bedingt durch die fiir die Funktion der Caseine essentielle Primérstruktur und das offene
Faltungsmuster. Gleichzeitig beeintrachtigt sie aber die Funktionalitdt der {ibergeordneten
Struktur, der Mizelle, die ein dynamisches offenes Gebilde ist, aus dem sowohl
Calciumphosphat als auch, unter gewissen Milieubedingungen, Proteine ein- und
ausstromen konnen. Die Bildung von amyloiden Fibrillen wiirde zu einer Aggregierung der
Caseine fiihren und damit die dynamischen Eigenschaften der Micelle unterbinden. Casein
hat die Eigenschaft, Calciumphosphat auch bei steigenden pH-Werten in der Losung zu
stabilisieren. Dies geschieht durch saure Aminosédurereste wie Aspartat, die in direkter
Nachbarschaft zu den clusterbildenden Serinresten stehen und so ein saures Mikroklima

schaffen.

Wie bei Gluten besteht bei den caseincodierenden Genen ein starker Polymorphismus iiber
die verschiedenen Sdugetierarten hinweg. Der Unterschied zwischen den Varianten der
einzelnen Caseintypen ist grof3 genug, um bei einzelnen Personen zu Immunantworten und

damit verbunden zu Unvertraglichkeiten und Allergien gegeniiber Casein zu fiihren.

4.1.4 Polyprolylhelix Il

Die Polyprolin II Helix (PPII) ist neben der a-Helix und dem p-Faltblatt eine weitere
Sekundérstruktur. Sie zeichnet sich durch ihre Dreifachsymmetrie aus, bei der je drei
Aminosduren einen Umlauf vollenden. Sie ist eine linksgdngige Struktur, deren ¢- und
y-Winkel bei -75° bzw. 145° liegen (Creighton 1983; MacArthur und Thornton 1991).

PPII werden héufig, aber nicht ausschlieBlich von den namensgebenden prolinreichen
Sequenzen gebildet. Es kommen auch solche vor, in denen Prolin kaum oder gar nicht
vorhanden ist (Cubellis et al. 2005). Aus Experimenten mit Peptiden, die von einer
einzigen Aminosdure gebildet werden, weill man, dass sowohl polare Aminosduren wie
Glutamin, Aspartat und Lysin (Shi et al. 2002), als auch die unpolaren Aminosduren

Glycin, Alanin und Leucin diese Struktur ausbilden konnen (Rucker ez al. 2003).

Die Stabilisierung der PPII erfolgt nicht durch Wasserstoffbriicken zwischen den
Aminosdureresten, sondern, wie verschiedene Experimente nahelegen, durch die
Interaktion, die zwischen Aminoséurerest und Wassermolekiilen stattfinden (Berisio et al.
2000; Kramer et al. 1998; Sreerama und Woody 1999) oder durch sterische Hinderung
zwischen den Aminosédureresten entstehen (Pappu et al. 2000; Pappu und Rose 2002).

Dazu gibt es eine Ausnahme. Glutamin bildet mit der Carbonylgruppe des

117



Diskussion und Ausblick

Peptidriickgrades der vorangehenden Aminosdure eine Wasserstoffbriickenbindung
(Stapley und Creamer 1999). Bei Prolin wirkt zusédtzlich die sterische Beschrankung der ¢-
und y-Winkel durch den Pyrrolidinring stabilisierend. Dies ist auch im Zusammenhang mit
der weiter oben erwihnten Héaufigkeit der Aminosduren Prolin und Glutamin in den

repetitiven Bereichen von Gluten zu sehen.

Der Aufbau einer PPII hat entscheidende Konsequenzen fiir ihre Eigenschaften. Da die
Aminosdurereste fiir die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen frei zur Verfiigung
stehen und nicht der Stabilisierung der Helix dienen miissen, stehen sie fiir mogliche
Wechselwirkungen mit ihrem Umfeld bzw. fiir Modifikationen wie z.B. der
Phosphorylierung zur Verfligung. Die Aminosdurereste der PPII sind im Verhéltnis zu
denen in anderen Sekundirstrukturen durchschnittlich stirker dem umgebenden Medium
ausgesetzt. PPII finden sich aus diesem Grund héufig in Bindungsdominen, die fiir
Protein-Protein- und Protein-Nucleinsdureinteraktionen zustdndig sind (Hicks und Hsu
2004; Kay et al. 2000; Siligardi und Drake 1995). Die hohe Selektivitdt in Verbindung mit
den schwachen, schnell zu bildenden und wieder zu l6senden Verbindungen erklart das
haufige vorkommen von PPIIs in dynamischen Proteinkomplexen, in denen es auf einen
schnellen Austausch der Untereinheiten ankommt (Bochicchio und Tamburro 2002).
Interessant ist auch, dass PPIIs bei globuldren Proteinen hauptsidchlich auf der Oberfldche
vorkommen. Des Weiteren bilden sie aufgrund ihrer hohen Flexibilitdt Adaptersequenzen
zwischen anderen Strukturelementen wie a-Helix und B-Faltblatt (Adzhubei und Sternberg
1994; Williamson 1994). In filamentdsen Proteinen wie Gluteninen, ®-Gliadinen, Titin
und Collagen kommt PPII primdr wegen der schon beschriebenen Flexibilitdt und

Dehnbarkeit vor.

4.1.5 Wolfiporia cocos

Im Rahmen des DBU-Projekts 13164 wurde nach Enzymen fiir die Getrdnkeindustrie
gesucht. Im Fokus standen Glucosidasen, Peptidasen und Peroxidasen. Bei einem
Screening mit diversen essbaren Basidiomyceten fiel die auBlerordentliche proteolytische
Leistung von Wolfiporia cocos im Vergleich zu den iibrigen im Screening eingesetzten
Pilzen auf. Wolfporia cocos ist ein holzbewohnender Pilz der Wilder Asiens und
Nordamerikas. Die von ihm gebildeten Sclerotien, die fiir den Pilz namensgebend wurden,
werden von den Ureinwohnern Nordamerikas in Notzeiten als Nahrung eingesetzt (Weber
1929; Wolf 1922). Daneben bedient sich die asiatische Medizin ihrer. Zu diesem Thema
existiert eine Arbeit, die einen Weg zur Induktion der Sclerotienbildung fiir die
GroBproduktion fand (Kubo et al. 2006). Die Essbarkeit eines Organismus ist bei
Projekten, die Produkte fiir die Lebensmittelherstellung zum Ziel haben, essentiell, da
davon die Einstufung als unbedenklich abhédngt ist (geregelt durch die Qualified
Presumption of Safety (QPS)). Dahinter steht der Gedanke, dass bei einem essbaren
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Organismus alle seine Teile oder aus ihm gewonnene Produkte auch essbar sein miissen.
Diese Einstufung vereinfacht und verkiirzt die nachfolgenden Zulassungsverfahren. Die fiir
das Screening eingesetzte Kultur war zu Beginn dieser Arbeit noch nicht als

Wolfiporia cocos verifiziert.

4.1.6 Isolierung der PsP A

In der Arbeit von Linda Herring konnte gezeigt werden, dass die Induktion der PSP A mit
Casein weniger wirkungsvoll war als mit Gluten, sodass Letzteres fiir die weiteren
Arbeiten im Hauptkulturmedium verwendet wurde. Nachfolgend war es wichtig, einen
geeigneten Zeitpunkt fiir die Probennahme zu bestimmen. Dies betraf sowohl den
Zeitpunkt maximaler Proteinkonzentration (maximale PsP A-Aktivitit) flir die
Proteinisolierung als auch den Zeitpunkt an zu dem die mRNA-Konzentration des

PSP A-Gens am hochsten war, um die PsP A-cDNA anschlie3end isolieren zu konnen.

Uber den Zeitraum von einer Woche wurden tiglich Proben einer Schiittelkolbenkultur
genommen. Die PsP A-Aktivitit der Proben wurde bestimmt und die Entwicklung der
Enzymaktivitit dokumentiert (Abb. 3.1). Die fraktionierte Féllung der PsP A mittels
Ammoniumsulfat scheiterte anfangs, da sich bei zunehmender Konzentration nach dem
Zentrifugieren eine aufschwimmende Schicht bildete (Abb. 3.4). Die Schicht bestand aus
einer Mischung gefillter Proteine und einer 6ligen Fliissigkeit dunkler Farbung. Bei der
Oligen Fliissigkeit konnte es sich um niedermolekulare Substanzen handeln, die, wie schon
haufiger bei verschiedenen Pilzen beobachtet, von diesen ins Medium ausgeschieden
wurden. Die niedermolekularen Substanzen wurden durch eine Féllung mittels organischer
Losungsmittel und anschlieBender Pelletierung durch Zentrifugation und Verwerfen des
Uberstandes von der Proteinfraktion getrennt. Durch nachfolgenden Einsatz einer IEX und
anschliefender GFC gelang es, die PsP A fast vollstindig von den iibrigen Proteinen zu
trennen (Abb. 3.5, Abb. 3.6 und Abb. 3.7). Eingeschriankt wurde die Isolierung durch IEX
dadurch, dass neben dem erfolreichen Einsatz einer Anionenaustauschersidule auch eine
anschliefende Reinigung mittels Anionenaustauschersdule sinnvoll gewesen wire. Bedingt
durch den niedrigen pl der PsP A, wire fiir die eingesetzten Puffer ein pH-Wert unter 3,0
notwendig gewesen. Allerdings wire bei Reinigungsprozeduren, die ldnger als wenige
Minuten dauern, das Sdulenmaterial der Kationenaustauschersdule geschidigt worden
(Gebrauchsanweisung von GE-HealthCare). Auch PsP A wére, wenn sie ldngerfristig sehr
niedrigen pH-Werten ausgesetzt gewesen wire, denaturiert. Die isolierten Banden, die die
PsP A beinhaltete, wurden abschlieend sequenziert (Kapitel 3.1.5 Sequenzierung der
PsP A).
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4.1.7 Bestimmung des isoelektrischen Punkts

Der isoelektrische Punkt liegt mit ungefahr 3,6 im sauren Bereich. Dies verwundert nicht,
da die Pilze in ihrem Umfeld hdufig ein saures Milieu schaffen. Die Bande auf dem
IEF-Gel wirkt sehr breit, obwohl fiir den Auftrag die gleiche Probe genommen wurde wie
fiir das SDS-PAGE (Abb. 3.7). Trotzdem erwies sich die Bande auf dem IEF-Gel im
Vergleich zu jener auf dem SDS-PAGE als weniger klar abgegrenzt (Abb. 3.8). Daraus
kann geschlossen werden, dass es verschiedene Isoformen der PSP A gibt, die sich im
isoelektrischen Punkt unterscheiden. Da bei der Isolierung keine alternativen
S28-Peptidasen zur PsP A gefunden wurden, kommt nur eine abweichende
posttranskriptionale Modifikation in Frage. In einer Arbeit zur posttranskriptionalen
Modifikation der EndoPro™ werden phosphorylierte Oligosaccharidketten, die den
high-mannose type glycan zugerechnet werden, beschrieben (Sebela, Rehulka, Kabrt,
Rehulkov, Ozdian, Raus, Franc, Chmelik et al. 2009). Dafiir spricht auch, dass das
Molekulargewicht, das mittels SDS-PAGE bestimmt wurde, mit 72 kDa hoher war als das
mittels ProtParam errechnete. Abgesehen davon hat ein Protein an seinen pl die geringste
Loslichkeit. Dass dieser mit dem pH-Optimum zusammenfallt, erscheint duBerst
unwahrscheinlich. In der Arbeit von Shaw (2001) wird beschrieben, dass der errechnete pl
um =1 vom experimentel gemessenen abweichen kann. Dies hdngt damit zusammen, dass
bei der Berechnung der Durchschnitt der pKs-Werte aller im Protein vorkommenden
Aminosduren gebildet wird, wobei die Polypeptidkette in ungefaltetem Zustand vorliegt.
Im Protein sind die Bedingungen wesentlich komplexeren in einer dreidimensionalen,
gefalteten Struktur {iberein, in der z.B. einzelne Gruppen auch verdeckt sein konnen oder

sich die Ladungsverhiltnisse durch posttranslationale Proteinmodifikationen &dndern.

Interessant ist auch der Vergleich mit der EndoPro™, der humanen PCP und DPP2. Die
EndoPro™ hat einen errechneten pl von 4,3 und liegt somit in einen vergleichbaren
Bereich wie die PsP A. Die intrazelluldiren Peptidasen PCP und DPP2 liegen eher im
schwach sauren Bereich. Der niedrigere pl bei PSP A und EndoPro™ wird aber nicht
durch mehr saure Peptidreste erzeugt. Der prozentuale Anteil der sauren Gruppen liegt fiir
alle betrachteten Enzyme in vergleichbaren Bereichen (berechnetes Molekulargewicht des
unmodifizierten Enzyms ohne Prekursorsequenz). Vielmehr geschieht dies durch eine
Verringerung des Anteils der basischen Gruppen Arginin und Lysin (Tab. 4.1). Dies ist
umso erstaunlicher, als die sauren Aminosduren durch einen einfachen Vorgang vermehrt
werden konnten. Sowohl die basische Aminosdure Lysin als auch die amidierten
Aminosduren Glutamin und Asparagin konnten durch eine einzelne Mutation im Codon in
die sauren Formen Asparaginsdure und Glutaminsdure umgewandelt werden. Diese
Umwandlung lésst sich bei Proteinen hdufig in Bereichen, in denen die sauren
Aminosduren konserviert vorliegen, beobachten. Bei der PsP A und den anderen hier

betrachteten S28-Peptidasen kommt dieses Phanomen aber nicht zum tragen, was dadurch
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Tab. 4.1: Aufstellung des absoluten wie des relativen Anteils an geladenen Aminoséuren, der Lange der S28-Endopeptidasen in Aminoséureresten, sowie des berechneten pls und

des berechneten Molekulargewichts fiir die PSP A aus Wolfiporia cocos und den Enzymen EndoPro™, der humanen PCP und der humanen DPP2

Lange gereift [AA] Berechnetes pl [-] Anzahl der negativ Anzahl der positiv negativ geladenen positiv geladenen
Molekulargewicht geladenen Gruppen geladenen Gruppen Gruppen (Asp + Glu)  Gruppen (Arg + Lys)

[kDa] (Asp + Glu) (Arg + Lys) [%] [%]
PsP A 475 52,8 4,17 57 18 12,0 3,8
PsP B 470 52,9 3,96 64 15 13,6 3,2
PsP C 525 58,8 4,78 75 43 14,2 8,1
EndoPro 481 53,8 4,3 58 24 12,1 5,0
Humane PrCP 451 53,8 6,21 43 37 9,5 8,2
humane DPP2 467 51,8 5,57 53 44 11,3 9,4
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erklart werden konnte, dass eine weitere Zunahme der sauren Gruppen negative Folgen fiir

die Stabilitdt des Proteins haben konnte (z.B. molekiilinterne AbstoBungseffekte).

4.1.8 Prekursorsequenzen

Prekursorsequenzen sind N-terminal gelegene Sequenzbereiche, die fiir die korrekte
Faltung, den Transport und andere Aufgaben bei der Reifung des Proteins von Bedeutung
sind. Nach Erfiillung ihrer Aufgaben werden sie, wihrend des Reifungsprozesses, vom
Protein abgespalten. Sie beinhalten die Signalsesequenz, die als Prdsequenz bezeichnet
wird. Prosequenzen sind haufig als Chaperon an der korrekten Faltung beteiligt. Sie helfen,
Disulfidbriickenbindungen richtig zu kniipfen und das aktive Zentrum so lange zu
blockieren, bis das Enzym am Wirkungsort eingetroffen ist. Dies hilft, bei Peptidasen die
Hydrolyse andere Proteine zu vermeiden (Eder und Fersht 1995; Shinde und Inouye 2000).
Diese Prekursorsequenzen werden den Typ I Intramolecular Chaperones zugeordnet, die
hauptsidchlich am N-Terminus eines Enzyms sitzen (Anderson ef al. 1999; Cunningham et
al. 1999). Thnen gegeniiber stehen die Typ Il Intramolecular Chaperones (Khoshnoodi et
al. 2006; Sundaramoorthy et al. 2002), die am C-Terminus zu finden sind. Thre Aufgabe
besteht darin, Proteine, die Teil von Proteinkomplexen sind, bei deren Bildung zu

unterstiitzen, also als Chaperon fiir die Quartarstruktur zu wirken.

Das fiir Furine typische Schnittstellenmotiv konnte von ProP 1.0 (Duckert et al. 2004) bei
Args; identifiziert werden. Dieser Aminosdurerest liegt sehr nah an Glyss, dem
experimentell ermittelten N-Terminus der PsP A. Uber ein Multisequenzalignment konnte
festgestellt werden, dass das Arginin und das es umgebende Motiv bei vielen
Basidiomyceten konserviert ist (Abb. 4.1). Welches Enzym hier schneidet konnte nicht
ermittelt werden. Ferner ist nicht bekannt warum dieses Motiv bei anderen S28-Peptidasen
aus Pilzen, unter anderen bei der PsP C, fehlt. Die PsP C ist eine weitere S28-Peptidase aus
Wolfiporia cocos. Sie wurde mittels einer BLAST-Suche nach zu PsP A verwandten
Peptidasen im Genom von Wolfiporia cocos entdeckt. Vermutlich existieren
unterschiedliche Peptidasen fiir die Reifung von extrazelluldren Proteinen bzw. fiir
unterschiedliche nichtcytosolische Kompartimente wie z.B. Lysosom. Bei der
Prekursorsequenz der PsP A handelt es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um ein

Typ I Intramolecular Chaperone, das dem Schutz der intrazelluldren Proteine dient.
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Dichomitus_squalens/1-531 SVPKMSAPTVEEAGPVTS
Laetiporus_sulphureus/1-532 SVPKAPVP- -NEDLPVTD
Serpula_lacrymans/1-521 - - - = - = - - - - - - AGPEFMD
Plicaturopsis_crispa/1-536 AIPK/I SAP- - -LGGPVVS
Trametes_cinnabarina/1-527 SVPIMPLPD- - -VGPVTS
Schizopora_paradoxa/1-554 APPLVELP- - -ESGPVVS
Fibroporia_radiculosa/1-512 PLAQKVAP - -PYLVP-VD
Postia_placenta/1-528 LVKKMDLPH- - -VGPVVD
Fomitopsis_pinicola/1-521 PL---------- T Tl VD
Wolfiporia_cocos_PsP_A/1-520 PV I QKVDP - -PHAGPVVD
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520 TLPENMSVL - -EG- -PVTS
Wolfiporia_cocos_PsP_C/1-553 QD IDI ALPYPDAPP - - - - - - - -
Trametes_versicolor/1-528 Q\I\IK LAARRAQNSPAKRAADATEPR - - - -VENF
Arthroderma_benhamiae/1-716 HRNKALVARSQDVNAAFPAHT IQIP - - - - | DIF

R R — W

+VPKVS+PR++E+GPVVDRNGTELPPYNTTYYF

Abb. 4.1: Darstellung des konservierten Arginins, das als Erkennungssequenz fiir Peptidasen dienen konnte,

OOOOOOOOGOOO
MM MMM T TNMTTT

=

Consensus

die die S28-Peptidasen reifen. Hierfiir spricht nicht nur der hohe Konservierungsgrad, sondern auch die
unmittelbare Ndhe zur Schnittstelle zwischen der Prekursorsequenz und dem reifen Enzym. Die Sequenzen
der letzten drei Peptidasen gehoren einer noch unbenannten Unterfamilie der S28-Peptidasen an und werden
von MEROPS vorldufig als S28.UPW eingeordnet. Sie verfiigen nicht iiber diese Schnittstelle. Die iibrigen

Enzyme gehoren alle zur S28.004-Unterfamilie und zu verschiedenen Spezies von Basidiomyceten

4.1.9 Klonierung der PsP A

Bei der Isolierung der cDNA trat die Schwierigkeit auf, dass lange Zeit nur eine 1.128 bp
lange Sequenz isoliert werden konnte. Die Bereiche an den 3°- bzw. 5’-Enden lieen sich
nicht amplifizieren. Der GC-Gehalt in den isolierten 1.128 bp betrug ca. 58,5%. Da
bekannt ist, dass die DNA von Basidiomyceten einen hohen GC-Anteil aufweist, wurde ein
DNA-Polymerasemix, der speziell fiir die Amplifizierung von GC-reicher DNA entwickelt
wurde, eingesetzt. Die cDNA konnte hiermit vollstindig amplifiziert werden. Es zeigte
sich, dass jene Bereiche, an denen die DNA-Synthese abbrach, tatsichlich einen sehr
hohen Anteil an GC-Sequenzbereichen aufwiesen. Abb. 4.2 zeigt die cDNA-Sequenz der
PsP A. Als Bereich C wird jener Teil der PsP A bezeichnet, der sich ohne Probleme
amplifizieren lieB. Flankiert wird er durch die Bereiche B und D an denen die PCR zum
Erliegen kam. Beide weisen einen sehr hohen GC-Gehalt auf (Bereich B 80,0% und
Bereich D 94,4%). Der GC-Gehalt der beiden Enden, hier als Bereich A und E bezeichnet,
liegt niedriger als bei B und D, weist aber einen deutlich hoheren GC-Gehalt als Bereich C
auf (Bereich A 65,7% und Bereich E 66,9%). Die vollstindige cDNA-Sequenz hatte eine
Lange von 1.560 bp (Abb. 3.7).
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>PsP A aus Wolfiporia cocos CBS 279.55

ATGGTGTCCTCCAGCCTGGCGGTGAGCTCCTTGCTCGCATTACCTCTGCTCGCCTCGGCCC
TGCGCGTCCCTCGCCCGCCTGTGATCCACRAGCTCCAT e
B rccerncecerccGRGCTCCCECCECTGAACACCACATACTACTTTGACCAGCTCATT
GATCACAACAACCCCAGCCTTGGGACGTTCAAGCAGCGGTACTGGCACACCTGGGAGTTCT
ACGAGCCTGGCGGACCCATCATCATCACGACCCCGGGCGAACAAGATGCTGCTGGTTTTGA
AGGCTTCCTCACCAATGCGACAATCGACGGACAGATCGCGCAGCAGCAGAGCGGCGCGACG
ATTGTGCTCGAGCACCGCTACTACGGCTACTCGAACCCGTACAACAACCTCTCGGTCGCGA
GTCTCCAGTACCACACGATTCAGCAGGCGATCGATGACCTCGCCTACTTCGCGTACAATGT
CAAGCTGCCTATGCCTGGCGGCGACAATGTCACGCCCGACCAGGCGCCGTGGGTCCTGATT
GGCGGTAGCTACGCGGGCGCGCTGACGAGCTTCACGAAAGTCAACAAACCAGACGCGTTCT
GGGCTGCGTGGTCGTCTTCTGGCGTCGTGGAGAGCATTGTCAATTATTGGGGATACTTTGA
CATTATTCGCAAGCACATGCCTCAAAACTGCTCCGCGGACGTGCAAGCCGTGATCGCGCAT
ATCGACGAGGTCTTCACGTCCAATGACACCGACGCGATCAACGAGATCAAGCAGACGTTCA
GCATGAACCTCACCCATCTCGACGACTTCGCCAGCGCCTTGACAGGCCCGATTTTCGACTG
GCAGTCGCTGCAGCCGGCGGGCGAGCTGACCGACCTGTCGTTCTTCGAGTTCTGCGATGCA
CTCGAGGTGAAGAACGGCGTGAGCGCGGGACCGGAAGGGTGGGGCCTCGACTATGCCCTGC
AGGCCTGGGGCTCGTACTGGAACACGACGTTCCTGCCGGAGAACTGTTATGACCAGACTAT
CGAGGAATGCCTCGGTACCTATAACGCGAGCGCGCCCTACTACACGGACATTTCGGTTAAC
AATGCCGAGCGGTCGTGGTTTTGGATTGTCTGCAACCAGATGGGCTTCTTCCAGGATGGCG
CGCCAGAAGGTGACCCTACTATCGTCTCCCGCCTCGTGACTGCTCTCTACAACGAGCGCCA
GTGCACATACTACTTCCCACAGGCGTTCAGC

Abb. 4.2: In der cDNA-Sequenz der PsP A sind jene Bereiche an denen die PCR aufgrund des hohen
GC-Gehalts stockte in rot und griin dargestellt. Die Sequenz ist in fiinf Bereiche unterteilt (A hellgrau, B rot,
C weil}, D griin und E dunkelgrau), fiir die der GC-Gehalt bestimmt wurde. Die gefirbten Bereiche an den
beiden Enden weisen einen deutlich hohen GC-Gehalt auf als die ungefirbte Binnensequenz. Durch den

Einsatz des GC Rich PCR Kit von Roche konnte die vollstindige cDNA-Sequenz der PsP A erhalten werden.
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4.1.10 Peptidasefamilien und Clans

Prolylspezifische Peptidasen nehmen im Stoffwechsel von Eukaryoten bei der Reifung von
Signalpeptiden eine Schliisselposition ein. Sie sind meist hochspezifisch, sowohl in Bezug
auf die Lénge der zu prozessierenden Peptidkette (die meisten dieser Peptidasen schneiden
ausschlieBlich  Oligopeptide) als auch in Bezug auf eine sehr spezifische
Erkennungssequenz. Die Beschrinkung auf kurze Peptide dient hier aller
Wahrscheinlichkeit nach dem Schutz der {brigen intrazelluliren Proteine vor
unerwiinschtem Abbau. Dennoch gibt es Vertreter dieser Gruppe, wie zum Beispiel die in
dieser Arbeit beschriebene Peptidase, die eine weniger hohe Selektivitit aufweisen und

damit fiir die oben beschriebene Aufgabenstellung geeignet sind.

Mit MEROPS (Rawlings et al. 2014b) existiert eine Datenbank, in der Sequenzen auf die
Zugehorigkeit zu einer bestimmten Peptidasefamilie hin untersucht werden konnen. Zudem
erhélt man eine Einordnung der unbekannten Sequenz in ein System, das Aussagen iiber
evolutiondre Verwandtschaft zu anderen Peptidasefamilien bietet, und den
Reaktionsmechanismus sowie die Position der Aminosduren des aktiven Zentrums
beinhaltet. Familien sind in diesem System eine Zusammenfassung von Peptidasen mit nah
verwandten Aminosduresequenzen. Diese konnen weiter zu Clans vereinigt werden. Zu
einem Clan gehoren Peptidasen, die sich evolutiondr nahestehen. Die Sequenz selbst kann
mitunter stark abweichen. Wichtiger sind hier die Anordnung der katalytisch aktiven
Aminosdurereste oder das die Peptidase bestimmende Strukturmotiv (Rawlings und Barrett
1993; Rawlings et al. 2014a).

Eine Studie auf der Basis von MEROPS stellte die verschiedenen Familien und Clans
verschiedenen Organismengruppen gegeniiber (Eubakterien, Archéden, niedere Eukaryoten,
Hefen, Pflanzen, Urmiinder und Neumiinder). Dabei zeigte sich erstens, dass mit
zunehmender Komplexitdt der Organismengruppen die Zahl der im Genom enthaltenen
Peptidasen anstieg. Von den Archéen iiber die Eubakterien zu den niederen Eukaryoten
stieg die Zahl kontinuierlich an, um bei den Metazoen noch einmal sprunghaft zu
zuzunehmen. Die zweite Feststellung ist, dass es eine Reihe von Enzymfamilien gibt, die
in allen Lebensformen auftreten. Jede Organismengruppe hat neben dieser
Basisausstattung einen Satz von Peptidasen, die den neuen, mit zunehmendem
Organisationsgrad entstandenen Anforderungen und der besetzten Okologischen Nische
entsprechen. Diese findet man auch bei evolutiondr daraus abgeleiteten
Organismengruppen (z.B. Peptidasefamilien von Archden und Eubakterien in niederen
Eukaryoten). Zudem konnte drittens gezeigt werden, dass Familien infolge von neuen

Anforderungen entstehen.

Das Aufkommen der S28 Peptidasen ist laut Literatur mit der Entstehung der Eukaryoten
verknlipft (Page und Di Cera 2008). In dieser Arbeit wird aber noch gezeigt werden, dass
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S28-Peptidasen schon in Bakterien vorhanden sind. Dennoch ist die adaptive Radiation
dieser Enzymfamilie erst bei den Eukaryoten zu beobachten. Es ldsst sich zeigen, dass die
Entwicklung komplexerer Organismen, besonders von Vielzellern, primir an zwei
Bedingungen gekoppelt ist. Erstens an die Moglichkeit des alternativen Splicens und
zweitens an das Vorhandensein von intrinsically disordered proteins (IDPs) und
intrinsically disordered protein regions (IDPRs). Proteine, die diese unstrukturierten
Bereiche beinhalten bzw. komplett unstrukturiert sind, ermdglichen es Aufgaben zu
erfiillen, die von Enzymen, die eine klare Organisation aufweisen und dem gingigen
Schliissel/Schloss-Prinzip folgen, nicht erfiillt werden kénnen. Die Erforschung dieser
IDPs und IDPRs ist ein noch junges Gebiet. Es lédsst sich jetzt schon zeigen, dass diese
Proteine allgegenwiértig sind und eine bedeutende Rolle spielen. Sie sind besonders hdufig
im Bereich der Signaltransduktion und in Enzymkomplexen anzutreffen (Dunker et al.
1998; Dunker et al. 2001; Tompa 2002; Wright und Dyson 1999; Uversky et al. 2000).
Wie bereits beschrieben spielt die PP II-Helix in unstrukturierten Proteinen eine
entscheidende Rolle. Die Bereitstellung von spezialisierten Peptidasen, die die gezielte
Aktivierung, Reifung und den Abbau von unstrukturierten Proteinen ermdglichen werden
mit zunehmendem Anteil an unstrukturierten Proteinen im Proteom eines Organismus zu

einer Voraussetzung fiir deren Handhabung.

Nach aktuellem Wissen sind die prolylspezifischen Peptidasen auf die manganabhidngigen
Metallopeptidasen der Familie M14 und die Serinpeptidasen aus den Familien S9, S10,
S28 und S33 beschrinkt. Die genannten Familien der Serinpeptidasen gehdren alle dem
Clan SC (Prolyloligopeptidasen) an. Deren Mitglieder spalten Peptide mit Hilfe einer
katalytischen Triade. Interessanterweise ist diese Triade auch in den Peptidasen des
Clans PA (bekanntester Vertreter ist das Trypsin) und Clans SB (bekanntester Vertreter ist
das Subtilisin) entstanden. Die Aminosduresequenzen, das Strukturmotiv und die
Reihenfolge der katalytisch aktiven Aminosdurereste in der Primérstruktur (Clan SC: Ser,
Asp, und His; Clan PA: His, Asp und Ser; Clan SB: Asp, His und Ser) weichen aber von
denen in Clan SC ab. Im Gegensatz zu vielen anderen Serinpeptidaseclans gibt es im
Clan SC sowohl Endo- als auch Exopetidasen. Der Grundaufbau von Vertretern dieses
Clans besteht aus zwei Doménen, von denen eine von einem o/B-Hydrolasefold gebildet
wird, der fiir die enzymatische Funktionalitit verantwortlich ist (neben Peptidasen werden
auch  Esterasen, Lipasen, Dehalogenasen, Haloperoxidasen, Lyasen, oder
Epoxidhydrolasen von diesem Motiv gebildet) (Ollis ef al. 1992). Die andere Doméne wird
durch ein Siebenfaltblattpropellermotiv gebildet, das der Substratselektivitét dient.

Anhand der Primidrsequenz lie sich die PSP A durch das Programm MEROPS den
S28.004 Serinproteasen zuordnen. Serigs, Aspaso und Hiss7s wurden als die Aminosduren
der katalytischen Triade identifiziert (Abb. 3.17 und Abb. 3.18).
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Die Tatsache, dass es sich bei der PsP A nicht um eine Metallopeptidase handelt, hat den
Vorteil, dass in den lebensmitteltechnologischen Prozessen auch chelatisierende
Substanzen wie z.B. Zitronensdure verwendet werden konnen, ohne dass das Enzym
inhibiert wird. Auch die Zugehdrigkeit zu den a/B-Hydrolasen kommt einem industriellen
Einsatz entgegen. Der Reaktionsmechanismus ist bekannt und Enzyme mit diesem
Faltungsmuster sind im Allgemeinen recht stabil, so dass sie hdufig zur Erprobung neuer
Techniken im Bereich des Protein Engineering genutzt werden. Viele in industriellen
Prozessen eingesetzte Hydrolasen gehoren zu dieser Gruppe, so dass ein entsprechendes
Erfahrungspotential beziiglich der Handhabung und der biotechnologischen Veridnderung

ihrer Eigenschaften vorliegt (Kazlauskas und Bornscheuer 2009).

4.1.11 3D-Modell

Das Modell, das mit SWISS-Model erstellt wurde, wies eine hohere Ubereinstimmung mit
der Verteilung der Sekundirstrukturen der humanen PrCP auf als die Modelle, die mit
Phyre? erstellt wurden (jeweils im Modus normal und intensiv). Bei Letzterem fehlte das
B-Faltblatt 1, die SKS-Doméne hatte sieben statt sechs a-Helices und im Modus intensiv
wurde das Modell stark komprimiert dargestellt, so dass Loops den enzymatischen Spalt
blockierten. Zudem liegen beim Modell von SWISS-Model die unsicheren Bereiche
(Bereiche, bei denen eine grofere Unsicherheit iiber die Position der einzelnen
Aminosduren im Modell besteht) mit Ausnahme des Loops zwischen SKS-Doméne und
a-Helix M in fiir die Funktion des Enzyms nicht relevanten Teilen wie dem Loop zwischen
den o-Helices K und L sowie in der Ndhe des N-Terminus (Abb. 3.20). Aus dem
Strukturmodell der PsP A konnten auch die Position der Doménen und ihr Aufbau
abgeleitet werden (Abb. 2.21 und Abb. 3.22).

4.1.12 Disulfidbriicken

Disulfidbriicken sind die zweithdufigste Art der kovalenten Verbindungen in Proteinen.
Besonders im extrazelluldren Bereich dienen sie dem Schutz des Proteins vor harschen
Umweltbedingungen und erschweren den Abbau durch Proteasen. Neben ihrer Rolle als
stabilisierendes Element haben Disulfidbriicken auch weitere Aufgaben. Zum einen
unterstiitzen sie den Faltungsvorgang von Proteinen bei deren Bildung. Zum andern helfen
Disulfidbriicken, Aggregation zwischen Proteinen zu verhindern. Die hohe Konservierung
von Cystin ist fliir die Bestimmung der Verwandtschaft von Proteinen von grof3er
Bedeutung (Harrison und Sternberg 1996). Besonders bei schwach strukturierten oder
unstrukturierten Proteinen kommt ihnen eine besondere Rolle bei der Einordnung zu (Mas
etal. 2001).

Fir die Identifizierung von Disulfidbriicken wurden nach konservierten Cysteinresten
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gesucht und die Ergebnisse sowohl mit schon aus der Literatur bekannten Disulfidbriicken
abgeglichen, als auch die direkte Nachbarschaft dieser konservierten Cysteinreste
zueinander im dafiir erstellten Stukturmodell gepriift. Programme zum auffinden von
Disulfidbriicken konnten nicht iiberzeugen und wurden deshalb nicht eingesetzt
(DiIANNA 1.1 web server, DISULFIND, CYSPRED). Diese Progamme wurden als erstes
mit der Aminosduresequenz der humane PrCP (S28.001) getestet, deren Disulfidbriicken
bereits experimentell bestimmt worden waren (Soisson et al. 2010). Keines der Programme
erkannt diese richtig. Nicht konservierte Cysteinreste wurden in Disulfidbriicken
einbezogen. Cysteinreste, die im Strukturmodel weit auseinander, teils an dem
gegentiberligenden Ende des Enzyms, lagen wurden als Teile ein und derselben
Disulfidbriicke erkannt.

Bei der Suche nach konservierten Cysteinresten in einem Multisequenzalignment (Anhang,
Abb. A.1), das S28-Peptidasen aus unterschiedlichen Unterfamilien beinhaltete, fiel auf,
dass drei der insgesamt sieben Positionen bei allen untersuchten S28-Serinpeptidasen
konserviert waren. Zwei von ihnen konnten unterschiedlichen Disulfidbriicken zugeordnet
werden. Diese stark konservierten Cysteinreste korrespondierten iiber die Disulfidbriicke
jeweils mit einem Cystein, das von Unterfamilie zu Unterfamilie um wenige Aminoséduren
in der Position variiert. Ein weiterer Cysteinrest ist bei verschiedenen S28-Peptidasen
tierischen und pilzlichen Ursprungs konserviert. Da er keine Disulfidbriicke bildet, wird

auf ihn spiter eingegangen.

Man kann die Disulfidbriicken in zwei Gruppen unterteilen. Die erste stabilisiert durch die
Verkniipfung von strukturbildenden Elementen wie a-Helices oder p-Faltbléttern das
Grundgeriist des Proteins als Ganzes. Dies betrifft die zwei schon genannten, bei allen
S28-Serinpeptidasen vorkommenden Disulfidbriicken. Sie halten jeweils die Helices H und
K (Abb. 3.23 Tafel A) bzw. M und N (Abb. 3.23 Tafel C) zusammen. Hier wichen die
Positionen des weniger stark konservierten Cysteinrests in den einzelnen Peptidasefamilien
nur um ein paar Aminosdurereste voneinander ab. Dies ist auf die Einschrinkung
zuriickzufiihren, die diesen Disulfidbriicken einerseits durch ihre Funktion als
stabilisierendes Element des Proteingeriists und andererseits durch die helikale Natur der
o-Helix, auf der sie sitzen, auferlegt ist. Die zweite Gruppe von Disulfidbriicken verbindet
Loops. Da sie hdufig an der Oberfliche des Proteins liegen und als lockere, bewegliche
Strukturen vorkommen, liegt die Aufgabe dieser Disulfidbriicken nicht darin, die
Proteinstruktur als Ganzes zu stabilisieren. Vielmehr iibernehmen sie die Aufgabe, den
Loop im lokalen Mallstab zu fixieren, ihm Form zu verleihen und die Bildung von
amyloiden Fibrillen zu verhindern. Letzteres kann passieren, wenn zwei Eigenschaften
zusammentreffen. Eine hohe intrinsische Tendenz zu aggregieren (Pawar et al. 2005) und
andererseits eine  hohe  Wahrscheinlichkeit, exponierte und/oder ungefaltete

Konfigurationen zu bilden (Tartaglia et al. 2008). Diese Form der Disulfidbriicken variiert
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stark in Zahl und Position zwischen den einzelnen Unterfamilien. Bei den Peptidasen der
Unterfamilien S28.004 bildet der Loop, der die SKS-Doméne mit der Helix M verbindet,
aller Wahrscheinlichkeit nach eine Schleife, die bei der PsP A von der Disulfidbriicke
zwischen Cys341 und Cyssgo zusammengehalten wird (Abb. 3.23, Tafel B). Bei S28.001
und S28.002 verbindet der zu Cysss41 dquivalente Cysteinrest diesen Loop mit jenem, der
die Helices I und J verbindet (Abb.4.3, Tafel A und Abb.4.4, Tafel A). Die
Serinpeptidasefamilien S28.001 und S28.002 bilden jeweils eine weitere Disulfidbriicke
aus, die bei der S28.004 nicht vorhanden ist. Die Disulfidbriicke der PCPs verkniipft den
Loop, der die a-Helices M und N verbindet, mit jenem, der das p-Faltblatt 6 mit der
o-Helix G verbindet (Abb. 4.3, Tafel B). Die Disulfidbriicke der DPP2s bildet eine
loopinterne Schleife, die die a-Helices M und N verbindet (Abb. 4.4, Tafel B). Ihnen allen
gemeinsam ist, dass sie lange an der Oberfliche liegende Loops strukturieren bzw.
stabilisieren.
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Helix G

Abb. 4.3: Darstellung der Disulfidbriicken der humanen PCP. Die Disulfidbriicken zwischen den a-Helices K und H sowie M und N werden hier nicht explizit betrachtet, da sie
bei allen S28-Peptidasen vorkommen und bei der PsP A aus Wolfiporia cocos schon angesprochen wurden. Vielmehr werden hier jene Disulfidbriicken hervorgehoben, die sich
von denen in der PsP A unterscheiden oder in dieser nicht vorkommen. A: Cysas und Cyszas verbinden die Loops zwischen den a-Helices I und J sowie L und M. B: Cys;is und

Cyss7, verbinden die Loops zwischen den a-Helices M und N sowie zwischen f-Faltblatt 6 und a-Helix G.



AbD. 4.4: Darstellung der Disulfidbriicken der humanen DDP2. Die Disulfidbriicken zwischen den a-Helices K und H sowie M und N werden hier nicht explizit betrachtet, da sie

bei allen S28-Peptidasen vorkommen und bei der PsP A aus Wolfiporia cocos schon angesprochen wurden. Vielmehr werden hier jene Disulfidbriicken hervorgehoben, die sich
von denen in der PsP A unterscheiden oder in dieser nicht vorkommen. A: Cysas und Cyssz; verbinden die Loops zwischen den a-Helices I und J sowie L und O. B: Cyss3; und

Cyss36 bilden im Loop der auf die a-Helix M zulduft eine Disulfidbriicke aus der eine loopinterne Schleife hervorgeht.
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An dieser Stelle soll noch einmal auf die bei den pilzlichen S28.004-Serinpeptidasen
vermutete Schleife eingegangen werden, die von der Disulfidbriicke zwischen Cys341 und
Cys349 gebildet wird. Zu S28.004-Serinpeptidasen gibt es fiir diese Disulfidbriicke keinen
experimentellen Beleg, der in der Literatur beschrieben wére. Dennoch kann sie als sehr

wahrscheinlich angesehen werden. Dafiir sprechen mehrere Griinde:

1. Bei der DPP2 und der PCP ist der hier besprochene Loop durch eine Disulfidbriicke
an der SKS-Doméne fixiert (Abb. 4.5). Wie oben bereits erwihnt, ist einer der beiden
Cysteinreste in allen S28-Serinpeptidasen stark konserviert. Es kann angenommen werden,
dass sich seine Aufgabe, den Loop zu strukturieren bzw. zu stabilisieren, nicht gedndert
hat. Verdndert hat sich nur der Bindungspartner. Statt eine kovalente Verbindung zu einem
Cysteinrest auf der SKS-Domédne einzugehen, wird bei der PsP A eine loopinterne
Verkniipfung gebildet. Man konnte vermuten, dass die gebildete Schlaufe in Richtung der
SKS-Domine zeigt, um den katalytischen Spalt nicht zu {iberdecken. Die Ankniipfung an
diese erfolgt vermutlich durch schwache Wechselwirkungen zwischen der Schleife und der
SKS-Domaéne.

PrCP PsPA

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Lage des aus einer Rontgenstrukturanalyse bekannten Loops mit
der ihn und die SKS verbindenden Disulfidbriicke bei derhumanen PrCP. Dem gegeniibergestellt ist die
auf Basis eines Computermodells der PsP A vermutete Lage des Loops und der durch eine
Disulfidbriicke gebildeten Schleife (o/pf-Hydrolasedoméne in Hellgrau, SKS-Doméne in Dunkelgrau,
Adapterbereich in Hellbraun, Disulfidbriicke in Gelb und katalytische Triade in Rot).

2. Das von SWISS-Model berechnete Strukturmodell zeigt gerade in diesem Bereich

eine grofle Unsicherheit {iber die tatsdchliche Position und Ausrichtung des Loops
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(Abb. 3.20, Tafel A und B). Der Abstand zwischen den Cysteinresten betrdgt in diesem
Modell 18,05 A (Abb. 3.23, Tafel B). In den mit Phyre? berechneten Modellen, die
allerdings verworfen wurden, ist der Abstand deutlich kiirzer. Die flexible Struktur des
Loops und die starke Konservierung der zwei Cysteinreste bei vielen S28.004-Peptidasen

legen nahe, dass beide Cysteinreste in vivo eine Disulfidbriicke ausbilden.

3. PCP und DDP2 sind beide Oligopeptidasen, wobei die PCP C-terminal und die
DPP2 N-terminal schneidet. In der Arbeit von Soisson ef al. 2010 wird beschrieben, dass
eine wallartige Struktur fiir den Unterschied in der Substratselektivitit beider Enzyme
verantwortlich ist. Diese befindet sich auf dem hier besprochenen Loop, der sich zwischen
der SKS-Doméne und der Helix M befindet. Da von diesem Loop bei den Unterfamilien
S28.001 und S28.002 die Substratselektivitit abhédngt, ist anzunehmen, dass gerade wegen
dieser Abhédngigkeit seiner genauen Lage Grenzen auferlegt sind. Man kann deshalb davon
ausgehen, dass auch bei der PsP A eine Stabilisierung durch eine Disulfidbriicke, allein

schon wegen der Linge des Loops, wahrscheinlich ist.

Cysa79, der konservierte Cysteinrest, der keiner Disulfidbriicke zugeordnet werden konnte,
liegt in unmittelbarer Nachbarschaft zu Hiss7s (Abb. 3.23 Tafel D), das zur katalytischen
Triade gehort. Diese Aminosdurekonstellation ist auch bei vielen anderen
S28-Peptidaseunterfamilien zu beobachten, wiahrend die Position des Cysteins bei den
PrCPs und den DPP 2s durch ein stark konserviertes Histidin besetzt ist. Fiir die
lysosomale PCP wird angenommen, dass Argsso den pKs der beiden Histidine beeinflusst
(Soisson et al. 2010, Egloff et al.1995) um den katalytischen Mechanismus unter den
gegebenen Milieubedingungen moéglich zu machen (Yang et al. 1970, Odya et al. 1978,
Maes et al. 2005). Dieses Arginin ist bei den PrCPs und DPP2s konserviert. Die zu Argaeo
entsprechende Position bei der PsP A (Tyrss3) befindet sich inmitten eines konservierten
Bereichs. Allerdings ist sie selbst, wie bei allen pilzlichen S28.004-Serinpeptidasen und
den TSSPs (S28.003), nicht konserviert (Anhang, Abb. A.1).

Es kann davon ausgegangen werden, dass, vergleichbar zur Interaktion zwischen Histidin
und Arginin bei den PCPs und DPP2s, Ahnliches auch bei der PsP A vonstattengeht. Der
hohe Konservierungsgrad des auf das Histidin der katalytischen Triade folgende Cystein
bei vielen S28-Peptidasen weist auf eine essentielle Funktion dieser Aminosdure hin
(Abb. 4.6). Zudem wiren zwei Mutationen in den ersten beiden Basen des Codons
notwendig um einen Austausch von Histidin in Cystein (CAY(His) — TGY(Cys)) oder
umgekehrt zu bewirken. Da es, wie in der Diskusion noch gezeigt wird, im Verlauf der
Differenzierung der S28-Peptidasen in den verschiedenen Organismengruppen, immer
wieder zu diesem Austausch gekommen ist, kann angenommen werden, dass es sich nicht

um ein Zufallsprodukt handelt, sondern hier einer Notwendigkeiten gefolgt wurde.
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Abb. 4.6: Der Ausschnitt aus einem Multisequenzalignment mehrerer S28-Serinpeptidasen zeigt den Bereich in dem der Histidinrest der katalytischen Triade, der benachbarte,
stark konservierte Cystein- bzw. Histidinrest und der bei DPP2s und PCPs auftretende Argininrest beheimatet sind. Auffillig ist, dass die Peptidasen (DPP2 und PCP), die iiber
ein zweites konserviertes Histidin verfiigen auch ein konserviertes Arginin besitzen. Soisson et al. 2010 Zeigt in seiner Arbeit, dass bei den DPP2s und PCPs die beiden
aufeinander folgenden Histidine von Arginin beeinflusst werden. Die Peptidasen (TSSP und pilzliche S28.004), die statt des zweiten Histidinrests an dieser Position einen
Cysteinrest tragen, weisen an der Position des Arginins einen nichtkonservierten Bereich auf. Der hohe Konservierungsgrad des Cysteins bei den TSSPs und pilzlichen S28.004s,

sowie das Fehlen des konservierten Arginins spricht dafiir, dass das Cysteins eine dhnliche Rolle wie das Arginins bei den DPP2s und PCPs einnehmen konnte.
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4.1.13 SKS-Domane

Die SKS-Doméne wurde das erste Mal in der Arbeit von Soisson et al. (2010) beschrieben.
Bezerra et al. stellen in ihrer Arbeit eine Hypothese iiber die Entstehung der SKS-Domine
auf. Es scheint, dass sie sich im Verlauf der Evolution neben dem f-Propellermotiv, das fiir
die Substratselektivitit verantwortlich ist, als zusédtzliches Biindel von a-Helices
entwickelte. Anfangs funktionslos, {ibernahm sie die Aufgabe des B-Propellermotivs und
verdrangte dieses. Dieser Prozess ist mit einer zunehmenden Zahl weiterer a-Helices
verbunden. Diese Entwicklung ldsst sich nachzeichnen. Bei der Dipeptidylpeptidase 4
(DPP4, UniProt-Eintrag 3EIO), dem Prolylpeptidase Fibroblastenaktivierungsprotein o
(FAP, UniProt-Eintrag 1268), der Prolylendopeptidase (PEP, UniProt-Eintrag 31UJ) und
der Prolyloligopeptidase (POP, UniProt-Eintrag 1QFM) ist neben dem p-Propeller ein
Biindel aus drei Helices vorhanden. Bei der F1-Aminopeptidase (UniProt-Eintrag IMTZ)
ist der p-Propeller bereits verschwunden. Die Zahl der Helices in der SKS-Doméne steigt
von der FIl-Aminopeptidase ausgehend {iber die Proliniminopeptidase (PIP,
UniProt-Eintrag 1AZW) und die Prolylaminopeptidase (PAP, UniProt-Eintrag 1QTR) zur
Dipeptidylpeptidase 2 (DPP2,  UniProt-Eintrag  3JYH) und der humanen
Prolylcarboxypeptidase (PRCP, UniProt-Eintrag 3N2Z) an. Bei allen genannten
Peptidasen stellt das Biindel aus Helices, das die SKS-Doméne bildet, eine Insertion in die
a/B-Hydrolase dar, die zwischen der a-Helix D und dem f-Faltblatt 7 liegt.

4.1.14 Glycosylierung

Die Glycosylierung von Proteinen ist ein zwischen den einzelnen Eukaryotengruppen stark
konservierter Prozess, der mehrere Funktionen erfiillt. Neben der Adressierung der
Proteine fiir den intrazelluliren Transportprozess dient er der korrekten Faltung im
endoplasmatischen Retikulum und der Vermeidung von Proteinaggregation. Im Kontext
dieser Doktorarbeit sind besonders der Aspekt der mit der Glycosylierung verbundenen
erhohten Stabilitit sowie die mit ihr einhergehende Resistenz gegen Peptidaseabbau
interessant. Biotechnologisch ist diese Eigenschaft von hohem Interesse. Die Enzyme sind
langer einsetzbar und tolerieren grofBere Schwankungen bei pH-Wert, Temperatur, Druck

und der lonizitidt des Mediums.

Der Prozess der Glycosylierung erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER) bzw.
Golgiapparat. Hierbei werden aktivierte Zucker auf die entsprechenden Aminosdurereste
des Proteins oder auf Zucker, die Teil der wachsenden Oligosaccharidkette sind,
iibertragen (Lehle und Tanner 1995; Lis und Sharon 1993; Montreuil und Neuberger 1995;
Strahl-Bolsinger et al. 1999). Die Verkniipfung mit dem jeweiligen Aminosdurerest kann

sowohl an der y-Aminogruppe von Asparagin als auch an der f-Hydroxygruppe von Serin
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oder Threonin (in anderen Eukaryoten auch an Tyrosin, Hydroxylysin und Hydroxyprolin)

stattfinden, was zu einer Unterscheidung in N- und O-Glycosylierung fiihrt (Spiro 2002).

Die N-Glycosylierung erfolgt am Asparaginrest, der das Motiv Asn-Xaa-Ser/Thr (Sequon)
anfiihrt, wobei Xaa eine beliebige Aminoséure darstellt, die in diesen Zusammenhang aber
kein Prolin sein darf. Allerdings werden nur rund 66% der in einem Protein vorhandenen
Sequons mit einer Oligosaccharidkette verkniipft (Apweiler et al. 1999). Dies hiangt damit
zusammen, dass weitere Rahmenbedingungen erfiillt sein miissen, nidmlich die
Abhingigkeit von benachbarten Aminosduren, die Position in der Peptidsequenz, sterische
Aspekte und die Verfiigbarkeit der Dolicholprecursorsaccharide (Kasturi et al. 1997,
Petrescu et al. 2004; Senger und Karim 2005). N-Glycosylierte Proteine sind in ihrer
grolen Mehrheit sekretorische Enzyme, die entweder als Transmembranproteine, als
Proteine der Zellwand oder in das umgebende Medium ausgeschieden werden. Die
O-Glycosylierung folgt komplexeren Regeln und ist stark von Organismengruppe und Art
abhéngig. Hier konnen Serin- und Threoninreste mit Oligosacchariden modifiziert werden.
Im ER erfolgt nur die Ubertragung eines Mannosylrests. Dieser Teil der O-Glycosylierung
ist in allen Eukaryoten konserviert. Die ersten Schritte der N- bzw. O-Glycosylierung
werden mit Enzymen durchgefiihrt, die in den verschiedenen Organismengruppen
konserviert sind, wihrend die nachfolgenden Prozessierungen hiufig von Enzymen
katalysiert werden, die artspezifische Modifikationen der Oligosaccharidketten
ermdglichen. Von diesen Enzymen konnen einige sowohl im Syntheseweg der
N-Glycosylierung als auch in dem der O-Glycosylierung zum Einsatz kommen. Das
Interessante an der N-Glycosylierung von Basidiomyceten ist, dass sie Oligosaccharide
bilden, die denen von Siugetieren sehr &hnlich sind und damit eine Quelle fiir
biotechnologisch erzeugte, therapeutische Proteine sein konnen (Berends et al. 2009;
Rouwendal, Gerard, Johan, Adolph et al. 2006).

Beim Vergleich des mit ProtParam (Wilkins et al. 1999) errechneten Molekulargewichts
(57,5 kDa) der gereiften PsP A mit dem in der SDS-PAGE ermittelten Wert (circa 72 kDa)
fallt eine Differenz von 14,5 kDa auf (Abb. 3.7). Dies hingt mit der schon beschriebenen
posttranslationalen Modifikation, speziell der Glycosylierung von extrazelluliren Enzymen
zusammen. Mit Hilfe des Programms NetNGlyc 1.0 (R. Gupta, E. Jung, S. Brunak 2004)
wurden anhand der Aminosduresequenz die Positionen von N-Glycosylierungsstellen und
die Wahrscheinlichkeit ihrer Glycosylierung bestimmt (Tab. 3.2, Abb. 3.23). NetNGlyc 1.0
basiert auf einem neuronalen Netzwerk, das die Wahrscheinlichkeit fiir die
N-Glycosylierung einer Position aufgrund eines Trainings an experimentell bestimmten
Daten erhebt. Des Weiteren wurde mittels eines Multisequenzalignments nach
konservierten Sequons in der PsP A und anderen S28-Serinpeptidasen gesucht (Anhang,
Abb. A.2). Diese Methode ermoglicht es Sequons zu finden, die aufgrund der Rolle, die sie

fiir die Stabilitdt oder Funktion des Enzyms innehaben, evolutionir stabilisiert wurden. Als
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Letztes  wurde  eine  Literaturrecherche  nach  experimentell  bestimmten
N-Glycosylierungsstellen in anderen S28-Serinpeptidasen durchgefiihrt. Der Gedanke
dahinter war, abzuschitzen, ob die Positionen der Sequons in vivo bei strukturell sehr
dhnlichen Enzymen von einer Glycosyltransferase erkannt werden und der Modifikation

durch diese zuginglich sind (Tab. 3.3).

Alle drei  Datensitze =~ wurden  zusammengefilhrt —und  die  moglichen
N-Glycosylierungsstellen mit diesen Ergebnissen abgeglichen (Tab. 3.4). Je mehr eine
Position sich durch die verschiedenen Datenséitze verifizieren lief3, desto sicherer ist ihre
Glycosylierung. Diese wurden auf das Modell der PsP A {ibertragen und je nach
Wahrscheinlichkeit farbig markiert. Es konnte dabei festgestellt werden, dass alle
Positionen an der Oberflache liegen und nicht in sterisch unzugéinglichen Bereichen wie
der enzymatischen Tasche lokalisiert sind (Abb. 3.25), was ein weiterer Hinweis auf die
Qualitdt der Daten ist.

Die Position Asns333 ist, wie die Literaturrecherche ergeben hat, bei den unterschiedlichsten
Organismen glycosyliert. Es konnte sein, dass sie wie weiter oben erwéhnt eine fiir das
Enzym wichtige Aufgabe wie die korrekte Faltung des Enzyms oder die Substratbindung
innehat. Fiir die O-Glycosylierung liegt aufgrund des wesentlich komplexeren
Mechanismus kein Programm vor, so dass sich hierzu keine gesicherte Aussage treffen

lasst.

Die Oligosaccharide der N-Glycosylierung haben bei Basidiomyceten ein
durchschnittliches Molekulargewicht von 1,35kDa. Das Molekulargewicht des
N-deglycosylierten Enzyms liegt bei knapp tiber 60 kDa. Die Massedifferenz zur
N-glycosylierten Form betrdgt ungefdhr 12 kDa. Unter Einbeziechung des oben
angenommenen Wertes flir ein Oligosaccharid wiirde dies bedeuten, dass von elf
N-Glycosylierungsstellen ungefahr neun ein Oligosaccharid tragen. Es verbleibt noch ein
Masseunterschied von ca. 2,5kDa zwischen dem errechneten Wert und der

N-deglycosylierten Form, der anderweitig modifiziert wurde.

Zudem legen die Ergebnisse der IEF nahe, dass von der PsP A Isoenzyme
unterschiedlicher Modifikation vorliegen konnten. Weitere Klarheit kénnen hier nur

weitere Experimente bringen.

Eine Gegeniiberstellung der PsP A mit der PsP B und der PsP C sowie der EndoPro™, der
PCP und der DPP2 zeigten, dass bei vergleichbarem Molekulargewicht der
unmodifizierten, gereiften Enzyme die PsP A mit 21,6% den bei Weitem hdochsten Anteil
an Proteinmodifikationen aufwies. Auch in der Zahl der durch NetNGlyc 1.0 ermittelten
potentiellen N-Glycosylierungsstellen tibertrifft die PsP A die anderen Enyme deutlich
(Tab. 4.2). Da es sich auch bei der EndoPro™ um eine S28.004-Serinpeptidase handelt,
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kann angenommen werden, dass die starke Modifikation der PsP A weniger mit dem
Typus der S28-Serinpeptidase zu tun hat, sondern vielmehr mit dem Herkunftsorganismus
zusammenhédngt. Basidiomyceten glycosylieren ihre extrazelluliren Enzyme generell stark,
um sie gegen Umwelteinfliisse besser zu schiitzen. Dieses Ergebnis legt auch die
Vermutung nahe, dass die PsP A stabiler als die EndoPro™ sein konnte, was im

industriellen Einsatz grof3e Vorteile bieten konnte.
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Tab. 4.2: tabellarische Aufstellung der rechnerisch mit NetNGlyc 1.0 ermittelten N-Glycosylierungen und der experimentell bestétigten fiir die prolylspezifischen Peptidasen aus

Wolfiporia cocos, der EndoPro™, der humanen PrCP und der humanen DPP2. Die experimentell bestitigten N-Glycosylierungen sind durch folgende Arbeiten belegt a) Sebela

et al. 2009, b) Chen et al. 2009 und c) Soisson et al. 2010. Des Weiteren wurde der Anteil der posttranskriptionalen Proteinmodifikationen am Gesamtgewicht bestimmt

Lange gereift [AA] Berechnetes Bestimmtes Gewicht Anteil Anzahl berechneter Anzahl beschriebener
Molekulargewicht Molekulargewicht  Proteinmodifikation Proteinmodifikation N-Glycosylierungen  N-Glycosylierungen
[kDa] gereift [kDa] [kDa] [%]

PsP A 475 52,8 67 14,1 21,0 11 9

PsP B 470 52,9 n.b. n.b. n.b. 9 n.b.

PsP C 505 56,6 n.b. n.b. n.b. 3 n.b.
EndoPro 481 53,8 63 9,2 14,6 7 59

Humane PrCP 451 53,8 58 4,2 7,2 6 5.0
humane DPP2 467 51,8 60 8,2 13,7 6 29
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Fiir die technische Anwendung ist diese Erkenntnis aus den weiter oben angefiihrten
Griinden der hoéheren Stabilitdit und Lebensdauer von Vorteil. Damit konnen durch
geringere Einsatzmengen oder lingere Einsatzzeiten Kosten eingespart werden. Zudem
ermdglicht die hohere Toleranz bei pH- und Temperaturschwankungen mehr Spielraum fiir
die Prozessgestaltung. Denkbar wére, dass unter Einsatz verschiedener gentechnischer
Methoden oder der Expression in anderen Wirtsorganismen noch mehr potentielle
Bindungsstellen auf der Oberflache der PsP A besetzt werden konnten und die Stabilitét

damit weiter gesteigert werden kann.

4.1.15 Die PsP A aus Wolfiporia cocos im Vergleich
Vergleich der PsP A aus dem Wolfiporia cocos-Stamm MD 104 SS10 zu CBS 279.55

Sowohl die Sequenz der Nucleinsdure als auch die Aminosduresequenz wurden mit der seit
kurzem vorliegenden Sequenz (jgi|Wolcol|28272) des Wolfiporia cocos Stammes
MD 104 SS10 verglichen, der im Rahmen eines Genomprojekts der JGI vollstindig
sequenziert wurde. Es stellte sich heraus, dass 18 Nucleotide des hier untersuchten Gens
von denen aus Wolfiporia cocos MD 104 SS10 abwichen (Anhang, Abb. A.3). 14 von
ithnen betreffen nur die wobbelnde Base (Ai177 — Gi77, Geoo — Asoo, Ae93 — Teo3,
Geo6 — Aevs, T711 — Cr11, A720 — G729, Go15s — Aogis, Cioos — Tioes, Giiss — Cuuss,
G218 — Ci218, Ai124s — Gi2as, Ci3aa — Ti3a4, Ci3s0 — Ti3s9, Tisis — Gisis) und haben
keine Auswirkungen auf die Aminosduresequenz. Die restlichen flihrten zum Austausch
der entsprechenden Aminosduren (Tz9 — C39 Valg — Alag, T1107 — Gi107 Asp3zeo — Gluseo,
Ai1117 — Ti117 und Gii19 — Ti119 Mets73 — Phesrs), was bei drei Triplets zum Einbau einer
anderen Aminosdure fiihrt (zwei der Mutationen liegen in einem Triplet). Der Unterschied
auf cDNA-Ebne betrdgt zwischen den beiden Varianten 3,46%, auf Aminosdureebne
0,57%. Die betroffenen Aminosiuren bleiben aber in ihrer Eigenschaftsfamilie. Zwei von
thnen betreffen die Aminosdurepositionen 369 und 373, die auf der dem o/f-Hydrolasefold
abgewandten Seite der a-Helix M liegen (Teil der SKS-Domiéne). Obwohl Aminosduren,
die Teil der hydrophoben Tasche sind, in unmittelbarer Néhe sitzen (Trp372, Metsgo), liegen
die beiden verdnderten Aminosduren in nichtkonservierten Positionen eines ansonsten
konservierten Bereichs (Abb. 4.7). Zudem sitzt der erste Aminosdureaustausch im
ungereiften Enzym und liegt damit inmitten des Signalpeptids. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die Enzymfunktion dadurch nicht beeinflusst wird und beide Enzyme
vergleichbar arbeiten. Auch die N-Glycosylierungsstellen bleiben dadurch unveridndert. Es
ist davon auszugehen, dass die beiden Varianten sich in ihren Eigenschaften nicht

unterscheiden.
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Homo_sapiens_TSSFP/1-514 GD - RQWL ¥
Mus_musculus_TSSP/1-509 GD - RQWL | 15aPia25.003
Homao_sapiens_DPP2/1-492 PDARAWD T
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500 SNARAWD orE2 25,000
Homo_sapiens_PCP/1-496 - --LGWS

Bos_taurus PCP/1-499 ---LGWS

Pongo_abelii_ PCP/1-496 a-HelixM — _ _ _ | @GNS PER 2600
Mus_musculus_PCP/1-491 - - -MGWSFQACTE
EndoPro_Aspergillus_niger/1-526 VD - RQWEWF LCN
PsP_Wolfiporia_cocos/1-520 - E-RISWFW I MC
Fibroporia_radiculosa_predicted_protein/1-512 -D-RISWMW I
Postia_placenta_predicted_protein/1-528 -E-RISWLWI VCI $28.004
Fomitopsis_pinicola_hypothetical_protein/1-521 -N-RISWTWI VC ] '
Laetiporus_sulphureus_peptidase_S28/1-532 -T-RSWEWI VCI
Trametes_cinnabarina/1-527 -G-RSWMW I V
Fomitiporia_mediterranea_hypothetical_protein/1-564 - G - RSWTW | VCNC
Schizopora_paradoxa/1-554 -D-RISWTW I VCNE

!
nicht konservierter Bereich mit 1. Mutation i
konservierter Bereich der hydrophoben Tasche'
nicht konservierter Bereich mit 2. Mutation

Abb. 4.7: A: Darstellung der PsP A mit katalytischer Triade (rot), hydrophober Tasche (blau) und den beiden
Aminosduren die bei der PsP A von Wolfiporia cocos-Stamm MD104SS10 abweichen (Glusso und Phesss,
cyan). Beide Aminosduren liegen abseits der hydrophoben Tasche und der katalytischen Triade. B:
Multisequenzalignment verschiedener S28-Serinpeptidasen, die unterschiedlichen Unterfamilien angehoren.
Die Bereiche, in denen die abweichenden Aminosduren sitzen, sind nicht konserviert. Die sie umgebenen
Bereiche, die zur Helix M gehoren, zeichnen sich durch einen hohen Konservierungsgrad aus. In diesen
Bereich gehort auch eine der Aminoséuren, die die hydrophobe Tasche bilden.
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Weitere PsPs aus Wolfiporia cocos

Im Genom von Wolfiporia cocos MD 104 SS10 finden sich die Gene von zwei weiteren
S28-Serinpeptidasen. Entsprechend des in dieser Arbeit bearbeiteten Enzyms PsP A,
werden in diesen Zusammenhang die beiden anderen S28-Peptidasen mit PsP B
(jgi|Wolcol|137065) und PsP C (jgi|Wolcol|136673) bezeichnet. Es zeigt sich, dass sich
PsPA und PsPB sehr &dhneln. Die Sequenzidentitit liegt bei 68% und die
Sequenzdhnlichkeit bei 80% (Tab.4.3). Diese Werte sowie die aller folgenden
Bestimmungen dieser Art wurden mit dem Programm LALIGN berechnet (Huang und
Miller 1991). Aufgrund ihrer Disufidbriickentopologie und der konservierten Positionen
der sie bildenden Cysteinreste kann geschlossen werden, dass sie mit der PsP A der
gleichen  S28-Unterfamilie = angehdrt. Der  hohe  Grad an  potentiellen
N-Glycosylierungsstellen und der niedrige pl sowie das zum katalytisch aktiven Histidin
benachbarte Cystein, legen einen dhnlichen Aufgabenbereich nahe. Moglicherweise
erginzen sich PsP A und PsP B in ihrem pH- bzw. Temperaturoptimum, was fiir den

industriellen Einsatz interessant wire.

Die PsP C ist von den beiden anderen PsPs aus Wolfiporia cocos genetisch weiter entfernt,
was sich in einer relativ geringen Identitdt (31,2% zu PsP A und 27,2% zu PsP B) duflert.
Man kann daraus schlieBen, dass sie sich an Anforderungen anpassen musste, die sich von
denen der PsP A und der PsP B unterscheidet. Im Unterschied zu diesen besitzt sie nach
dem katalytischen Histidin kein Cystein, sondern ein weiteres Histidin wie die schon
besprochene humane PCP und die DPP2 (Anhang, Abb. A.3). Sie weist einen hoheren pl
(Tab4.1) und einen mit drei N-Glycosylierungsstellen vergleichsweise geringen
Glycosylierungsgrad auf. Auch fehlt ihr das Nuclear Export Signal (NES), das bei der
PsP A (Vali3 — Leuz1) und der PsP B (Leuio — Leuis) eindeutig durch NetNES 1.1 (la Cour,
Kiemer, Mglgaard, Gupta, Skriver, Brunak 2004) identifiziert wurde. Das sind klare
Hinweise auf eine intrazelluldre Funktion. Auflerdem gibt es Insertionen im Bereich um
die Schnittstelle der Prekursorsequenz, wobei die PsP C nicht die oben besprochene
Konservierung des Arginins besitzt, so dass keine eindeutige Aussage iiber den
N-Terminus der reifen PsP C gemacht werden konnte (Anhang, Abb. A.3). Eine weitere
Insertion befindet sich inmitten des Enzyms. Die PsP C ist dadurch etwas ldnger als PsP A
und PsP B. MEROPS stuft sie als S28.UPW (unassigned peptidase) ein, was eine
Sammelgruppe fiir noch unbestimmte Familienmitglieder der S28-Familie ist. Es kann
davon ausgegangen werden, dass sie zu einer neuen, noch nicht eingeordneten
Unterfamilie gehort. Die Topologie der Disulfidbriicken sowie die Konservierung der
Position, der sie bildenden Cysteinreste, zeigt, dass die PsP C ein etwas entfernter, aber
doch direkter Verwandter der PsP A und der PsP B sein muss.
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Tab. 4.3: Gegeniiberstellung von Identitit und Ahnlichkeit fiir die einzelnen prolylspezifischen Peptidasen
aus Aspergillus niger (EndoPro™) und den drei im Wolfiporia cocos-Genom gefundenen S28-Peptidasen
(PsP A—PsP C)

Identitat [%]
PsP A PsP B EndoPro™ PsP C
Wolfiporia cocos Wolfiporia cocos Aspergillus niger Wolfiporia cocos
PSP A
er 66 41 32
- Wolfiporia cocos
= PsP B
= o 82 , 40 28
9 Wolfiporia cocos Wolfiporia cocos
ey
S ™
< Aspergillus niger Endopeptidasen
PsPC
s 57 57 57
Wolfiporia cocos

Die PsP A im Vergleich zu EndoPro™

Es wurde gepriift, wie #hnlich die PsP A aus Wolfiporia cocos der EndoPro™ aus
Aspergillus niger ist. Das Alignment der Aminosduresequenz der prolylspezifischen
Peptidase aus Wolfiporia cocos mit der Peptidase EndoPro™ aus Aspergillus niger
CBS 513.88 (EMBL; AX458699; Patent W00245524-A2/1, erteilt: 13.06.2002) wurde mit
Clustal O durchgefiihrt (Anhang, Abb. A.4). Der Sequenzvergleich zwischen der PsP A
und der EndoPro™ zeigte, dass beide Enzyme bzgl. ihrer Aminoséuresequenz so weit von
einander entfernt sind, dass eine Patentierung der PsP A mdglich ist. EndoPro™ gehdort

genauso wie die PsP A aus Wolfiporia cocos zur S28.004 Familie.

Zudem wurde von der EndoPro™ eine schematische Darstellung der Sekundirstruktur
(Abb. 4.8) sowie ein Strukturmodel mit SWISS-Model (Abb. 4.9) auf der Basis der
humanen DPP2 (Uniprot: 3jyh) erstellt. Als katalytische Triade wurden Seri79, Aspass und
Hisso1 identifiziert. Tyrigo und Serigi bilden das oxyanion hole und Alaioz, Trps7a, Phesss
und Trp4eo sind Bestandteil der hydrophoben Tasche. Das Strukturmodell zeigte ein zur
PSP A schr i#hnlich aufgebautes Enzym. Die EndoPro™ ist wie die PSP A eine
Serinpeptidase vom Typ S28.004. Sie verfligt iiber die gleichen Doménen. Die
Disulfidbriicken sind an den gleichen konservierten Stellen zu finden. Das gleiche gilt fiir
das bei Pilzen stark konservierte Cystein (bei der PsP A Cysa92), das zum katalytisch
aktiven Histidin (bei der PsP A Hisso1) in direkter Nachbarschaft steht. Die Verteilung der
Sekundirstrukturen auf die einzelnen Doménen der EndoPro™ entspricht der der PsP A -
mit Ausnahme der a-Helix E. Der Abgleich mit anderen Modellen, die von Phyre?
generiert wurden, sowie die Ergebnisse von JPred4 (Abb. 4.9 Tafel D) bestitigte dieses
Ergebnis. Wenn man dies alles noch vor dem Hintergrund betrachtet, dass die DPP2, auf
deren Daten das Strukturmodell generiert wurde, iiber die a-Helix E verfiigt, kann mit
einiger Sicherheit gesagt werden, dass es sich nicht um ein Artefakt handelt, der sich aus
dem zugrundeliegenden Modell herleitet, sondern diese a-Helix bei der EndoPro™
tatsdchlich nicht existiert.
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Adapter

458 Hisqor
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C

alpha/beta-Hydrolase
Abb. 4.8: Schematischer Aufbau der EndoPro™. Die Dominen sind als Felder dargestellt (a/-Hydrolase
hellgrau, SKS-Doméne dunkelgrau und Adapterbereich hellbraun). Die Doménen grenzen die zu ihnen
gehorenden Strukturen ein (a-Helices hellblaue Pfeile, f-Faltblatt dunkelblaue Walzen und Loops als

schwarze Linien). Die Aminosduren der katalytischen Triade (rot), des oxyanion hole (violett) und der

hydrophoben Tasche (blau) sind an den sie tragenden Strukturen dargestellt
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Die bei der PsP A zweigeteilten a-Helices B1 und B, bzw. Fi und F»> findet man auch bei
der EndoPro™. Gleichzeitig wurden zwei zusitzliche antiparallele p-Faltblitter in das
Modell integriert, die als Artefakte anzusehen sind. Sie liegen in einem unsicheren Bereich
des Modells (Abb. 4.9 Tafel B) und konnten auch mit JPred4 nicht verifiziert werden
(Abb. 4.9 Tafel D).

Die EndoPro™ verfiigt iiber eine etwas groBere Gesamtlinge als die PsP A. Aus dem
Alignment der Aminosiuresequenz der EndoPro™ mit der PsP A ist ersichtlich, dass die
EndoPro™ im Verhiltnis zur PsP A mehr Insertionen in Loops beinhaltet (Anhang,
Abb. A.4). Die entsprechenden Bereiche wurden in Abb. 4.10 rot markiert.
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Abb.4.9: A und B: Das Homologiemodell zeigt die Bereiche 1 bis 5, die mit einer gewissen Unsicherheit behaftet sind (rot). C: die entsprechenden Bereiche finden sich im
nebenstehenden Diagramm wieder. D: Die bei der PsP A vorhandene a-Helix E ist bei der EndoPro™ nicht vorhanden (griiner Kreis auf Tafel A). Das Homologiemodell
beinhaltet auch zwei antiparallele S-Faltblatter, die als Artefakt der Modellbildung angesehen werden kdnnen. Berechnungen mit JPred4 zur Sekundérstruktur zeigen, dass an den
entsprechenden Stellen keine S-Faltblétter sein konnen



Abb. 4.10: Modell der EndoPro™ mit einer farbigen Unterlegung der Doménen (a/B-Hydrolase in hellgrau, SKS-Domine in dunkelgrau und die Adaptersequenzen in hellbraun),
der Disulfidbriicken (gelb) und der Bereiche, die ldnger sind als die entsprechenden Bereiche der PsP A (rot). Dargestellt ist auch der Bereich zwischen Sersgo und Serago, der bei
der PSP A langer ist
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Weitere in der Literatur beschriebene prolylspezifische Peptidasen

An der Universitit von Nagasaki wurden unter Dr. Daisuke Tsuru mehrere PsPs aus
unterschiedlichen Organismen isoliert. Zwei der charakterisierten Peptidasen stammen aus
den Basidiomyceten Agaricus bisporus (Sattar et al. 1990) und Lyophyllum cinerascens
(Yoshimoto et al. 1988). Die restlichen sind bakteriellen  Ursprungs
(Pseudomonas sp. KU-22 (Oyama et al. 1997), Xanthomanas maltophilia (Suga et al.
1995), Aeromonas hydrophila (Kanatani et al. 1993), Aeromonas sobria (Kitazono et al.
1994) und Flavobacterium meningosepticum (Yoshimoto et al. 1991)). Eine
Sequenzierung unterblieb, so dass ein Vergleich der Nucleotidfolge und eine Zuordnung zu
einer bestimmten Peptidasefamilie bzw. einem Clan an dieser Stelle nicht vorgenommen
werden konnte. Die PsP aus Agaricus bisporus und Lyophyllum cinerascens dhneln sich in
vielerlei Hinsicht, sind aber von der PsP A aus Wolfiporia cocos in ihren Eigenschaften
verschieden. Das Molekulargewicht der Peptidase aus Agaricus bisporus betrigt ungefahr
78 kDa, das der Peptidase aus Lyophyllum cinerascens ca. 76 kDa. Beide haben eine hohe
Spezifitit gegenliber dem Substrat, was Lidnge und Sequenz angeht. Ihr
Temperaturoptimum von 37 bzw. 40 °C gleicht dem der Wolfiporia cocos-PsP A. Thr
pH-Optimum liegt mit 7,5 im basischen Bereich. Der pl wurde, je nachdem ob das Isolat
aus dem Uberstand oder dem Fruchtkorper stammt, zu 4,8 bzw. 5,2 bestimmt und ist damit
hoher als der der Wolfiporia cocos-PsP A. Die beiden Werte lassen sich vermutlich durch
das Vorhandensein verschiedener Isoenzyme erkldren. Vermutet wird, dass die sauren
Aminosduren des gleichen Enzyms in der basischeren Variante amidiert vorliegen. Die
Autoren stellen sie aufgrund einer nahe dem katalytischen Zentrum gelegenen Thiolgruppe
in die Nédhe der Proteinase K, die zur Peptidasefamilie S08.054 und dem Clan SB gehort.
Allerdings ist von diesem Clan nicht bekannt, dass er prolylspezifische Peptidasen
beinhaltet. Des Weiteren lieB3 sich zeigen, dass das Molekulargewicht von SO8-Peptidasen
aus Agaricus bisporus (insgesamt vier Peptidasen) mit durchschnittlich 30 kDa wesentlich
kleiner ist, als jenes der beschriebenen Enzyme. Auch deren N-Glycosylierung konnte nur
geringfiigig das Molekulargewicht nach oben beeinflussen, da diese, wie mit NetNGlyc 1.0
ermittelt, nur sehr schwach ausgepragt ist (ungeféhr drei potentielle Bindungsstellen fiir die
N-Glycosylierung). Fiir Lyophyllum cinerascens konnten diese Werte nicht erhoben
werden, weil es bis jetzt noch keine Daten aus Sequenzierungsprojekten gibt. Allerdings
wurden Sequenzdaten aus Pilzen, die im Screening des DBU-Projekts 13164 verwendet
wurden untersucht. Es zeigte sich, dass sich in allen Spezies mindestens eine
S08-Peptidase fand, egal ob der Herkunftsorganismus die Féhigkeit das Substrat
abzubauen besall oder nicht. Zudem sind diese Enzyme bei allen Pilzen von &hnlicher
GroBe, so dass angenommen werden kann, dass fiir die Peptidasen von
Lyophyllum cinerascens #hnliches gilt wie flir die von Agaricus bisporus. Auch der
durchschnittliche pl liegt mit einem Wert von mehr als sechs deutlich {iber jenen der

beiden isolierten prolylspezifischen Peptidasen. Bei vielen Mitgliedern der S28-Familie
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liegt, wie oben besprochen, neben dem Hiss;9 der katalytischen Triade ein stark
konserviertes Cystein. Es ist anzunehmen, dass es sich bei den gefundenen Enzymen um
S28-Serinpeptidasen handelte. Auch das Molekulargewicht der aus Agaricus bisporus und

Lyophyllum cinerascens isolierten Peptidasen wiirde eher dafiir sprechen.
PSP A im Kontext anderer S28-Peptidaseunterfamilien

Um die PsP A verwandtschaftlich einzuordnen, wurden sie mit dem Programm MEGA7
(Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, Kumar 2013) phylogenetisch untersucht und das
Resultat in Abb. 4.11 und Abb. 4.16 als Baum dargestellt. Uber diese Einordnung ist es
moglich, bei entsprechender Informationslage (Publikationen, Kristallstrukturen, etc.)
Riickschliisse von verwandten Enzymen auf die PsP A zu ziehen. Gleichzeitig werden aber
auch generelle Eigenschaften der Enzymfamilie sichtbar, die wertvolle Hinweise fiir das
weitere Vorgehen liefern konnen. Wie bereits erwdhnt, konnen die katalytisch aktiven
Aminosduren und die Disulfidbriicken aufgrund ihres hohen Konservierungsgrades fiir die
Zuordnung zu Enzymfamilien bzw. Unterfamilien herangezogen werden. Diese wurden
erginzend zur phylogenetischen Untersuchung in die Betrachtung einbezogen, auch um die

Struktur des phylogenetischen Baums zu validieren (Abb. 4.12 bis 4.15).

Es wurden zwei phylogenetische Bdume erstellt. Der erste ordnet die pilzlichen
S28-Peptidasen in die Reihe vieler der bis jetzt durch MEROPS kategorisierten
S28-Peptidaseunterfamilien ein (Abb. 4.11). Zusitzlich zeichnet er die Entwicklungslinien
nach, indem S28-Peptidasen von Bakterien (Legionella cincinnatiensis,
Fluoribacter dumoffii und Bdellovibrionales bacterium) Protisten (Monosiga brevicollis,
Trypanosoma cruzii, Paramecium tetraurelia, Plasmodiophora brassicae,
Dictylostelium discoideum, Reticulomyxa filosa, Guillardia theta, Fragilariopsis cylindrus
und Chrysochromulina spec.) und niederen Vertreter von Pilzen (Chytriomyces spec.,
Mucor circinelloides), Tieren (Amphimedon queenslandica, Orbicella faveolata) und
Pflanzen (Marchantia polymorpha) in den Baum aufgenommen wurden. Der zweite
phylogenetische Baum stellt die Position von PsP A, PsP B, PsP C und EndoPro™
innerhalb der pilzlichen S28-Peptidasen dar (Abb. 4.16).

Die in Cluster I dargestellten drei bakteriellen S28-Peptidasen stammen aus y-
(WP 058464345.1 Legionella cincinnatiensis und WP 010652136 Fluoribacter dumoffii)
und o-Proteobakterien (OFZ80217.1 Bdellovibrionales bacterium). Deren Funktion wird
den Eintrdgen von GeneBank nach mit septum formation initiator beschreiben (NCBI
Reference Sequence: WP_058459969.1, WP_058469400.1 und WP_058511427.1). Bei
diesen S28-Peptidasen handelt es sich um intrazellulire Enzyme, die am Prozess der
Zellteilung beteiligt sind. Weitere S28-Peptidasen in dieser Organismengruppe konnten
bisher nicht entdeckt werden, was sich aber durch zukiinftige Sequenzierungen weiterer

bakterieller Genome sicher dndern wird. Die Enzyme gleichen in ihren Merkmalen den
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S28-Peptidasen der Eukaryoten. Sie sind mit einer Lange von ungefdhr 460 Aminosduren
etwas kompakter als viele ihrer eukaryotischen Pendants (PsP A verfiigt iiber 520, PsP B
iiber 519 und PsP C 553 Aminoséduren). Die Zunahme der Proteingr6f3e scheint mit der
evolutiondren Ausdifferenzierung dieser Enzyme fiir verschiedene Aufgabenfelder einher
zu gehen. Die Dbakteriellen S28-Peptidasen verfligen iiber zwei konservierte
Disufidbriicken, die bei allen S28-Peptidasen vorhanden sind. Sie entsprechen bei der
PsP A den Disulfidbriicken, die die a-Helixpaare H/K und M/N zusammenhalten.
Zusiatzlich verfligen sie iiber eine weitere Disufidbriicke, die den Loop zwischen dem
p-Faltblatt 3 und der a-Helix A verbindet.

zu den Clustern IV bisVI

jgilChytri1|236531 Chytriomyces sp.EI
j9i[104497 Mucor circinelloides

(bl

PsP C Wolfiporia cocos

[fc]

EndoPro Aspergillus niger

_|: PsP A Wolfiporia cocos
PsP B Wolfiporia cocosIEI

Abb. 4.11: Phylogenetische Einordnung der in dieser Arbeit betrachteten pilzlichen Peptidasen (PsP A,
PsP B, PsP C und EndoPro™) mit vielen der bisher durch MEROPS charakterisierten S28-Peptidasen. Des
Weiteren wurden einige Bakterien, Protisten und niedere Pilze einbezogen, um eine chronologische
Entwicklungslinie nachzuzeichnen. Der Baum wurde mit MEGA unter folgenden Einstellungen erstellt:
statistische Methode Maximum Likelihood, Nearest-Neighbor-Interchange (NNI); Substitutionsmodell
WAG; Bootstrepfaktor 500. Neben der Einteilung in Cluster, die der Phylogenie folgt, gibt es im Baum eine
farbliche Zuordnung nach den einzelnen Reichen (bakterielle S28-Peptidasen sind braun, solche aus Protisten
blau, pflanzliche griin, pilzliche gelb und die tierischen Ursprungs rot gefarbt). Des Weiteren wurde hinter
jeden Artname durch ein farblich unterlegtes Késtchen kenntlich gemacht, ob auf das Histidin der
katalytischen Triade ein konserviertes Histidin (hellblau) oder Cystein (gelb) folgt. Der phylogenetische
Baum wurde aufgrund seiner GroBe geteilt. Nebenstehendes Schema zeigt welcher Bereich des Baums
dargestellt ist
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zu Cluster llI

zu den Clustern | bisll
Fortsetzung Abb. 4.11

Bei der Betrachtung der Cluster II und V fillt auf, dass sie neben Enzymen aus Vielzellern
viele S28-Peptidasen aus Protisten enthalten (Abb.4.11). Diese kommen aus
abstammungsgeschichtlich sehr unterschiedlichen Gruppen. Dies legt nah, dass es sich um
sehr urspriingliche Gruppen eukaryotischer S28-Peptidasen handelt, die vor der
Aufspaltung in verschiedene Abstammungslinien schon vorhanden waren. Die Topologie
ithrer Disufidbriicken bekriftigt diesen Befund. Bei vielen S28-Peptidasen des Clusters II
zeigt sich, dass die schon beschriebene, fiir prokaryotische S28-Peptidasen
charakteristische Disufidbriicke auch bei ihnen vorhanden ist (Abb. 4.12). Dieses Merkmal
ist im Verlauf der Evolution bei vielen Eukaryoten verloren gegangen. Eine Ausnahme
bilden hierbei die in Pflanzen vorkommenden Peptidasen S28.A04, S28.A05 und S28.A26.
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Abb. 4.12: Topologie der konservierten Cysteinreste und Disulfidbriicken der S28-Serinpeptidasen des
Clusters I und II. Die Position der Disulfidbriicken, soweit nicht durch Strukturanalysen bekannt, wurde auf
der Basis von SWISS-Modellen bestimmt. Die sie bildenden Cysteinreste (gelb) sowie die Aminosduren der
katalytischen Triade (rot) wurden mit ihrer Position angegeben. Die Auswahl der Darstellung der
S28-Unterfamilien (stellvertretend durch einzelne Mitglieder représentiert), ist nicht vollstindig, sondern zur
Verdeutlichung bestimmter Sachverhalte angepasst, die fiir diese Arbeit relevant sind. Des Weiteren finden
sich in der Graphik farbig markierte Pfeile unterhalb bestimmter Disulfidbriicken. Gleiche Farben
kennzeichnen konservierte Disulfidbriicken.

Ein weiteres Merkmal der Peptidasen des Clusters II ist eine kurze Disufidbriicke, die
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wenige Aminosduren vor dem Histidin der katalytischen Triade liegt. Auch hier legt die
weite Verbreitung den Schluss nahe, dass es sich um ein urspriingliches Merkmal friither
eukaryotischer S28-Peptidasen handelt. Bei den Peptidasen des Clusters V gibt es ebenfalls
zwel Disulfidbriicken, die bei einer Vielzahl unterschiedlicher Protisten vorkommt
(Abb. 4.13). Die Peptidasen dieses Clusters sind deswegen als urspriinglich zu bezeichnen,
wenn auch nicht in dem MaBle wie die Peptidasen des Clusters I, da sie nicht die fiir
Prokaryoten typische Disulfidbriicke tragen. Zu diesem Cluster gehort auch die humane
TSSP. Tab. 4.4 macht die etwas grofere Distanz zu den S28-Peptidasen der Cluster |
und II deutlich.
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Abb. 4.13: Topologie der konservierten Cysteinreste und Disulfidbriicken der S28-Serinpeptidasen des
Clusters V. Die Position der Disulfidbriicken, soweit nicht durch Strukturanalysen bekannt, wurde auf der
Basis von SWISS-Modellen bestimmt. Die sie bildenden Cysteinreste (gelb) sowie die Aminosduren der
katalytischen Triade (rot) wurden mit ihrer Position angegeben. Die Auswahl der Darstellung der
S28-Unterfamilien (stellvertretend durch einzelne Mitglieder représentiert), ist nicht vollstindig, sondern zur
Verdeutlichung bestimmter Sachverhalte angepasst, die fiir diese Arbeit relevant sind. Des Weiteren finden
sich in der Graphik farbig markierte Pfeile unterhalb bestimmter Disulfidbriicken. Gleiche Farben
kennzeichnen konservierte Disulfidbriicken.
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Ob sich die Peptidasen der Cluster IV (Abb. 4.15) und VI aus denen des Clusters V
entwickelt haben oder eigene Abstammungslinien darstellen, 14dsst sich aus der Topologie
der Disulfidbriicken nicht mit Sicherheit ableiten. Sie tragen nur die zwei fiir
S28-Peptidasen essentiellen Disulfidbriicken (Abb. 4.16, markiert mit blauen und roten
Pfeilen) und die bei vielen Eukaryoten vorkommende Disulfidbriicke, die den Loop der
oberhalb der Substrattasche liegt mit der SKS-Doméne verbindet (Abb. 4.16, markiert mit
einem hell- und einem dunkelgriinen Pfeil) Weitere charakteristische Disulfidbriicken, die
dariiber Klarheit bringen wiirden, fehlen hier. Die Tatsache, dass sich in jedem dieser
Cluster Vertreter aus verschiedenen Reichen finden (Cluster IV: Protisten, Pflanzen und
Tiere; Cluster V: Protisten und Tiere; Cluster VI: Protisten und Tiere) ldsst nur den Schluss
zu, dass sich die Trennung dieser Cluster schon bei den Protisten vollzogen hat. Die
Betrachtung der Sequenzéhnlichkeit von Vertretern des Clusters IV mit der S28-Peptidase
aus Legionella cincinnatiensis (WP_058464345.1) und den auf Grund der
Disulfidbriickentopologie als urspriinglich identifizierten Vertretern der Cluster II und V
veranschaulicht dies noch einmal (Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Gegeniiberstellung von Identitit und Ahnlichkeit fiir die einzelnen prolylspezifischen Peptidasen
aus Legionella cincinnatiensis (WP_058464345.1), Arabidopsis thaliana (S28.A26) sowie Homo sapiens

(PrCP bzw. S28.001, DPP2 bzw. S28.002 und TSSP bzw. S28.003). Enzyme mit hoher phylogenetischer
Néhe wurden in farbigen Blocken zusammengefasst

Identitat [%]
WP_058464345.1 S28.A26

. . . TSSP DPP2 PrCP
Legionella Arabidopsis . . .
— - . Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens
cincinnatiensis thaliana
WP_058464345.1
Legionella 26,7 29,1 27,1
cincinnatiensis
< S28.A26
= Arabidopsis 31,5 27,9 26,3
E thaliana
<
L TSSP
= . 58,8 56,4 30,4 27,6
= Homo sapiens
DPPZ_ 52,1 54,9 56,2 42,3
Homo sapiens
Prcp
) 54,7 54,4 53,5 68,4 .
Homo sapiens 528 aus Tieren

Zwischen der Peptidase aus Legionella cincinnatiensis (Cluster I) und der S28.A26 aus
Arabidopsis thaliana (Cluster IT) besteht eine deutliche verwandtschaftliche Néhe. Das
gleiche gilt fiir die S28.A26 und die humane TSSP (Cluster V). Die TSSP ist wiederum mit
der humanen DPP2 und der humanen PrCP verwandt, die beide dem Cluster IV angehoren.
Allerdings ist die humane TSSP unter den Peptidasen des Clusters V ein stark abgeleitetes
Enzym, wie die Topologie der Disulfidbriicken zeigt. Fiir dieses Cluster urspriingliche
Disulfidbriicken fehlen zum Teil, dafiir sind andere hinzugekommen. So kommt es, dass

beim Vergleich der TSSP mit der S28-Peptidase aus Legionella cincinnatiensis die
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Identitét (prozentueller Anteil an iibereinstimmenden Aminosduren) geringer ist als bei der
DPP2 und der PrCP, aber im Gegenzug die Ahnlichkeit (prozentueller Anteil der
iibereinstimmenden  Aminosduren und der Aminosduren, die der gleichen
Eigenschaftsgruppe angehoren) deutlich hoher ausfillt als bei den beiden genannten

Enzymen.
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Abb. 4.14: Topologie der konservierten Cysteinreste und Disulfidbriicken der S28-Serinpeptidasen des
Clusters III. Die Position der Disulfidbriicken, soweit nicht durch Strukturanalysen bekannt, wurde auf der
Basis von SWISS-Modellen bestimmt. Die sie bildenden Cysteinreste (gelb) sowie die Aminosduren der
katalytischen Triade (rot) wurden mit ihrer Position angegeben. Die Auswahl der Darstellung der
S28-Unterfamilien (stellvertretend durch einzelne Mitglieder représentiert), ist nicht vollstindig, sondern zur
Verdeutlichung bestimmter Sachverhalte angepasst, die fiir diese Arbeit relevant sind. Des Weiteren finden
sich in der Graphik farbig markierte Pfeile unterhalb bestimmter Disulfidbriicken. Gleiche Farben
kennzeichnen konservierte Disulfidbriicken.

Bei der Betrachtung des phylogenetischen Baums fallt auf, dass die pilzlichen Enzyme aus
einem einzigen Vorldufer hervorgegangen sind. Fiir die verschiedenen pflanzlichen und
tierischen S28-Peptidase ldsst sich dagegen mehr als ein Ursprungsenzym in Einzellern
finden, die in verschiedenen S28-Unterfamilien miinden. Des Weiteren stehen die aus
Pilzen stammenden S28-Peptidasen solchen aus Pflanzen und amdboiden Einzellern néher
als tierischen. Dies verwundert, da Pilze mit Tieren enger verwandt sind als mit Pflanzen.
Erkléren ldsst sich dies dadurch, dass sich die Familien der S28-Peptidasen, wie schon
beschrieben, mit dem Aufkommen der Eukaryoten diversifiziert haben, bevor die ersten
mehrzelligen Organismen auftraten. Dieser Vorgang ldsst sich am Beispiel von

Monosiga brevicollis noch genauer beschreiben. Wie Abbildung 4.11 zeigt, sind im
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Protisten Monosiga brevicollis schon viele der auch bei vielzelligen Organismen
bestehenden S28-Peptidaseunterfamilien vorhanden. Die verschiedenen Mehrzeller
starteten wahrscheinlich mit mehreren S28-Peptidaseunterfamilien. Bei deren evolutionérer
Entwicklung verschwanden einzelne S28-Unterfamilien zugunsten anderer. Die
verbliebenen diversifizierten sich den Bediirfnissen der jeweiligen Organismengruppen

entsprechend weiter aus.

Die pilzlichen S28-Peptidasen zeigen ein chronologisches Muster, das von Einzellern
ausgehend tber die primitiven Pilze (Chytriomyceten, Zygomyceten) zu den hoher
entwickelten verlduft (Ascomyceten, Basidiomyceten) (Abb.4.11 und Abb. 4.14).
EndoPro™ steht in der Entwicklung vor der PsPA und der PsPB. Sie ist
entwicklungsgeschichtlich élter. Sie steht den beiden Enzymen aber ndher als die PsP C.
Diese ist vor der EndoPro™ positioniert. Dies lisst sich dadurch erkliren, dass die PsP C,
wie spéter noch gezeigt werden wird, andere Aufgaben erfiillt als die extrazelluldren
Peptidasen PsP A, PsP B und EndoPro™. Aquivalent zur EndoPro™, die der PsP A bzw.
PsP B gegeniibersteht, gibt es auch S28-Peptidasen aus Aspergillus niger und anderen
Ascomyceten, die der PsP C in ihrem Aufgabenfeld entsprechen (Abb. 4.16). Die
Aufspaltung in S28-Peptidasen, die zur selben Gruppe gehoren wie PsP A und B und in
solche, die zur selben Gruppe wie PsP C gehdren, muss spétestens in Ascomyceten
stattgefunden haben. Die PsP C und verwandtschaftlich nahestehende Enzyme scheinen

entwicklungsgeschichtlich vor der PsP A, PsP B und EndoPro™ entstanden zu sein.

Neben den hier beschriebenen S28.004-Peptidasen und der noch nicht klassifizierten
Gruppe um die PsPC existieren bei niederen Pilzen noch andere
Disulfidbriickentopologien. Diese treten aber nur bei niederen Pilzen auf. Und dies auch
nur auf Art-, maximal auf Gattungsebene. Sie geniigen ihren Aufgaben, aber evolutionir
betrachtet scheinen sie Sackgassen gewesen zu sein, die nicht die notwendige Flexibilitét

boten, um neue Entwicklungen zu ermoglichen.

156



Diskussion und Ausblick

Tab. 4.5: Gegeniiberstellung von Identitit und Ahnlichkeit fiir die einzelnen prolylspezifischen Peptidasen
aus Legionella cincinnatiensis (WP_058464345.1), Arabidopsis thaliana (S28.A26), Wolfiporia cocos
(PsP A und PsP C) sowie Homo sapiens (TSSP bzw. S28.003). Enzyme mit hoher phylogenetischer Néihe
wurden in farbigen Blécken zusammengefasst

Identitat [%]
WP_058464345.1 S28.A26

. PsPC PsPA TSSP
Legionella

Arabidopsis . . ,
Wolfiporia cocos  Wolfiporia cocos Homo sapiens

cincinnatiensis thaliana

WP_058464345.1

Legionella 24,3 24,1 26,7
cincinnatiensis
< S28.A26
= Arabidopsis 30,8 25,3 31,5
E thaliana
<
= PspC 50,8 56,5 31,1 25,3
_.E Wolfiporia cocos ! ! ! !
PsP A
o 55,4 51,9 57,4 . 23,2
Wolfiporia cocos S28 aus Pilzen
TS5P ) 58,8 56,4 54,4 54,7
Homo sapiens

Zu Cluster IIT findet sich keine nahstehende S28-Peptidase aus Protisten. Auch viele
niedere Pilze verfiigen iiber keine S28-Peptidasen, weil viele unter ihnen aufgrund der
okologischen Nische, die sie besetzen, ein reduziertes Genom besitzen (nichtfilamentose,
parasitire Lebensweise). So kommt es, dass der Entwicklungsweg zwischen den
Vorldufern der Pilze und den hoheren Pilzen liickenhaft ist. Die Nihe des Clusters I1I zum
sehr urspriinglichen Cluster I (Abb. 4.11) sowie seine Beschrinkung auf Peptidasen
pilzlichen Ursprungs lassen zumindest vermuten, dass sich die S28-Peptidasen der Pilze
frithzeitig von den restlichen eukaryotischen S28-Peptidasen abgespalten haben. Diese
Vermutung wird durch die Ergebnisse der Tab. 4.5 bestdtigt. Die PsP C zeigt eine klare
verwandtschaftliche Ndhe zur S28.A26 aus dem Cluster II. Zur humanen TSSP, einem
Vertreter des anderen urspriinglichen eukaryotischen Clusters, ist die verwandtschaftliche
Néhe deutlich geringer. Das zeigt, dass der Ursprung der pilzlichen S28-Peptidasen im
Cluster II liegt oder in einem gemeinsamen Vorldufer der Enzyme von Cluster II und III.
Es lasst sich auch bestétigen, dass die PsP C vor der PsP A entstanden sein muss, da beide
Peptidasen zueinander verwandt sind, die PsP A aber zu S28-Peptidase aus
Legionella cincinnatiensis und zur S28.A26 nur eine geringe Verwandtschaft aufweist.
Diese geringe Néhe zu den S28-Peptidasen der Cluster I und II sowie die vergleichsweise
niedrige Identitéit bzw. Ahnlichkeit zwischen PsP A und PsP C, obwohl die eine aus der
anderen hervorgegangen ist, lassen die Vermutung autkommen, dass die PsP A groBeren
Verdnderungen unterworfen war um den Anforderungen zu geniigen, die sich aus ihren
Aufgaben ergeben. Die S28.004-Peptidasen, zu denen die PsP A zdhlt, sind, soweit
bekannt, die einzigen Enzyme der S28-Familie, die in die Umgebung sekretiert werden,
also nicht durch die stabilen Verhiltnisse, wie sie die Homdostase in den Zellen schafft,

geschiitzt sind, sondern den sich wechselnden Bedingungen der Umwelt ausgesetzt sind.
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Dies diirfte die S28.004-Peptidasen einem nicht zu unterschitzenden Evolutionsdruck

ausgesetzt haben.

An Cluster IV soll nochmals ein Aspekt der S28-Peptidasen aufgenommen werden, der
bereits angesprochen wurde (Abb. 4.11 und 4.15). Es zeigt sich an diesem, wie auch an den
Clustern III und V, dass es in der Evolution dieser Enzyme immer wieder zu einem
Wechsel der auf das Histidin der katalytischen Triade folgenden Aminosdure gekommen
ist. Dieser Austausch von Histidin durch Cystein und umgekehrt unterstreicht die

Bedeutung dieser beiden Aminosduren fiir die Funktion dieser Enzymfamilie.
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Abb. 4.15: Topologie der konservierten Cysteinreste und Disulfidbriicken der S28-Serinpeptidasen des
Clusters IV. Die Position der Disulfidbriicken, soweit nicht durch Strukturanalysen bekannt, wurde auf der
Basis von SWISS-Modellen bestimmt. Die sie bildenden Cysteinreste (gelb) sowie die Aminosduren der
katalytischen Triade (rot) wurden mit ihrer Position angegeben. Die Auswahl der Darstellung der
S28-Unterfamilien (stellvertretend durch einzelne Mitglieder représentiert), ist nicht vollstindig, sondern zur
Verdeutlichung bestimmter Sachverhalte angepasst, die fiir diese Arbeit relevant sind. Des Weiteren finden
sich in der Graphik farbig markierte Pfeile unterhalb bestimmter Disulfidbriicken. Gleiche Farben
kennzeichnen konservierte Disulfidbriicken.

Da es sich bei phylogenetischen Bdumen um mathematische Konstrukte handelt, muss
sichergestellt werden, dass die errechneten Strukturen mit der Datenlage iibereinstimmen.
Neben Techniken wie dem Bootstrapping kann auch, wie schon beschrieben, die
Topologie der Schwefelbriicken fiir die Bestimmung verwandtschaftlicher Verhéltnisse

herangezogen werden. Die Topologie der Disulfidbriicken einiger S28-Peptidasen wurde
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fiir mehrere Cluster dargestellt (Abb. 4.12 bis 4.15). Dabei wurde der Anfang immer mit
einer aus einem Protozoen stammenden Peptidase gemacht. Die Ubereinstimmung in den
Topologien der Disulfidbriicken der einzelnen Cluster zeigt, dass der Baum in Abb. 4.11
mit der topologischen Analyse {ibereinstimmt. Fiir den phylogenetischen Baum in
Abb. 4.16 wurde nicht so verfahren, da alle pilzlichen S28-Peptidasen auf eine einzige
Topologie zuriickgehen, die bei der Mehrheit der betrachteten Peptidasen auch so erhalten
ist. Es gibt einige Variationen, die sich im Fehlen einer oder zweier Disulfidbriicken
duBern, aber diese stellen eine Minoritdt dar. Augenfillig ist, dass die Topologie der
pilzlichen Peptidasen im Vergleich zu denen aus anderen Organismengruppen erstaunlich
einfach ist. Beschrinkt auf die kritischen drei Stellen, die auch bei den meisten anderen
S28-Peptidasen durch eine Disulfidbriicke verbunden sind und mit einer nicht
iiberlappenden Topologie, scheinen die pilzlichen S28-Peptidasen schon von ihrer Struktur
her ausgesprochen stabil zu sein. Diese Stabilitit ist wahrscheinlich auf eine
Ausgewogenheit in Abfolge und Zusammensetzung der Aminosduresequenz
zuriickzufiihren, denn die Sekundérstruktur ist bei allen S28-Peptidase sehr dhnlich. Bei
einer nichtiiberlappenden Topologie liegen die einzelnen Disulfidbriicken hintereinander
wie auf einer Perlenkette. Nur die Schleifen, die von einer Disulfidbriicke
zusammengehalten werden erfahren durch die zusédtzliche kovalente Bindung eine
Stabilisierung, die Bereiche dazwischen bleiben in ihrer Flexibilitdt unverdndert. Bei einer
tiberlappenden Topologie setzt die nachfolgende(n) Disulfidbriicke(n) in den Bereich
zwischen den zwei Cysteinresten der vorrangehenden Disulfidbriicke an. Dies fiihrt zu
kompliziert vernetzten und rigideren Proteinstrukturen, besonders, wenn die
Disulfidbriicken groBere Distanzen in der Sekundérstruktur iiberbriicken (Abb. 4.12 bis
4.15). Die intrinsische Stabilitdt der Struktur der pilzlichen S28-Peptidasen wird noch
deutlicher, wenn man bedenkt, dass viele der pilzlichen S28-Peptidasen extrazellulédr sind
und wechselnden Umweltbedingungen ausgesetzt sind. Zudem konnen, wie oben schon
erwdhnt, bei manchen von ihnen die Disulfidbriicken, die die o-Helices und damit die
Struktur des Enzyms zusammenhalten, fehlen. Umgekehrt zeigt die Vielzahl von
Disulfidbriicken in anderen S28-Peptidasefamilien (z.B. Cluster Il und V Abb. 4.11) und
deren Rolle bei der Verhinderung von z.B. Proteinaggregation deutlich, wie unempfindlich
die Struktur der pilzlichen S28-Peptidasen demgegeniiber ist. Jene kommt nur mit dem
Minimum an fiir diese Faltungsmuster notwendigen Disulfidbriicken aus, obwohl die
extrazelluldren Vertreter unter ihnen, wie die PsP A oder EndoPro™, wechselnden, zum

Teil harschen, Umweltbedingungen ausgesetzt sind.
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Fiir den zweiten Baum wurden die eingesetzten Aminosduresequenzen nach folgenden
Kriterien ausgewihlt. Es wurden, wenn moglich, die S28-Sequenzen aus den im Screening
eingesetzten Pilzen eingefiigt (DBU-Bericht 13164). Fiir die Pilze, fiir die noch keine
Daten aus Genomprojekten zur Verfiigung standen, wurden, wenn moglich, solche aus nah
verwandten Arten eingesetzt. Aullerdem wurden S28-Sequenzen diverser Schimmelpilze
einbezogen, von denen einige in der Lebensmittelveredlung eingesetzt werden. Hierzu
gehorten  Botrytis cinerea  (Edelfaule bei Weinen), Penicillium camemberti und
Penicillium roqueforti (Edelschimmel fiir Kadseherstellung) sowie Penicillium nalgiovense
(Salamireifung), Aspergillus oryzea (Miso und Sojasauce) und Aspergillus niger
(Citronenséiureproduktion) als Ursprungsorganismus der EndoPro™. Neben diesen wurden
auch andere Schimmel aufgenommen (Aspergillus aculeatus, Aspergillus carbonarius,
Aspergillus zonatus, Neurospora crassa und Rhizopus microsporus). Es sollten zudem
Sequenzen aus allen Abteilungen der Pilze einbezogen werden, um die Entwicklung
nachzuzeichnen (Chytridiomyceten, Zygomyceten, Ascomyceten und Basidiomyceten).
Bei den Basidiomyceten lag ein besonderes Augenmerk auf breiter Reprasentanz, um die
PsP A, B und C moglichst genau einordnen zu konnen. Des Weiteren wurden als Quelle
fiir die bendtigten Sequenzen Pilze genommen, die in ihrem Genom eine mdoglichst grof3e
Zahl an S28-Peptidasen aufwiesen. Herangezogen wurden hierfiir Pilze, die ein auffillig
grofles Genom hatten (~20.000 bis ~35.000 kbp). Hierbei muss erwdhnt werden, dass Pilze
mit kleinen Genomen wie zum Beispiel die Spalt- und Knosphefen, sowie viele
Chytridiomyceten iliber gar keine S28-Peptidasen verfiigen und deshalb, trotz ihrer
Bedeutung fiir die Lebensmittelindustrie (z.B. Saccharomyces cerevisiea), nicht im
phylogenetischen Baum reprisentiert sind. S28-Peptidasen scheinen nicht essentiell
notwendig fiir das Uberleben der Pilze zu sein. Auf der anderen Seite sieht man daran, dass
die Bedeutung der S28-Peptidasen mit zunehmenden Organisationsgrad der Spezies

zunimmt.

Der Cluster I besteht aus Mitgliedern aller vier Pilzabteilungen und stellt damit den
urspriinglichsten Cluster der pilzlichen S28-Peptidasen dar. Ein auf das katalytisch aktive
Histidin folgendes Cystein kommt hier nicht vor. Das Histidin erscheint einzeln gefolgt
von einer nichtkonservierten Aminosdure oder als His-His. Dies bestirkt die These, dass
sich aus diesen die S28-Peptidasen des Clusters I entwickelt haben, die iiber ein
konserviertes His-His verfiigen. Zudem gibt es eine klare Tendenz bei hoheren Pilzen
(Asco- und Basidiomyceten), die weg von einer nichtkonservierten Aminosdure nach dem
katalytisch aktiven Histidin hin zu einem konservierten (z.B. Histidin, Valin oder Cystein)
an dieser Position fiihrt. Rhizopus microsporus wie auch andere Zygomyceten haben im
Cluster I A ihre einzige S28-Peptidase.
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Es finden sich bei den aus Basidiomyceten stammenden S28-Peptidasen dieses Clusters
(I D) auffillig viele Enzyme, in denen die S28-Peptidase eine Doméne eines groferen
Proteins ist. Sie kann N- oder C-terminal auftreten und durch eine Transmembrandoméne
verankert sein. Es handelt sich bei diesen Enzymen entweder um Fusionsproteine, wobei
der Partner der S28-Peptidase immer ein intrazellulires Enzym ist (z.B.
tRNA-(Guanin-N7)-methyltransferase =~ bei  jgi|Polar1|567627,  Proteinkinase  bei
gb|OBZ74058.1 Grifola frondosa) oder um eine Aminosduresequenz, die eine
coiled-coil-Struktur  aufweist bzw. unstrukturiert ist (z.B. jgi|Polarl|569291,
jgi|Polar1|656353). Wie schon beschrieben, konnen diese Proteinstrukturen mit anderen
Proteinen bzw. Proteinkomplexen interagieren. Bei Mycena galopus findet sich ein
Fusionsprotein aus zwei S28-Peptidasen, von denen das N-terminale eine Pseudopeptidase
st (jgilMycgall|1966798). Pseudopeptidasen zeichnen sich durch das Fehlen einzelner
strukturbildender Bereiche und/oder durch die Mutation einer oder mehrerer Aminosauren
der katalytischen Triade aus. Sie sind katalytisch inaktiv und iibernehmen ganz neue
Aufgaben, die mit der urspriinglichen Funktion nichts mehr gemein haben. Eine davon ist
die Interaktion mit anderen Enzymen und die Modifikation von deren Eigenschaften
(Reynolds und Fischer 2015). Viele dieser Enzyme haben kein Nuclear Export Signal
(NES). Aus dem schon Besprochenen ldsst sich schliefen, dass alle Enzyme eines

Subclusters, das ein intrazelluldres Enzym beinhaltet, intrazellulér sind.

Dies ist deshalb moglich, da Enzyme, die in einem Subcluster zusammengefasst sind, nahe
miteinander verwandt sind. Die unterschiedlichen Anforderungen zwischen dem
intrazelluldren und dem extrazelluldren Milieu sind so gro3, dass es groferer Unterschiede
in der Sequenz bedarf, damit ein Enzym in einem Milieu optimal funktionieren kann.
Handelt es sich bei Enzymen des gleichen Subclusters um Enzyme der gleichen Spezies so
sind es Isoenzyme. Sie weichen nur geringfiigig voneinander ab, wie z.B. im pH- oder
Temperaturoptimum. Bei Enzymen aus unterschiedlichen Arten kann davon ausgegangen

werden, dass sie zueinander ortholog sind. In jedem Fall haben sie die gleiche Funktion.
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Man kann davon ausgehen, dass sie bei der Proteinreifung eine Rolle spielen und damit
wohl hochselektiv sind. Es ist eher unwahrscheinlich, dass sich in dieser Pilzgruppe
industriell interessante Peptidasen im Sinne der in dieser Arbeit verfolgten Thematik

finden lassen - zumindest was die S28-Peptidasen anbelangt.

Cluster llund Il
_|:jgi|1 50596 Mucor circinelloides
gb|CEI86226.1 Rhizopus microsporus

jgil104497 Mucor circinelloides

1A

jgil403532 Absidia repens
_|:jgi|Rhihy1 |677962 Rhizoclosmatium globosum
igilChytri1[1137695 Chytriomyces sp. MP 71 IB

j9ilGlopol1[536291 Globomyces pollinis-pini

l—jgi|Conco1|69489 Conidiobolus coronatus

[181sNPD

IC

I—jgi|Conco1|18478 Conidiobolus coronatus

Hluyossnep|ig

Abb. 4.16: Phylogenetische Einordnung der in dieser Arbeit betrachteten pilzlichen Peptidasen (PsP A,
PsP B, PsP C und EndoPro™) im Verhiltnis zu anderen Pilzen aus den Gruppen der Chytridio-, Zygo-,
Asco- und Basidiomyceten. Der Baum wurde mit MEGA unter folgenden Einstellungen erstellt: statistische
Methode Maximum Likelihood, Nearest-Neighbor-Interchange (NNI); Substitutionsmodell WAG;
Bootstrepfaktor 500. Der gelbe Punkt hinter einem Artnamen markiert ein Pseudoenzym. Zwei blaue Punkte
bezeichnen eine S28-Peptidase, die kein unabhingiges Enzym, sondern eine Doméne in einem Enzym ist.
Des Weiteren sind Cluster mit Basidiomyceten in dunklen bzw. satten Farben dargestellt, wiahrend Cluster
mit Spezies aus allen anderen Gruppen in hellen Farben abgebildet sind
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Cluster II enthilt PsP A, PsP B und EndoPro™. Alle Enzyme dieses Clusters besitzen das
konservierte Cystein nach dem Histidin der katalytischen Triade. Cluster II besteht
ausschlieBlich aus S28-Peptidasen von Asco- und Basidiomyceten und bestétigt damit den
Befund, dass die Ausdifferenzierung der pilzlichen S28-Peptidasen friihestens bei den

Acomyceten begann.

Bei der phylogenetischen Einordnung zeigt sich die schon besprochene grofle Nihe
zwischen PsP A und PsP B, die beide im Subcluster II H relativ nah beieinander liegen.
Dies spricht fiir die Vermutung, dass beide Isoenzyme sind, die sich bei sonst gleicher
Funktion z.B. im pH-Optimum unterscheiden. PsP A und EndoPro™ sind andererseits in
getrennten Subclustern zu finden. Beide Enzyme sind nicht ortholog zueinander, sondern
aus getrennten Entwicklungslinien hervorgegangen. Es besteht die Moglichkeit, dass die
Substratspezifitit der PsP A sich in gewisser Weise von der der EndoPro™ unterscheidet.
Hierbei ist die Priaferenz fiir die dem Prolin vorangehenden bzw. nachfolgenden
Aminosdurereste entscheidend. Im Idealfall ist diese bei der PsP A unspezifischer als bei
der EndoPro™ und ermdglicht so einen vollstindigeren und schnelleren Abbau des
Substrats. Auch wenn dies nicht der Fall sein sollte, konnte sich die Substratspezifitit der
PsP A doch etwas von der der EndoPro™ unterscheiden. In diesem Fall wire die PsP A
ein Alternativprodukt, das auch gemeinsam mit der EndoPro™ eingesetzt und durch diese

erginzt werden konnte.

Abschlieend soll noch eine Beobachtung besprochen werden, die das Screening betrifft,
aus dem Wolfiporia cocos hervorgegangen ist. Das Screening umfasste die Spezies
Agrocybe aegerita®,  Clitocybe illudens®,  Collybia fusipes®,  Grifola frondosa® &,
Hypsizygus marmoreus,  Lentinellus cochleatus®,  Lentinula edodes,  Lepista nuda®,
Mycetinis scorodonius®, Pleurotus eryngii®, Pleurotus sapidus®*, Polyporus sp.* &',
Sparassis crispa, Trametes versicolor™ &, Wolfiporia cocos® & (Spezies die Abbau zeigten
wurden mit * markiert, die, zu denen es ein sequenziertes Genom gibt, mit ® und die, bei
denen zumindest ein naher Verwandter komplett sequenziert wurde, mit#"; siche
Abschlussbericht DBU13164). Die Pilze, die im Screening erfolgreich waren, hatten,
soweit Daten aus Genomprojekten zur Verfiigung standen, alle mindestens ein Enzym im
Subcluster II H. Jene Pilze, die aus dem Screening herausgefallen sind, haben genau in
diesem Subcluster kein Enzym. Der Subcluster I H enthdlt, zumindest was
Basidiomyceten betrifft, Peptidasen, die besonders gut fiir den Abbau von Gluten geeignet
sind.
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Hluysssnepl|ig

_|:jgi|Trave1 [05719 Trametes versicolor

jgilPolar1|486957 Polyporus arcularius

gb|OBZ70209.1 Grifola frondosa

PsP B Wolfiporia cocos

IlH

j9iAntsi1|644039 Antrodia sinuosa

jgiAntsi1|642698 Antrodia sinuosa
_|: PsP A Wolfiporia cocos
jgiAntsi1[789389 Antrodia sinuosa

jgilMarfi1|910519 Marasmius fiardii

jgilGymear1|1120204 Gymnopus earleae

jgilAgrped1[823956 Agrocybe pediades
{jgilAgrpeM 712435 Agrocybe pediades i
jgilCopmic2|1735924 Coprinellus micaceus

_|:jgi|Copci1|12697 Coprinopsis cinerea
@

jgilCopci1|19995 Coprinopsis cinerea

B Clusterll J-P

v

Cluster lund Il
Fortsetzung Abb. 4.16
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Neben der EndoPro™ aus Aspergillus niger und AoS28A aus Aspergillus oryzae sind die
Peptidasen vieler anderer Aspergillen im Subclusters I L dargestellt. Sie bilden aber im
Gegensatz zu den beiden Erstgenannten alle Toxine, was sie fiir den
lebensmitteltechnologischen Einsatz ungeeignet macht und stehen der EndoPro™

phylogenetisch zu nah um fiir eine Patentierung in Betracht zu kommen.

Von den in der Nahrungsmittelveredelung eingesetzten Pilzen hat neben
Aspergillus oryzae einzig Botrytis cinerea im gleichen Subcluster wie EndoPro™ zwei
Peptidasen (jgi|Botcil|12854 und jgi|Botcil|12855). Mit jgi|Botcil|12854 liegt ein Enzym
vor, das eine hohe phylogenetische Identitit und Ahnlichkeit zur EndoPro™ besitzt
(Tab. 4.6). Beide Enzyme verfiigen iiber viele potentielle N-Glycosylierungstellen
(jgi/Botcil|12854 elf potentielle N-Glycosylierungstellen und jgi|Botcil|12855 acht
potentielle N-Glycosylierungstellen). Sie iibertreffen damit die EndoPro™ und diirften
dhnlich gut gegen schwankende Umwelteinfliisse geschiitzt sein wie die PsP A bzw.
PsP B. Fiir beide Enzyme kann, wie bei PsP A und PsP B angenommen werden, dass sie
sich ergénzen, da sie Isoenzyme sind. Falls sich diese Annahme als richtig erweist, sind sie
gegeniiber der EndoPro™ im Vorteil, da dies ihren Wirkungsbereich erweitert (z.B. pH-,
Temperaturbereich, Selektivitit, etc.). Fiir eine Patentierung ist allerdings die Ahnlichkeit
zwischen der jgi|Botcil|12854 und der EndoPro™ von 80% zu hoch (Tab. 4.6).

Die Peptidasen der Penicillien befinden sich alle im Subcluster II M. In diesem Subcluster
befinden sich auch zwei S28-Peptidasen aus Aspergillus oryzae (jgi|Asporl|3462 und
jgi|Aspor1|10297), von denen eine der in Eugster et al. 2015 beschriebenen AoS28B
entspricht. In der genannten Publikation wird auf Ao0S28A und AoS28B
(jgi|Aspor1|10297) genauer eingegangen. AoS28C (jgi|Asporl|3462), die der anderen
Peptidase in diesem Subcluster entspricht, wurde nicht weiter behandelt, da sie unter den
Kulturbedingungen, die in jener Arbeit beschrieben wurden, nicht expremiert wurde.
A0S28B und AoS28C stehen sich nach Eugster et al. 2015 phylogenetisch ndher als der
A0S28A, was der Positionierung dieser Peptidasen im phylogenetischen Baum entspricht.
In einem Experiment, das in der Arbeit von Eugster ef al. 2015 beschrieben wurde, wurde
ein 33 Aminosduren langes Peptid von Ao0S28A und AoS28B separat abgebaut
(NH2-LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF-COOH). Der Abbau des Peptids
wurde mittels HPLC verfolgt. Beide Enzyme schnitten C-terminal. Von den im Peptid
vorhandenen Schnittstellen Pro-Gln, Pro-Phe und Pro-Tyr, wurden von der AoS28A alle
und von Ao0S28B Pro-Phe und Pro-Tyr hydrolysiert. Da die moglichen Prolin
beinhaltenden Schnittstellen in Gluten vielfiltiger sind, ist die Auswahl an
unterschiedlichen Schnittstellen in dem von Eugster et al. 2015 gewihlten Peptid sehr
gering, so dass leider nur ein eingeschrinktes Bild der Spezifitit der beiden Enzyme
entsteht. Die Schnittstelle Pro-GIn kommt in Gluten mit Abstand am héufigsten vor, was
A0S28A fiir den Abbau zur Peptidase der Wahl macht. Allerdings kommen in Gliadinen,
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die ein hohes allergenes Potential haben, gehduft Pro-Gly und Pro-Thr Schnittstellen vor.
An dieser Stelle wire interessant, ob eine der beiden Peptidasen fihig ist diese zu

hydrolysieren.

Die Subcluster IH, IIL und IIM sind die einzigen Subcluster, die nachweislich
Peptidasen enthalten, die prolinreiche Bereiche in Gluten hydrolysieren. Die vielen
Subcluster deren peptidolytischen Eigenschaften noch unbekannt sind und die Subcluster,
die Peptidasen von Pilzen enthalten, die beim Screening des DBU-Projekt 13164 mafig
oder schlecht abgeschnitten haben, zeigen, dass viele S28-Peptidasen eine
Substratspezifitit aufweisen, in dessen Spektrum die Prolin beinhaltenden Schnittstellen
von Gluten gar nicht oder nur am Rande enthalten sind. Zumal der hier diskutierte
phylogenetische Baum auf die am Anfang dieses Abschnitts erwdhnten Pilze beschrinkt
ist. Vorversuche mit mehr Spezies und groBerer Diversitit auf Gattungsebene zeigten eine
grofle Vielfalt an Subclustern, was in Anbetracht der Rolle, die S28-Peptidasen spielen,
nicht verwundert. Es ldsst sich daraus abschétzen, dass das Potential, S28-Peptidasen fiir
den Abbau prolinreicher Proteine zu finden, deren Substratspezifitit sich von der die PsP A
aufweist unterscheidet, hoch ist. Aus dem Baum ldsst sich auch erkennen, welche
Subcluster noch nicht untersucht und damit welche Gattungen fiir Screenings mit anderen

prolinreichen Substraten vielversprechend sein konnten.

Subcluster [T E, II G, IIT und II P beinhalten Peptidasen, die entweder Doméne eines
grofleren Proteins oder Pseudopeptidasen sind. Wie schon erdrtert ist das ein Hinweis
darauf, dass die Mitglieder dieser Subcluster im Zellinneren vorkommen. Der Cluster II
enthélt scheinbar ausschlieBlich Endopeptidasen, wéahrend der Cluster III Exopeptidasen
enthdlt. Dies ist der markanteste Unterschied zwischen beiden Clustern. Innerhalb der
beiden Cluster konnen einzelne Subcluster intra- oder extrazelluldr sein. Der Subclusters
IT P weicht etwas von der Regel, das bei Peptidasen des Clusters II ein Cystein auf das
katalytisch aktive Histidin folgt, ab. Als verbindendes Merkmal haben die Peptidasen

dieses Subclusters ein konserviertes Valin nach dem Histidin der katalytischen Triade.
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Tab. 4.6: Gegeniiberstellung von Identitit und Ahnlichkeit fiir die einzelnen prolylspezifischen Peptidasen aus Aspergillus niger (EndoPro™) und denen aus einigen
ausgewahlten Schimmelpilzen (Aspergillus oryzae, Penicillium nalgiovense und Botryts cinerea). Enzyme mit hoher phylogenetischer Ndhe wurden in Blocken (hellblau)

zusammengefasst
Identitat [%]
EndoPro™ jgi|Botcil|12854 jgi|Botcil|12855 AoS28B Ao0S28C gb|OQE81007.1
Aspergillus niger Botrytis cinerea Botrytis cinerea Aspergillusoryzae Aspergillus oryzae Penicillium nalgiovense
™
EndoPro 56 59 26 30 30
Aspergillus niger
nglBotc'|1|.12854 73 98 )8 32 33
T Botrytis cinerea
= jgi|Botcil|12855
S . 80 99 29 34 26
* Botrytis cinerea Subcluster!l L
L A0S28B
= © 56 61 64 54 56
= Aspergillusoryzae
A0S28C 55 63 63 81 60
Aspergillus oryzae
b|OQE81007.1
gb|0QE8100 55 64 58 85 84
Penicillium nalgiovense

Subcluster!l M|
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jgiRhier1|528850 Rhizoscyphus ericae

jgilMelva1(439629 Meliniomyces variabilis
jgilChalo1[353499 Chalara longipes
jgilZasce1]60333 Zasmidium cellare
jgiNeucr2|9703 Neurospora crassa
joilAspca3|401833 Aspergillus carbonarius
EndoPro Aspergillus niger
AoS28A Aspergillus oryzae
jQilAspzo1[155092 Aspergillus zonatus
jgilMelva1(477917 Meliniomyces variabilis
jgilChalo1/490157 Chalara longipes
jgilChalo1[504759 Chalara longipes
jgiBotci1|12854 Botrytis cinerea
jgiBotci1|12855 Botrytis cinerea
jgiAspni7|1081092 Aspergillus niger
jgilAspca3|400145 Aspergillus carbonarius
joilAspac1|35461 Aspergillus aculeatus
AoS28B Aspergillus oryzae
j9ilAspzo1[565357 Aspergillus zonatus
A0S28C Aspergillus oryzae
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jgilChalo1|435452 Chalara longipes

jgilZasce1|27411 Zasmidium cellare

jgilZasce1|28119 Zasmidium cellare
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Cluster III enthélt wie Cluster II nur S28-Peptidasen aus Asco- und Basidiomyceten, was
zeigt, dass es bei den Chytridio- und den Zygomyceten noch nicht zu einer
Ausdifferenzierung der S28-Peptidasen gekommen ist. Die auf das katalytische Histidin
folgende Aminoséure ist ein weiteres Histidin. Wie schon bei den Clustern I und II, lassen
sich auch beim Cluster III Fusionsproteine finden. Im Subcluster III J, in dem auch die
PsP C beheimatet ist, liegt ein solches (jgi|Polar1|563970). Hierbei handelt es sich um ein
intrazelluldres Enzym. Dies ist ein weiterer Hinweis fiir die Annahme, dass die PsP C ein
intrazelluldres Enzym ist. Zudem wurde fiir jgi|Asporl|7036 aus Aspergillus oryzae
festgestellt, dass es in seiner Funktion ganz dhnlich arbeitet wie die humane lysosomale
Peptidase (Salamin et al. 2017). Es handelt sich hierbei um eine Exopetidase. Versuche mit
17 verschiedenen Peptiden zeigten, dass AoS28D, so die Benennung aus der Publikation,
Phenylalanin-, Isoleucin-, Threonin-, Glutamin-, Glutaminsdure-, Arginin- und Lysinreste
C-terminal nach Prolin abspaltet. Damit wird das Spektrum von aromatischen iiber
hydrophobe und polare bis zu den geladenen Aminosduren abgedeckt.
Prolin-Prolinbindungen werden nicht gespalten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nur
Peptide mit einem C-Terminus der Konstellation Pro-Xaa von der Peptidase hydrolysiert
werden konnen, wihrend auf den Prolinrest folgende Di- oder Tripeptide (Pro-Xaa-Xaa
und Pro-Xaa-Xaa-Xaa) nicht mehr hydrolysiert wurden. Die Annahme von
Salamin ez al. 2017, dass die Ao0S28D ortholog zu der humanen lysosomalen
Carboxypeptidase ist, trifft aus den beschriebenen Griinden nicht zu. Die pilzlichen
S28-Peptidasen sind alle, wie schon die Topologie der Disulfidbriicken zeigt (Abb. 4.14),
aus einer anderen Entwicklungslinie hervorgegangen. Es handelt sich eher um eine
konvergente Entwicklung, die auf dhnlichen Rahmenbedingungen und Anforderungen
beruht. In Tab. 4.7 ist dieser Sachverhalt dargestellt. Die Verwandtschaft der AoS28D
(jgi|Aspor1|7036) zur PsP C geht auf die gemeinsame Funktion als Exopeptidase zuriick,
die zur PsP A auf den gemeinsamen Ursprung aus Basidiomyceten. Diese Uberschneidung
erklart sich daraus, dass es sich bei der AoS28D und der PsP C um zueinander paraloge
Enzyme handelt, die sich aus separaten Entwicklungslinien entwickelt haben. Das ldsst
sich auch am phylogenetischen Baum erkennen, in dem die Subcluster III C und II1J,
welche die AoS28D bzw. die PsP C beinhalten, ausschlieSlich aus Asco- bzw.
Basidiomyceten bestehen und der nichstverwandte Subcluster keine Mitglieder der jeweils
anderen Gruppe enthilt. Dennoch ldsst der Umstand, dass die beiden Exopeptidasen ndher
miteinander verwandt sind als PsP A und PsP C untereinander (Tab. 4.7), darauf schlief3en,
dass sie einen gemeinsamen Vorldufer haben, der vor der Aufspaltung der

Entwicklungslinien der Asco- und Basidiomyceten lag.

169



Diskussion und Ausblick

Tab. 4.7: Gegeniiberstellung der phylogenetischen Identitit und Ahnlichkeit fiir die prolylspezifischen
Peptidasen EndoPro™ aus Aspergillus niger, Ao0S28D (jgilAsporl|7036) aus Aspergillus oryzae,
Wolfiporia cocos (PsP A und PsP C) und der humanen PrCP und der DPP2. Verwandtschaftlich sich
nahestehende Peptidasen sind farbig markiert. Es zeigte sich, dass die humanen S28-Peptidasen nur
zueinander ndher verwandt sind (roter Kasten) und nur eine geringe Verwandtschaft zu den S28-Peptidasen
pilzlichen Ursprungs besteht (oranger Kasten). Die vier betrachteten pilzlichen S28-Peptidasen bilden einen
eigenen Kasten, der von den S28-Peptidasen tierischen Ursprungs separiert ist. Dieser bildet bedingt durch
ndhere Verwandtschaft drei weitere Untergruppen. Sowohl zwischen den Endopeptidasen PsP A und
EndoPro™ (hellblauer Kasten) als auch zwischen den Exopeptidasen PsP C und AoS28D (hellorange)
besteht eine groflere verwandtschaftliche Nahe. Des Weiteren bilden die zwei aus Wolfiporia cocos
stammenden Peptidasen PsP A und PsP C (violetter Kasten) eine weitere durch Verwandtschaft verbundene
Gruppe. Auffillig ist dabei, dass sowohl die Verwandtschaft zwischen den Endo- als auch zwischen den
Exopeptidasen grofBer ist als die zwischen PsP A und PsP C aus Wolfiporia cocos. Dies weist darauf hin, dass
sowohl die Endo- als auch die Exopeptidasen sich aus einem gemeinsamen Vorlduferenzym entwickelt
haben, dessen Ursprung vor der Trennung in die Linie der Asco- und Basidiomyceten lag. Zudem kann
gezeigt werden, dass die pilzlichen Exopeptidasen sich trotz dhnlicher Funktion und Aufbau unabhingig von
den humanen Exopeptidasen DPP2 und PrCP entwickelt haben.

Identitat [%]
EndoPro™ PsP A PsPC AoS28D Prcp DPP2
Aspergillusniger ~ Wolfiporia cocos  Wolfiporia cocos  Aspergillus oryzae Homo sapiens Homo sapiens
™ Endopeptidasen pilzliche S28-Peptidasen
EndoPro - 41 28 26 24 25
Aspergillus niger
PsP A
Wolfiporia cocos 68 27 24 22
PsPC
X Wolfiporia cocos 57 35 25 23
3 A0S28D
. 59 55 59 22 23
E Aspergillusoryzae Exopeptidasen
£ PrCP
<
Homo sapiens 51 51 47 51 41
DPP2
: 49 49 48 52 68
Homo sapiens tierische S28-Peptidasen

Die Autoren mochten AoS28D als eine, den Endopeptidasen AoS28A und AoS28B,
nachgeschaltete Exopeptidase einsetzten. Allerdings wurde bei AoS28D im Gegensatz zu
A0S28A, AoS28B und AoS28C kein nuclear export signal gefunden. Es handelt sich also
wahrscheinlich um eine intrazelluldre Peptidase. Dies wiirde die Frage aufwerfen, ob sie
im Hinblick auf die Stabilitdt fiir den geplanten Einsatz geeignet ist. AuBerdem liegt mit
Enzymen wie den Prolylaminopeptidasen (PAP) schon prolylspezifische Exopeptidasen
vor, die fiir industrielle Anwendungen geeignet sind. Diese wurden sowohl aus
Aspergillus niger (Basten et al. 2005) als auch aus Aspergillus oryzae (Matsushita-Morita
et al. 2009, Ding et al. 2014 und Wang et al. 2017) isoliert. Festzuhalten ist, dass es sich
bei allen S28-Peptidasen des Clusters I wahrscheinlich um Exopeptidasen handelt.
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Cluster Il

Hluyossneplig

'

Cluster |
Fortsetzung Abb. 4.16

jgilMelva1427318 Meliniomyces variabilis
jgilChalo1[383267 Chalara longipes
jgilRhier1|690492 Rhizoscyphus ericae
jgilBotci1|12933 Botrytis cinerea
jgilNeucr2|1879 Neurospora crassa

jgilzasce1/63086 Zasmidium cellare mc

jgilPolfu1|578716 Polyplosphaeria fusca

A0S28D Aspergillus oryzae

jgilAspac1|63713 Aspergillus aculeatus
jgilAspni7|1103524 Aspergillus niger

jgilAspca3|511112 Aspergillus carbonarius
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4.2 Lignocelluloseprojekt

4.2.1 Holzabbau

Lignin ist neben Cellulose und Hemicellulose die dritte strukturbildende Komponente in
verholzten Pflanzenteilen. Im Gegensatz zu den beiden anderen Polymeren, die durch eine
Kondensationsreaktion entstehen, ist Lignin das Produkt eines radikalischen Prozesses. Die
drei Alkohole p-Coumarylalkohol, p-Coniferylalkohol, und p-Sinapylalkohol (Abb. 4.17)
werden durch pflanzeneigen Peroxidasen (Klasse III) oder Laccasen zu Radikalen
umgewandelt, die sich in verschiedener Weise in das schon bestehende Ligningeriist
einfiigen.

OH OH OH

O 0 o~

OH OH

p-Coumarylalkahaol p-Coniferylalkohaol p-Sinapylalkohol

Abb. 4.17: Die drei Grundbausteine des Lignins, die durch eine radikalische Aktivierung in Lignin eingebaut
werden: p-Coumarylalkohol, p-Coniferylalkohol und p-Sinapylalkohol

Der dabei entstehende polycyclische Aufbau gibt dem Lignin seine braune Farbe. Durch
die zufillige Verkniipfung der einzelnen Untereinheiten wird ein in seinem Aufbau sehr
komplexes Makromolekiil gebildet, das mit den anderen Komponenten des Holzes
kovalent verkniipft ist. Diese Komplexitit und die Resonanzstabilisierung des Lignins
verleihen der Pflanze einen guten Schutz gegen Schadorganismen und behindern so den
Abbau. Lignin erfiillt im Verbundwerkstoff Holz die Aufgabe der druckstabilen

Komponente, wéhrend Cellulose und Hemicellulose die zugstabilen Bestandteile bilden.

Bei der Zersetzung von Holz durch Pilze treten zwei Schadbilder auf. Pilze, die die
Cellulosen und Hemicellulosen abbauen, erzeugen Braunfaule. Sie ist charakterisiert durch
die braune Férbung und eine sprode Beschaffenheit durch die auch der typische
Wiirfelbruch entsteht. Hierbei brechen die Uberreste des Abbaus sowohl parallel als auch
quer zu der Faserung des Holzes. Weilfaule hat eine weiche, faserige Beschaffenheit, da
hier das Lignin zerstort wurde. Wie der Name es sagt, hat Weiifaule eine helle Farbung
(Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Von Braunfiule befallene Eiche (Wartha, Lausitz; Bild des Autors) zeigt die namensgebende Farbung und den charakteristischen Wiirfelbruch. Die Weilfaule, hier an
befallenem Eschenholz (Bergwerkswald, Gieen; Bild des Autors), zeigt eine miirbe, faserige Konsistenz
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Seine fiir die Pflanze vorteilhaften Eigenschaften erweisen sich bei seiner Nutzung bzw.
Beseitigung als hinderlich. Lignin kann in Form von Organosolv als Beischlagstoff in
Zement und Farben eingesetzt werden. Beim Organosolv-Verfahren wird das Lignin
mithilfe einer 140 bis 210°C heiflen Mischung eines organischen Losungsmittels mit
Wasser aus Holz extrahiert. Weitere Anwendungen von Organosolv wéren z.B. der Einsatz
in Phenolharzersatzstoffen, die Erzeugung von Synthesegas oder die Verbrennung zur
Energiegewinnung. Eine direkte Spaltung in einheitliche Monomere und deren direkte
Nutzung in Synthese- oder Fermentationsprozessen wie zum Beispiel bei Cellulose, ist bis

jetzt nicht moglich.

Eine mdglichst selektive und vollstindige Abtrennung von Lignin aus den {ibrigen

Holzbestandteilen ist also winschenswert.

4.2.2 Laccasen

Laccasen sind Enzyme, die die direkte Oxidation von phenolischen Komponenten durch
Sauerstoff bewerkstelligen (benzenediol:oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2). Sie
beinhalten in der Regel vier Kupferatome, die in Clustern organisiert sind. Bei manchen
Laccasen fehlen einige oder auch alle Kupferatome, bzw. sind zum Teil durch andere
Metallionen wie Mangan ersetzt (Leontievsky et al. 1997a; Leontievsky et al. 1997b;
Palmieri et al. 1997; Zhao et al. 2012).

Laccasen sind in Pilzen fiir die unterschiedlichsten physiologischen Reaktionen von Noten,
wie zum Beispiel Entwicklungsprozesse, Entgiftung, die Bildung von Melaninen und auch
beim Abbau von Lignin. Das erkldrt auch, warum man sie im Gegensatz zu den
Peroxidasen sowohl extrazelluldr als auch intrazellular findet. Sie haben ein
Redoxpotential von ungefahr 400 bis 800 mV (Reinhammar 1972; Solomon et al. 1996;
Xu 1996; Xu et al. 2000; Xu et al. 1996), was es ithnen ermdglicht, Substrate wie z.B.
p-Dihydroxyphenole, Diphenole, Aryldiamine oder Aminophenole abzubauen. Indirekt
konnen auch andere Substrate abgebaut werden. Hierbei wird durch Malon- oder
Oxalsédure chelatisiertes Mn?" zu Mn*" oxidiert. Dieses dient dann als Mediator in einem
sogenannten Laccase Mediator Systemen (LMS) (Bourbonnais und Paice 1990; Crestini
et al. 2003; Eggert et al. 1997).

4.2.3 Peroxidasen

Peroxidasen sind eine groe Gruppe von strukturell wie mechanistisch sehr
unterschiedlichen Enzymen, die mit H>O, bzw. organischen Peroxiden (R-OOH)
organische Substrate oxidieren konnen. Die fiir den Abbau von Lignin verantwortlichen

pilzlichen Enzyme Ligninperoxidase (LigP, EC 1.11.1.14), Manganperoxidase (MnP,
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EC 1.11.1.13) und versatile Peroxidase (VP, EC 1.11.1.16) sind in die Superfamilie der
pflanzlichen Peroxidasen, bzw. nach neuerer Bezeichnung der nichttierischen Peroxidasen
eingeordnet (Welinder 1992). Sie gehoren hier in die Klasse II (sekretierte pilzliche
Eisenhdmperoxidasen). Primdr werden sie durch Helices aufgebaut. Als prosthetische
Gruppe dient ein Protoporphyrin IX, das iiber vier Histidinreste mit dem Proteinkorper
verbunden ist. Ein Histidinrest stabilisiert das Hdmeisen an der proximalen Seite, wahrend
an der distalen Seite ein Wassermolekiil an das Eisenatom gebunden ist. Zudem sind
sowohl ein proximales als auch ein distales Histidin sowie ein distales Arginin in die
katalytische Reaktion involviert. Zwei Ca?" Ionen sowie mindestens vier Disulfidbriicken
stabilisieren das Protein (Everse ef al. 1991; Kunishima et al. 1994; Petersen et al. 1994;
Piontek et al. 1993; Poulos et al. 1993; Sundaramoorthy et al. 1994).

4.2.4 Cellolytische Enzyme

Cellulose wird in einem dreistufigen Prozess zu Glucose umgewandelt. Die Spaltung des
Cellulosemolekiils beginnt mit der Endo-1,4-f-glucanase (Endocellulase, EC 3.2.1.4), die
kleinere Cellulosefragmente erzeugt, gefolgt von der Cellobiohydrolase (Exocellulase,
EC 3.2.1.91), die diese Fragmente zu Cellobiose hydrolysiert. Der Prozess endet bei der
p-Glucosidase (EC 3.2.1.21), die als letzten Schritt Cellobiose in zwei Glucosemolekiile
spaltet.

Endoglucanasen (Endo-1,4-f-glucanase) sind monomere Enzyme. Thr pH-Optimum, das
zwischen pH 4,0 und 5,0 liegt, ist vergleichbar mit dem des Umgebungs-pHs von durch
Pilze besiedeltem Holz (Suzuki et al. 2006; Valaskova und Baldrian 2006). Die
Glycosylierung der Enzyme ist fehlend bis schwach (maximal 12%). Die Mehrzahl aller
Endoglucanasen kann nur im amorphen Bereich der Cellulose spalten. Zur Cellulose
spaltenden Doméne kommt, durch einen Linker verbunden, hédufig eine Bindungsdoméne
(cellulose-binding domain, CBD), die bei kleinen Endoglucanasen fehlen kann
(Henriksson et al. 1999). Diese kleinen Endoglucosidasen sorgen fiir ein Aufquellen der
amorphen Bereiche und schaffen so den Zugang fiir die GroBeren, mit Bindungsdoméne
ausgestatteten Endo-1,4-f-glucanasen (Henriksson et al 1999). Zwischen den
Endocellulasen und den nachfolgend beschriebenen Exocellulasen findet ein

Zusammenspiel statt, das als endo-exo-Synergismus bezeichnet wird.
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Die Exocellulasen sind den Endocellulasen, was ihren monomeren Charakter, den Aufbau
der Doménen und den Glycosylierungsgrad angeht, sehr dhnlich (Eriksson und Pettersson
1975a, 1975b; Hamada et al. 1999; Schmidhalter und Canevascini 1993). Der Unterschied
liegt hauptsdchlich in der Préferenz fiir den Bereich der kristallinen Cellulose, dem
sequenziellen Abbau der Cellulose in Cellobioseeinheiten und eine je nach Exocellulase
bevorzugte Abbaurichtung. Hier werden die Cellobiohydrolase I (CBH 1), die die Cellulose
vom reduzierenden Ende her spaltet und die Cellobiohydrolase I (CBH II), die vom
nichtreduzierenden Ende her spaltet, unterschieden (Lynd et al. 2002). Beide wirken in
einem exo-exo-Synergismus zusammen (Lynd ez al. 2002). Dies erklért auch die Vielzahl
an Exocellulasen, die in den Genomen der holzabbauenden Pilze vorkommen (Uzcategui et

al. 1991). Exocellulasen werden durch Cellobiose kompetitiv inhibiert.

S-Glucosidasen sind in ithrem Aufbau sehr unterschiedlich. IThr Molekulargewicht schwankt
im Bereich von 35 und 640 kDa, wobei es monomere und multimere Typen gibt. Sie
kommen extrazelluldr, membrangebunden oder intrazelluldr vor. Haufig verfiigt ein Pilz
iiber mehrere der genannten Typen. Der Grund dafiir liegt in der weiten Verbreitung von
Cellobiose. Bei Braunfduleerregern kommen unspezifische f-Glucosidasen vor, die auch
Xylose, Mannose und Galactose vom entsprechenden Oligomer abspalten konnen.
p-Glucosidasen werden durch Glucose, Glucono-1,5-lacton und Cellobionolacton

kompetitiv gehemmt.

4.2.5 Vorkulturmedien

Es zeigte sich bei den Vorkulturmedien, dass das Wachstum der Pilze auf MEA in den
meisten Fallen weiter fortgeschritten war als auf SNL-Medium (Tab. 3.6). Beide Medien
sind aus der Literatur bekannt. Es ist dennoch anzunehmen, dass es bei den Medien fiir die
Anzucht von Basidiomyceten noch Optimierungspotential gibt. Zum einen werden von der
DSMZ fiir einzelne Basidiomyceten Medien angegeben, die auf Ausziigen aus Friichten,
Bliattern und Gemiise (z.B. Cherry Agar, DSMZ Medium 277; Tea Fungus Medium,
DSMZ Medium 268; Potato Dextrose Agar, DSMZ Medium 129) basieren. Diese wiren
aber fiir den groBtechnischen Einsatz zu teuer, was auch fiir den Malzextrakt gilt, der erst
durch den Prozess der Mélzung hergestellt werden muss. Zudem ist von Schimmelkulturen
bekannt, dass diese beim dauerhaften Einsatz von MEA mit der Zeit degenerieren, was mit
einer verdnderten Morphologie des Myzels und der Bildung von verkiimmerten Konidien
bzw. deren volligem Fehlen einhergeht (Mycelia sterilia) (miindliche Mitteilung Walter
Gams). Verbunden ist dies mit den bei der Herstellung des Malzextrakt-Mediums
entstechenden Nebenprodukten (z.B. aus der Maillardreaktion, Furfurale). Fiir den
industriellen Einsatz, bei dem es auf Stammstabilitdt fiir gleichbleibende Produktqualitét
und -quantitdt ankommt, ist dies nicht tragbar. Um Stdmme stabil zu halten, wird hier
stattdessen Hafermehlagar (OA) empfohlen (Crous und Cock, Arthur W. A. M. de 2009).
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Die FEignung dieses Substrats flir Fliissigmedien ist aber aufgrund der gelierenden
Eigenschaften der Stirke fraglich. Auch ist bekannt, dass viele filamentdse Pilze kein zu
ndhrstoffreiches Medium bevorzugen (Schwantes 1996). Alle bisher genannten Medien
werden im Bereich der Forschung verwendet, in welchem Gesichtspunkte wie
Verfligbarkeit und Kosten der eingesetzten Mediumskomponenten eine eher
untergeordnete Rolle spielen. Zu untersuchen wiren das Wachstumsverhalten und die
Morphologie von Basidiomyceten auf giinstigen Substraten, die die Industrie fiir

Vorkulturen einsetzt, wie beispielsweise Maisquellwasser oder Molke.

4.2.6 Hauptkulturmedien

4.2.6.1 Lignocellulosemedium |

Das Hauptkulturmedium wurde auf der Basis des Lignocelluloseaufschlusses entwickelt.
Dafiir wurde entsprechend eine Analytik der verschiedenen Parameter (reduzierende
Zucker, Fett, Stickstoffgehalt usw.) durchgefiihrt. Die Parameter wurden mit denen eines
am Institut benutzten Minimalmediums verglichen und Fehlendes, in diesem Fall
Stickstoff, ergidnzt. Das Lignocellulosemedium I eignete sich fiir das Wachstum der Pilze,
wobei auf eine Zugabe von Aspartat verzichtet werden konnte. Da das Substrat genligend
Néhrstoffe enthielt, hitte eine Supplementierung mit Aspartat zu einer Verzogerung des
Ligninabbaus gefiihrt (Tab. 3.7 sowie Abb. 3.34 bis Abb. 3.36). Die Ausbreitung des
Myzels erfolgte &dhnlich schnell, bei einigen Pilzen sogar schneller, als auf
Malzextraktmedium. Besonders Spezies, die ein langsames Wachstum auf MEA zeigten,
wie z.B. [Inonotus dryadeus, erreichten hier Wachstumsgeschwindigkeiten, die
vergleichbar mit denen der meisten in diesem Screening verwendeten Pilze waren (< zwei
Wochen). Wie bei den Vorkulturmedien fiir Basidiomyceten gibt es auch bei den
Hauptkulturmedien noch Optimierungspotential. Was langfristig zu Schwierigkeiten
fiihren konnte, sind Nebenprodukte der schwefelsauren Hydrolyse, da diese Einfluss auf
die Kulturen nehmen konnen. Der niedrige pH-Wert des Lignocellulosesubstrats kommt

den Pilzkulturen entgegen, die eher ein saures Umfeld bevorzugen.

4.2.6.2 Lignocellulosemedium Il

Das von Siid-Chemie AG gelieferte Lignocellulosemedium II stellte eine auf ungeféhr ein
Zehntel der Ausgangskonzentration an reduzierenden Zuckern abgereicherte Variante des
Lignocellulosemediums I dar. Ein neues Verfahren 16ste die Hemicellulosen besser aus der
Lignocellulose heraus als das bisherige Verfahren. Die Wachstumseigenschaften aller Pilze
waren hierauf allerdings schlecht und die lignolytische Leistung brach vom anfangs
niedrigen Niveau schnell ein. Darauf auftbauend wurde getestet, ob der Zusatz von
gemahlenem Stroh (10% des Gesamtanteils der zugegebenen Trockenmasse) eine

Steigerung der Abbauleistung bringt (Tab. 3.10), da wihrend der Medienoptimierung die
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Erfahrung gemacht wurde, dass dieses induktiv auf die cellulolytischen Enzyme wirkt. Da
diese MaBnahme aber keine Wirkung zeigte, wurden dem Lignocellulosemedium II in
einem neuen Versuch, der auf mit leicht zu verwertenden Zuckern (Cellobiose, Glucose
und Xylose) supplementierten Agarplatten beruhte, getestet, ob und wenn ja welche
Zucker fiir den Abbau essentiell sind. Es zeigte sich, dass die meisten Pilze nach Zugabe
von Xylose den Abbau des Substrats wieder in Gang setzten konnen. Cellobiose und
Glucose bewirkten mit Ausnahme von Stereum hirsutum keinen Effekt bei der Zersetzung
des Lignocellulosemediums II (Tab. 3.11). Wie oben beschrieben, wirken Cellobiose und
Glucose inhibierend auf Cellobiohydrolasen bzw. f-Glucosidasen, was das Ausbleiben des
Abbaus bei den meisten Pilzen erklart. Xylose als Bestandteil der Hemicellulose hat nicht
diesen hemmenden Effekt, liegt aber nach der Optimierung der Zuckerabtrennung aus dem
Medium durch die Firma Siid-Chemie AG nicht mehr in ausreichenden Mengen vor. Diese

Ergebnisse legen folgende Schliisse nah:

1. Durch den Mangel an zugénglichen Néhrstoffen konnen die fiir den Abbau von

Lignocellulosemedium II notwendigen Enzyme nur unzureichend gebildet werden und

2. Den Hilfsenzymen, die das fiir die oxidative Spaltung von Lignin notwendige H>O»
liefern steht dafiir kein Substrat (Zucker, Arylalkohol) zur Verfiigung

3. Substanzen aus dem neuen Aufschlussverfahren fiir das Lignocellulosemedium II

wirken hemmend auf die Pilze

4. Substanzen im Substrat konnten wichtige Mineralstoffe (z.B. Fe, Cu, Mn) fiir die
Bildung der lignolytischen Enzyme binden

Durch das Weglassen des Waschschritts beim Uberimpfen der Vor- in die Hauptkultur
konnte dieses Problem durch die Zufiihrung zusitzlicher Nahrstoffe zum Teil behoben
werden. Weitere Abhilfe wurde mit einer Supplementierung der Vorkultur (MEA) mit
Lignocellulosemedium II geschaffen. Die Idee dahinter ist, dass die lignolytischen Enzyme
des Pilzes durch die Anwesenheit des Substrats bereits in der Vorkultur induziert werden,
wo geniigend Néhrstoffe vorhanden sind. Durch die Vorwegnahme dieses Schritts in die
Vorkultur kann in der Hauptkultur die Zeit fiir die Bildung der lignolytischen Enzyme

eingespart werden.

4.2.6.3 Medienoptimierung

Um die lignolytische Leistung der Pilze zu steigern, wurde versucht durch
Supplementierung des Hauptkulturmediums die entsprechenden Enzymaktivititen von
Laccasen, Peroxidasen und Cellulose abbauenden Enzyme zu erhdhen. Des Weiteren

wurde die teure Medienkomponente BME weggelassen.
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Die Beimengung von gemahlenem Stroh zum Substrat brachte keine Steigerung der
p-Glucosidaseaktivitit (Abb. 3.41 und Abb. 3.43). Die Aktivitdt der lignolytischen Enzyme
war verglichen mit dem Ausgangsmedium geringer (Abb. 3.4 und Abb. 3.4). Anzunehmen
ist, dass durch die geringere Konzentration von Ligninfragmenten eine schnelle Entgiftung
durch die Laccase fiir die beiden Pilze nicht notwendig und so eine geringere Aktivitdt zu

verzeichnen war.

Die Verdopplung der Substratmenge flihrte zu einer starken Steigerung der Aktivitét aller
untersuchten Enzyme (Abb. 3.45 und Abb. 3.4). Da es die einfachste und kostengiinstigste
Methode war, wurde sie weitergefithrt. Trotz verschiedener Versuche der Induktion
wurden die Peroxidasen, auBler bei der Gattung Auricularia, bei keinem anderen Pilz
gebildet. An Medienkomponenten, die das Enzym inhibieren konnten, kann das, mit
Verweis auf die eben angesprochene Ausnahme, nicht liegen. Die Gattung Auricularia
gehort zu den primitivsten Vertretern der hutbildenden Basidiomyceten. Es wire denkbar,
dass bei ihnen fiir die Expression der entsprechenden Gene weniger Vorbedingungen
erfiillt sein miissen. Trotzdem wurde das Substrat auch von den Spezies abgebaut, die im
Verlauf der Kultivierung keine Peroxidasen bildeten. Grund dafiir konnte auch das oben
erwihnte Auftreten von Laccase-Mediator-Systemen bei den erfolgreich getesteten Spezies

gewesen sein.

Das Weglassen der BME-Losung fiihrte bei keinem der getesteten Pilze zu einer
Verringerung der untersuchten Enzymaktivititen (Abb.3.37 und Abb.3.41) Das
urspriingliche Hauptkulturmedium, aus dem das fiir dieses Projekt verwendete
Lignocellulosemedium abgeleitet wurde, ist fiir einen Pilz mit hohen Anspriichen an den
Nahrstoffgehalt des Substrats optimiert worden. Das bedeutet, dass neben dem Weglassen
des BMEs, eventuell auch die Konzentration anderer Nahrstoffe verringert werden konnte.
Wie bei der Diskussion des Vorkulturmediums erwidhnt, scheint ein zu hohes
Nahrstoffangebot fiir viele Pilze nicht forderlich zu sein (s.o0.). Grundsitzlich konnten die
hier verwendeten Pilze alle auf dem verwendeten Substrat wachsen. Fiir einen
grofitechnischen Einsatz ist das eine Vorbedingung, da eine Supplementierung mit teuren
Zusatzstoffen fiir die Herstellung eines giinstigen Massenprodukts — hier Treibstoff — nicht
wirtschaftlich ist.

4.2.7 Screening

Der erste Screeningschritt wurde auf festen Ndhrboden durchgefiihrt (Kapitel 4.2.7.1
Lignocellulosemedium I). Aus den anfangs 60 Spezies des Screenings wurden 23

ausgewdhlt, die sich durch schnelle Zersetzung des Mediums und geringe Anspriiche an
das Substrat auszeichneten (Tab. 3.8, sowie Abb. 3.26 bis Abb. 3.28).
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Der zweite Screeningschritt wurde als Fliissigkultur in Schiittelkolben vorgenommen. Aus
diesem Schritt gingen zehn Spezies hervor (Tab. 3.9), mit denen die Medienoptimierung
durchgefiihrt wurde. Diese zehn wurden auch auf Lignocellulosemedium II kultiviert,
wobei Irpes consors und Stereum hirsutum bei Abschluss des Screenings als die am besten

geeigneten Kandidaten fiir einen industriellen Einsatz Verwendung fanden.

Es war notwendig, die Artzugehorigkeit der beiden Pilze mittels ITS-Sequenzierung zu
verifizieren. Irpex consors wurde bestétigt. Der bei Beginn des Screening noch als

Meripilus giganteus gefiihrte Pilz wurde hingegen als Stereum hirsutum identifiziert.

4.2.7.1 Irpex consors

Irpex consors (Berkeley 1878) wird nach molekularbiologischen Untersuchungen zu den
Meruliacea gestellt (Ko und Jung 1999). Er kommt in Asien (Ranadive 2013; Murill 1909),
Australien und Neuseeland (Cunningham 1949) vor und besiedelt Laubholzer (Abb. 4.19).
Daneben befillt er aber auch Substrate wie Bambus (Mohanan 2002). Dieser Pilz erwies
sich als im Verhiltnis zu anderen im Screening eingesetzten Spezies als widerstandsfahiger
gegeniiber harschen Kulturbedingungen und zeigte eine hohe Enzymaktivitit. Spétere
Arbeiten, die auf Screenings mit Substraten wie Organosolv (Imami et al. 2015) und
Abwissern aus der Olivendlproduktion (Mann et al. 2015) basierten, bestitigten das
Ergebnis und weisen auf eine hohe Flexibilitit dieses Pilzes in Bezug auf verschiedene
Substrate hin.
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Abb. 4.19: A: typische Ansammlung vieler Fruchtkdrper von Irpex consors. B: die Unterseite des

Fruchtkorpers ist gekennzeichnet durch eine meruloide (faltige, wellige) Fruchtschicht. C: die Oberseite des
glatten Fruchtkorpers. Die jiingste Wachstumsschicht setzt sich durch ihre hellere Farbe vom restlichen
Fruchtkorper ab. Quelle: Mit freundlicher Genehmigung der Manaaki Whenua — Landcare Research

Databases. Die Bilder wurden von Bronwyn Dee aufgenommen.

In Imami et al. 2015 zeigte die Laccase aus Irpex consors Enzymaktivititen, die in
dhnlicher Grofenordnung wie die lagen, die in dieser Arbeit gemessenen wurden.
Allerdings stellte sich bei Imami ef al. 2015 ab dem vierten Tag Peroxidaseaktivitit ein. Da
sich sowohl die Kultivierungsbedingungen als auch das Hauptkulturmedium bis auf das
zugegebene Lignocellulosesubstrat gleichen, miisste hier nach dem Grund fiir den

Unterschied in der Peroxidaseaktivitdt gesucht werden.

In der Publikation von Mann et al. 2015 wurden Versuche mit kiinstlichen (ABTS) und
natiirlichen aber nicht vom Pilz ausgeschiedenen Laccase-Mediator-Systemen (Bestandteil
des Substrats) gemacht. Es konnte gezeigt werden, dass die Abbauleistung durch diese
signifikant gesteigert werden konnte. Dies legt zumindest nahe, dass die Laccasen von

Irpex consors zumindest darauf ausgerichtet sind LMS zu nutzen.
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4.2.7.2 Stereum hirsutum

Stereum hirsutum, zu Deutsch striegeliger Schichtpilz (Willdenow 1787), gehort zu den
Stercaceae (Abb. 4.20). Es ist ein weltweit vorkommender Besiedler von totem Laubholz,
seltener Nadelholz. Die Préferenz liegt auf Eichen und Buchenholz. Seine
Anspruchslosigkeit gegeniiber unterschiedlichen Standortbedingungen ist der Grund seiner
weiten Verbreitung (Krieglsteiner 2000). In verschiedenen Arbeiten wurde bereits sein
hohes Potential im Bereich der Verzuckerung von Cellulose und Hemicellulose
herausgestellt (Jeya et al. 2012; Ramachandran et al. 2013), was in der erwéhnten
Patentierung der f-Glucosidase miindete. Aus dem oben zu den Cellulose abbauenden
Enzymen gesagten geht hervor, dass die verschiedenen holzzersetzenden Pilze héufig fiir
jeden enzymatischen Schritt des Celluloseabbaus iiber mehrere Enzyme verfiigen. Diese
entfalten ihre Wirkung erst durch ihr Zusammenspiel, was insbesondere fiir Endo- und
Exocellulasen gilt. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da der Celluloseabbau in den ersten
beiden Stufen auf ein wesentlich komplexeres Substrat trifft als bei der Hydrolyse von
Cellobiose in Glucose im letzten Schritt. Hier ist das Substrat noch durch Inkrustierung
durch Lignin und die enge Zusammenlagerung der Cellulosefibrillen schwer zugénglich.
Diese Interaktion scheint besonders fiir die Exocellulasen von Bedeutung zu sein, die
sowohl untereinander als auch mit den Endocellulasen interagieren. Es ist anzunehmen,
dass sie den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt katalysieren. Jede Isolierung, die die
Bereitstellung einer leistungsstarken Enzymmischung fiir den Abbau von Cellulose fiir den
industriellen Einsatz zum Ziel hat, sollte bei den Exocellulasen ansetzen. Diese sollten eine
hohe Prozessivitit aufweisen und aufeinander abgestimmt sein. Gleichfalls sollten zu ihnen

passende Endocellulosen ausgewdhlt werden.

Die oben beschriebene Heterogenitidt der Eigenschaften von f-Glucosidasen wirft die
Frage auf, fiir welche Anwendung sie benétigt wird. Wichtig wére eine -Glucosidase, die
erst bei hohen Glucosekonzentrationen kompetitiv gehemmt wird und Cellobiose schnell
abbaut um ihrerseits die kompetitive Hemmung der Cellobiohydrolase durch Cellobiose zu
verhindern. Das oben beschriebene Ergebnis, dass Stereum hirsutum neben Xylose auch
bei Anwesenheit hoher Konzentrationen an Glucose und Cellobiose fihig ist, das Substrat
weiter abzubauen, macht diese Spezies zu einem interessanten Kandidaten fiir die Suche
nach einer solchen f-Glucosidase. Ein geringes Molekulargewicht wére fiir die heterologe
Expression ebenfalls wiinschenswert, da der ,,Produktionsaufwand* der Zelle pro Enzym
geringer ist. Zudem wire es interessant, Enzyme zu haben, die eine geringe

Substratspezifitit zeigen, um auch andere Quellen als Cellobiose umsetzen zu kénnen.
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Stereum hirsutum weist einen weiteren Vorteil fur den Einsatz im industriellen Bereich

auf. Er scheidet Substanzen aus, die antibakteriell wirken und so das Wachstum von
Bakterien zumindest hemmen (Dubin ef al. 2000; Heatley et al. 1947; Kleinwéchter et al.
2001; Ma et al. 2014; Yun et al. 2002a; Yun et al. 2002b). Bei der Freisetzung von Mono-
und Oligosacchariden aus Cellulose/Hemicellulose wére dies wiinschenswert.

Abb. 4.20: A: fiir Stereum hirsutum arttypische Ansammlung zahlreicher Fruchtkdrper auf dem Substrat; hier
an Quercus suber. Aufgenommen an der Algavre. B: behaarte Oberseite des Fruchtkorpers von
Stereum hirsutum. C: glatte Unterseite des Fruchtkdrpers von Stereum hirsutum. Quelle: mit freundlicher
Genehmigung von Dr. Lothar Kriegelsteiner
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A Anhang



A.1 Darstellung konservierter Cysteinreste verschiedener S28-Peptidasen

[ ‘ ‘ . ‘ [ | ‘ O m ‘ ‘ ‘

Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 MVSSSLA- - - - = = - - & o o e e o c e o m e o VSSLLVLPL---LASAL---=-=-=--- RVPRPPV IQKVDPPH- - AGPV
Wolfiporia_cocos_PsP_B_S28.004/1-520 MARW- - A- - = = = = = = - o o o o o c oo oo - - AGSLLL--SLGLVATARLPDGRLHANMAPRPTLPEVSV- --LEGPV
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 | I I I R S VGALLL LPLAALAHAL -------- RVPRMPLAQKVAPPY - - LVP -
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 MFAF - -G- - - - - - o e e e o e e m e e o - - SGATAFLAFVAVGVDAL- - - - - - GPRNRAWPLVHKVDAPDPLTTTI
Postia_placenta_S28.004/1-528 MAVR - -S=- - - - - e e e e e e e e e e am - - VGALLLLPFFASVASAIVRNGKVGANIPRMQLVKKVDLPH- -VGPV
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 MR- ---TA----- - c e e e e o e e oo - AAS LTLAATLFE LASA-------- LMPRAPLIP- - - ---------
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526 MRAFSAVA - - - - = = = - o o = o oo e oo oo - AAALALSWASLAQAARP - - - ----- RLVPKPVSR- - ----=------
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552 MRGMLRGSLLYA VVLPRFAADANL LRLLGPQGVNLWKLDHADIV- - - - - - ARQQRLVVQDIDIALPYPDAPP -
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-527 M- - - mee e e o FSLNLGLVR-LGALAVLLFQLAGTS-E------ ARHLPANPQWTKLAARRAQNSP -
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 MASHFL [ I I I PP LIFTFFTLVFPSNGSSL----- SSSKLLPRFPRYTFQNREARIQQ-
Vigna_radiata_S28.A02/1-506 MGGHRLNLST----------cmmmmm oo - LVFSVAVIIVISHSAQS- - - - - LPLKHSPRFLRKLAATGSPFAPP -
Zea_mays_S28.A02/1-515 MMHPLR- - - - - = = - - o e o o m e o mm o - - RILALLLVGLLPAAAWS - - - - - - - - LAPPRFPRP- - - - - QPRSRP -
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 MS - - - - c e e e e e a - LPYTILILFIFSTSSSY----- LIPLAHSKIARLGISSKTLKNEPD
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504 MKMNRIFLF - - -- e o memm o e m oo - QWLPLLLLLIFSKTSIS-------- VKPHKIPRLTPLLKNILKDFN
Ricinus_communis_S28.A03/1-501 MMFPVIL------eee e mee e m o e m oo - TQWFVLGLFILSASSTA--------- KPFDIPRLSPTGPRIVQDPE
Homo_sapiens_PrCP/1-496 MGRRAL - - - - - = - - - o e e e e e e e e e e - LLLLLSFLAPWATIA----------- LRPALRALGSLHLPTNP -
Mus_musculus_PCP/1-491 MG- - - - - e e e e e e e e e e o RALLLLSFLLLGAATT ----------- IPPRLKTLGSPHLSASP -
Bos_taurus_PCP/1-499 MGRSL ----------------------- LLLLLLIAFLTPGAANP - - - - ------- VSPSLRAPSSLPWSTSF -
Microcebus_murinus_DPP2/1-535 MTAGASPAYPGMSSQNRAPAARPAPS - - -WAPVLLLALGLHGLQA - - = = = - o & o e e e e e e e e e e e e e o
Homo_sapiens_DPP2/1-492 MG------ - o e e m e SAP- - -WAPVLLLALGLRGLQA - - - - = - - m e o o e e e e e m e mmm e m - o
Felis_catus_DPP2/1-519 MG---------------- TQLQPALP---WALTLLLALG LSPEA ------------------------------
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 MAVK - APW- - - = = - - o e o e e e mm o - - LALLLLVSLWGPSAPAL--------- LLRRLREHIQRFQESSNLHL
Homo_sapiens_TSSP/1-514 MAVWLAQW- - = = = = = = = - oo e e o m e o - - LGPLLLVSLWGLLAPAS--------- LLRRLGEH I QQFQESSAQGL
Capra_hircus_TSSP/1-516 MDIGPVPW- - - - - - o c e e o e e e oo m e o - - LGPLLLVSLWASSAPAS--------- LLRRLGEHILRFQESSA--L
Arabidopsis_thaliana_S28.A26/1-488 MLSALG- - - - - m e e e e m e e oo - FALLSIFAILLSLSTLS----- NGLLQPRRISHG---------=---
Plasmodiophora_brassicae_S28.005/1-467 MIMR - - = = = = = = = = & @ o 0 o oo o e e o e m oo N N B A R T
I—— P I L e —— o

COnSensUS |\ GR+LLP++++++++++++FA+PA+++RLL+LLLLLALLLSGASAS+++G+LG++LPRRPLRHKVASP+PSA+P+

Abb. A.1: Darstellung konsevierter Cysteinreste verschiedener S28-Unterfamilien. Die konservierten Cysteinreste sind umrahmt und gelb markiert. Das iibrige
Multisequenzalignment wurde in etwas abgeschwichter Farbung dargestellt, wobei Aminoséuren mit dhnlichen Eigenschaften dieselbe Farbe aufweisen. Farbige Dreiecke iiber
den einzelnen Spalten des Multisequenzalignments symbolisieren Disulfidbriicken. Quadrate stellen Cysteinreste in schwach bis nicht konservierten Bereichen dar. Die Symbole
sind abhéngig von der S28-Unterfamilie farbig unterlegt: S28.004 gelb, S28.UPW weil}, S28.A02 schwartz, S28.A03 rot, S28.001 (PCP) griin, S28.002 (DPP2) hellblau, S28.003
(TSSP) dunkelblau, S28.005 dunkelgriin, S28.A26 beige. Ein schwarzer Ring symbolisiert das stark konservierte Cystein nach dem katalytisch aktiven Histidin



. o , B , ‘ , , \ A"/ vV
Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 VD -RNGTELPPLNTTYYFDQL/|IBHNNPS - - - - - - - - - - LGTFK HT-WEFYE -PG--GPI | I TTPGEQDAAG
Wolfiporia_cocos_PsP_B_S28.004/1-520 TS -RNGSTIPPYNTTYYFE HNNPS - - - - - - - - - - LGTFS HT-WEFYE -DG--GPI| I LMTPGEVNAED

Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 VD-RNGTELPPLDTVYYFD QT -WEYYE-PG--GP I | I TTPGEQDADG

Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 VD-RNGTELPPLNTTYYFD HNDPG- - - - - = - - - - LGTFK HT-WEFYE-SG--GP | | LTTPGEGNADG
Postia_placenta_S28.004/1-528 VD-RNGTE IPPYNTTYYFE HNNPS - - - - - - - - - LGTFS HT-WEFYE-PG--GP 1| | TTPGEQDADG
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 - - -AMKAKVALPSGNATFE HNNPG- - - - - - - - - - LGTFP YN - PEFWAGPG - - SPVLLFTPGESDAAD
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526 - - -PASSKSAATTGEAYFEQLLDHHNPE - - - - - - - - - - KGTFS S - TEYWGGPG- - SPVVLFTPGEVSADG
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552 - - - = = = = = = - - EFPEHWF T BEENT - - -------. SHTFE IN-TRHYT-PGSNGPVIVLDGGETSGED

LS -DRHYK-PG- -GPVIVFEAG
LIN-SDHWLGASALGP I FLYGN GDIE -

Trametes_versicolor_S28.UPW/1-527 - - -AKRAADATTFPVENFT
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 - - -FRGDRNEYRYETKFF
Vigna_radiata_S28.A02/1-506 @~ - - ------- QFHYETRYFQ
Zea_mays_S28.A02/1-515 - --GANGVGDYEYETRYFR
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 G- -STQKVDESNLKMYYFN
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504 TLSNSSTTLPKEFETYFYT
Ricinus_communis_S28.A03/1-501 El-FISELVSDDLETFFYN
Homo_sapiens_PrCP/1-496 ---TS LPAVAKNYSVLYF
Mus_musculus_PCP/1-491 ---TPDPAVARKYSVLYFE
Bos_taurus_PCP/1-499 ---RSRPTITLKYSIRYI
Microcebus_murinus_DPP2/1-535 - - -GARRAAVPHFRESYFE
Homo_sapiens_DPP2/1-492 - - -GARRAPDPGFQERFFQ
Felis_catus_DPP2/1-519 - - GAHRVPQ.DFQEGYF E
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 GF -GLSQGLVTVPKQGWLE
Homo_sapiens_TSSP/1-514 GL-SLGPGAAALPKVGWLE

LIS-TEHWVGPQRLGP IFFYCGNEGDIE -
LVGRGGGWAGPG- -GP I FFYCIGNEGD | A -
AlD-STHWGGAKANAP I LAFLGEESSLD -
I IN-SKYWGGSNSSSPIFAYLGAESSID -
I 1S-SKYWGGANSSSPIFVYFGAEAPLD -
LVA-DKYWKKNG- -GS ILFYTGNEGDI | -
LVA-DKHWQRNG- -GS ILFYTGNEGD |V -
LIA-DNYWKEDG--GSILFYTGNEGDI | -
LLS-DEFWDKTH- -GPIFFYTGNEGDVW -
FLVS -DRFWVRGE - -GP IFFYTGNEGDVW -
FLVS -EKFWKRGE - -GP I FFYTGNEGNVW -
VN -DRHRAGQD - - APVFLHIGGEGSLG -
VN -DQHWVGQD- -GP IFLHLGGEGS LG -

Capra_hircus_TSSP/1-516 GL-GLGPDSVTLPKEGWLE PENAS - - - - - - - - - DRRSLL VN -DQHWTSQD - -GPVFLHLGGEGSLG -
Arabidopsis_thaliana_S28.A26/1-488 ---LTESSKYLTRDELWFN HYSPS - - - - - - - - - DHREFK YEY -LDHLRVPD- -GP | FMM | G GPN -
Plasmodiophora_brassicae_S28.005/1-467 - - - AWQGHAYVQTEHVFPD HTAIG- - ------ GGGARFS FRI -DQFWSGPD- -GPVILQLCGEYTCA -

Consensus S G+ AL+PL+ETYYFEQLLDHFNFSGVGDEDE++DLGTFKQRYWV +RDEHWEGPGS +GP | FLY TGGEGD+DG

Fortsetzung Abb. A.1



Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 FEGFLTNATIDGQIAQQQSGAT | VL NPYNN- - - - - LSVASLQYH
Wolfiporia_cocos_PsP_B_S28.004/1-520 YYGYLTNAT INGQ | AQQQNGAT | VL NPYNN- - - - - LSVASLQVH
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 FEGFLTNATIDGL|IAQQQGGAT I VL NPYNN- - - - - LSVASLQYH
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 YEGYLTNRTIDGLIAQELNGATI VI NPYNN- - - - - LSVESLQHH
Postia_placenta_S28.004/1-528 FEGYLTNLTIMGQIAQEQNGAT I VL NPYNN- - - - - LSVASLKYH

Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 YDGFLTNKTIVGRFAEE IGGAVILL PYPE - - - - - LTTETLQYL
Aspergillus_niger EndoPro_S28.004/1-526 YEGYL TNGTLTGVYAQE | QGAV I L | YEV----- LNAETLQYL
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552 R IPFL -DTG I VE | LFRATGGVGVVL VPVDN- - - - - LTTDSLRWL

IQQA ID
1QQA ID
IQQAID
IQQA ID
IQQAID
LEQS | A
LDQA I L
NEQAAA

Trametes_versicolor_S28.UPW/1-527 RMPIL-DTGILNILANATDGLA VL VPVQN- - - - - FTTDSLRWLNNEQAAADS

Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 - -WFATNSGF IWD | APKFGALLVFP
Vigna_radiata_S28.A02/1-506 - -WFAQNTGF VWE | APRFGAMVVF P
Zea_mays_S28.A02/1-515 - -WFAANSGLVWEAAPRFAALVVFA
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 - -SDLAA IGFLRDNGPRLNALLVY I
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504 - -NDPLS IGFLTDFAPRFKALLVYL

TPFGSAKEAYKDATTLSYL
MPFGSKAKAYSDSKSLAYL

MPYGSREEAYKNATTLSYLTTEQALA

AEQALA
AEQALA

MPFGSAEEALKNASTLGYLNAAQALA

IPFGKIEEALKDEDRRGYFNSAQAI A

)

Ricinus_communis_S28.A03/1-501 --GDLTVIGFLADNAAQFNALLLY I VPFGSQGEALKNGS IRGYFNSAQA I A
Homo_sapiens_PrCP/1-496 - -WFCNNTGFMWDVAEELKAMLVFA LPFGD- -NSFKDSRHLNFLTSEQALA
Mus_musculus_PCP/1-491 - -WFCNNTGFMWDVAEELKAMLVFA LPFGQ- -DSFKDSQHLNFLTSEQALA
Bos_taurus_PCP/1-499 - -WFCNNTGFMWD | AEEMKAML VF A LPFGA- -DSFSDSRHLNFLFTEQALA
Microcebus_murinus_DPP2/1-535 - -SFANNSGFMWELAARQGALLVFA LPFGEKS - - -THRGYTELLTVEQALA
Homo_sapiens_DPP2/1-492 - -AFANNSAFVAELAAERGALLVFA LPFGAQS - - -TQRGHTELLTVEQALA
Felis_catus_DPP2/1-519 --SFANNSGF I LELAAQQGALVVFA LPFGERS - - - TQRGHTELLTVEQALA
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 - - PGS&VMAGHPAALAPAWGALV ISL MPAGG - - - - - LDMAQLRYLSSRHALA
Homo_sapiens_TSSP/1-514 - -PGSVMRGHPAALAPAWGALVISL IPAGG- - - - - LEMAQLRFLSSRLALA
Capra_hircus_TSSP/1-516 - -PGSVMRGHPANLAP IWGALV ISL |PAEG- - - - - LDMAQLRFLSSRHALA
Arabidopsis_thaliana_S28.A26/1-488 --GIPND--YITVLAKKFDAGIVSL FKS----- LATENLKYL SKpALF
Plasmodiophora_brassicae_S28.005/1-467 - -GVITDGRQFPSALAERYGALVLVL FSV----- LSPRNLTYLTTFQALS

Consensus

m
LAYFAYNVKLPMP -G
LVYFANNVDLPMP -G
FDYFAYNVELAMP -G
LEYFAYNVKLPMP -G
FDYFAYNV@LAMP R
LVHFAKTVNLPFD E

FAVLLQALRRSL - - -
FAELLRALﬁRDL---

VASARQALTLLLN - -
VVSARLALSRLEN - -
AASAHLTLSRLEN - -
LAAFRQYYQ@DSLNVK
ACFTDWYQRVH | -G

e ol e oD B .. B oae desls . o e .

Fortsetzung Abb. A.1 YEGFLTNTGF++DLAPE+GAL+VFLEHRYYGESLPFGN++EA+LDVASLQYLTSEQALADFAYFA+N+KRPLPVG



Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519
Wolfiporia_cocos_PsP_B_S28.004/1-520

Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521
Postia_placenta_S28.004/1-528
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525

Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552

Trametes_versicolor_S28.UPW/1-527
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515
Vigna_radiata_S28.A02/1-506
Zea_mays_S28.A02/1-515
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504
Ricinus_communis_S28.A03/1-501
Homo_sapiens_PrCP/1-496
Mus_musculus_PCP/1-491
Bos_taurus_PCP/1-499
Microcebus_murinus_DPP2/1-535
Homo_sapiens_DPP2/1-492
Felis_catus_DPP2/1-519
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509
Homo_sapiens_TSSP/1-514
Capra_hircus_TSSP/1-516
Arabidopsis_thaliana_S28.A26/1-488

v \4
GDNVTPDQAPWVL | GG
GDHVNTTEAPWIL | GG
GDHVTPNEAPWVL | GG
GDHVTPKEAPWIL | GG
GDHVTPAKAPWI LVGG
IHSSNADNAPWVMTGG
STRSNAQNAPWVMVGG
EDL- TAPNTPWI YYGG
GDL - TAPGTPWI YYGG
----SAEAEPVVLFGG
- - - -SAKDCPVVLFGG
-SAEGSPVVLFGG
-STNHSP 1 IV IGG
-SAPNSP I IVIGG
-QAENSPVIVIGG
-GAENQPVIA |GG
-GAQGQPVIAIGG
- ---GARNQHVIALGG
-GAQDTPAITFGG
- ---GAQDAPA I AFGG
- ---GAQDTPAIVFGG
-VSASSPWICFGG
- 18SSSPWICFGG

----VSSTSPWICFGG
FNRSGDVENPWFFFGA

Plasmodiophora_brassicae_S28.005/1-467 - - - - RANANKWI T | GG

Consensus

Fortsetzung Abb. A.1

\4
AGALTSFTKVNKPDAFWAA
SGALTSFTVVNQPDVFRAAYAS
AGALTSFTKVNKPDLFWAAWAS
SGALTAFTKVDKPDVFYAAYAS
AGALTiFTKVNKPDLFWAA :
SGALAAWTAS | APGTFWAYHAS

AGARAAHMRILYPDLVYGA I AS
GGARAAHMRVLYPDLVFGA | AS
GGMLAAWMRLKYPHIAIGALAS
GGMLAAWMRLKYPH I AVGALAS
GG- - TAWMRLKYPHIAIGALAS
GGMLAAWFRLKYPHIALGALA
GGMLA!&FRLKYPHIALGALAL
GGMLASWFRLKYPHLALGALAS
GGMLAAWFRMKYPHMVVGALAA
GGMLAAWFRMKYPH I VVGALAA
GGMLAAWFRMKYPHLVVGALAE
GGMLSAYMRMKYPHLVAGALAA
GGMLSAYLRMKYPHLVAGALAA
GGMLSAYMR I KYPHLVAGALAA
AGSLATWTRLKFPHLVFAAVAS
AGSLAAWARLKFPHLIFAFVA?
AGSLAAWARLKFPHLFFAS | AS
SGALSAWFRLKFPHLT.GSLA
PGALAAWYRLKYPHLTAGALAS

\ 4
BVVE siVNg - - -WellFD - - - - - - - | |RKHMPQN
BVVE S IBY - - -WClFE------ - P IGQYMPAN
GVVES IVNY - - -WGYFD- - - - - - - | |RKHMPQN
GVVES | VDF - - -WGYFD- - - - - - - V | RKNMPQN
GVVES | INY- - -WGYFD- - - - - - - | IRQYMPAN
- -WolFV- - - - - - - PVVEGMPKN
li --WollFY------- P | QQGMAQN
BHARIAQ- - -WEEMD - - - - - - - V IRRAADPE
GVVHATLBD - - -WR¥FD- - - - - - - | IRQSAPAA
AP | LQFEDVVPPETFYDIAS- - - -NDFKRESSS
AP | LQFEDIVPPETFYNIVS- - - -NSFKRESFT
AP | LQFEDIVPSTIFYDLVS- - - -DDFRRESLS
APLLYFEDTRPKFGYYY IVT----KVFKEASER
AP I LYFDD I TPQNGYYS IVT- - - -KDFKEASES
APVLYFDD | TPQDGYYS | AS - - - -RDFREASEN
AP IWQFEDLVPCIGVFMK | VT - - - - TDFRKSGPH
AP IWQLDGMVPCGEFMK I VT - - - -NDFRKSGPY
AP IWQFNDLVPCD IFMK I VT - - - - TDFSQSGPN
APVVAVAGLGDSGQFFRDVT- - - - ADFASQSPK
APVLAVAGLGDSNQFFRDVT- - - - ADFEGQSPK
APVVAVAGLGDSYQFFRDVS - - - - ADFEGQSPK

APLSAVLDF - - -HA¥YNEVVARSLTQVAIGGSLE
APVRAVLDF- - -SEYNDVVSRSLMSTAIGGSLE
APVRA[TLDF- - -SKNNDVVSRSLMNTAIGGSLE
AVVRAVYEF - - -PEFDQ- - - - - - - QIGESAGPE
AVVAPFAEF - - -PEEDE - - - - - - - QVALSAGPE

OO0 0000000000000 000000000 0 00X

GDHVGAQNAPWI L+GGSYGG+LAAWTRLKYPHLVWGALASSAPVLAFEDFVPSWGYFDIV+RSLM+DFKG+SPNC
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Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521
Postia_placenta_S28.004/1-528
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-527
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515
Vigna_radiata_S28.A02/1-506
Zea_mays_S28.A02/1-515
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504
Ricinus_communis_S28.A03/1-501
Homo_sapiens_PrCP/1-496
Mus_musculus_PCP/1-491
Bos_taurus_PCP/1-499
Microcebus_murinus_DPP2/1-535
Homo_sapiens_DPP2/1-492
Felis_catus_DPP2/1-519
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509
Homo_sapiens_TSSP/1-514
Capra_hircus_TSSP/1-516
Arabidopsis_thaliana_S28.A26/1-488

SADVQAVIAHIDEVFTSNDT- - -DA I NE1KQfF
SADVEKVIAYIDTTFTSGTT---EEIDYIKTL
SSDVQAV IGY IDDVFTSGNI - - -QE INSIKT[T
SADVQAV ISHIDSVFTSSNE- - - TAIDE I KAL
SADVQA | VGYFDG | VAKNDT - - - SA I DALKAFT
SKDLNRVVEY IDHVYESGD | - - - ERQQE | KEM
SKDVSLVAEYVDKIGKNGTA- - - KEQQALKEL
SSNIQRAIETVDTILSVPH- - - - - LRIALKQL
| TQVERT IDEVDRL I TSPNA- - -KTRLAIKSV
FNTIKDSWDA | | AEGQKENG- LLQLTKTFHF[C
FNY1KQSWNE | | STGQTYNG- LERLTKTFNLC
FLTIKDSWKELDDQANEQDG- LLKLSKTFHLC
YNTIRNSWIEIDRVAGKPNG-LS | LSKQFKT(C
YQTIRDSWS | IDK1ASTKDG-LAYLSQKFKTC
YKT I QKSWAE IDGVASMPKG - LDVLSKKFKTIC
SESIHRSWDA INRLSNTGSG- LQWLTGALHLC
SESIRKSWNV IDKLSGSGSG-LQSLTNILHLC
SES IRRSWDA INRLAKKGTG- LRWLSEALHLC
AQGVRDAFRQIKDLFLQGA- - YDTVSREFRTC
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Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552 VPPLPNVTAVN-VLGDFDIA- - - - - - ADRLAI | TPHSEYA- -KDRGDTILRPFKLIPGGV
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-527 VPPEPDV-EVN-KLGGYSIA------ TPHSPAA- -RPRADTTLRPEKLIPLAV

Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 VNPRPK- -WVTTEFGGHDIATTLKSFGS PWSGGSVLKNLS - ------ DT I VALV -TKEGA

Vigna_radiata_S28.A02/1-506 VKPRPK- -WITTEFGGHD IHTTLKKFGS S PWSGGSVLQNIS - ------ ESVVSLV-TEEGA
Zea_mays_S28.A02/1-515 VRPRPK- -WITTEFGGHN I TKVLENFGS PWSGGGVLKNIS - - - - --- ESVVAIV-APLGA
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 VTPRPH- -WITTYFGIQEVKL I LQKFG PYSVGGVLEDIS------- DTLVAIT-TKNGS
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504 VSPRPH- -WVTTYYGGHD I KL I LHRFASNV IFS PYSSAGVLQDLS------- DSLLAVT-TRNGS

Ricinus_communis_S28.A03/1-501 VRPRPH- -WVTTYYGGHS I KL I LQRFGSNI IFS PYSSGGVLEDIS------- DT I LAVH-TANGS

Homo_sapiens_PrCP/1-496 VRPRPS - -WI TTMYGGKNSS - - - - - PWSGGGVTKDIT------ - DTLVAVT- I SEGA
Mus_musculus_PCP/1-491 VKPRPH- -WMTTMYGGKN| SS - - - - - S PWSGGGVTRD I T------- DTLVAIN -
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Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 - - - - - - - - -
Wolfiporia_cocos_PsP_B_S28.004/1-520 - - - - - - - - -
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 - - - - - - - - -
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 - - - - - - - - -
Postia_placenta_S28.004/1-528 - - - - - - - - -
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 - - - - - - - - -
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526 - - - - - - - - -
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-552 - - - - - - - - -
Trametes_versicolor_S28. UPW/1-527 - - - - - - - - -

Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 LKRSW- - - -
Vigna_radiata_S28.A02/1-506 - - - - - - - - -
Zea_mays_S28.A02/1-515 VAVKGSSSY
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 Voo oo - -
Nicotiana_tabacum_S28.A03/1-504 TMT->-----
Ricinus_communis_S28.A03/1-501 ----1SITN

Homo_sapiens_PrCP/1-496 = - - - -« - - -
Mus_musculus_PCP/1-491 = == == == -~
Bos_taurus_PCP/1-499 - - - - - - - -~

Microcebus_murinus_DPP2/1-535 PSPSARVVR
Homo_sapiens_DPP2/1-492 ----PRLSL
Felis_catus_DPP2/1-519 GRWG- - - - -

Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 - - - - - - - - -
Homo_sapiens_TSSP/1-514 = === - - - - -
Capra_hircus_TSSP/1-516 - - - - - - - - -
Arabidopsis_thaliana_S28.A26/1-488 - - - - - - - - -
Plasmodiophora_brassicae_S28.005/1-467 VPKA I L - - -
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A.2 Darstellung konservierter Sequons verschiedener S28-Peptidasen

RVPRPPV | QKVDPPH - - AGPV

Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519

Postia_placenta_S28.004/1-528 BAVR: = 0= = omie s sme & 5 ams = 50 & = SVGALLLLPFFASVASA | VRNGKVGAN IPRMQLVKKVDLPH - - VGPV
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 GSGATAFLAFVAVGVDAL - - - - - - GPRNRAWPLVHKVDAPDPLTTTI
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520 SLLL--SLGLVATARLPDGRLHANMAPRPTLPEVSV- - - LEGPV
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 M- - o m o m e e e e VGALLLLPLCAALAHAL - - - - - - - - RVPRMPLAQKVAPPY - - LVP -
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-553 MRGMLRGSLLYA | VVLPRCFAADANLLRLLGPQGVNLWKLDHAD | VARQQRLVVQD IDIAL - = = = = = = = = = = = - -
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-528 MESLNLGL: = o = s = & aoie = snE & VRLGALAVLLFQLAGTS -EARHLPANPQWTKLAARRAQNSPA- - - - - -
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526 MRAFSA - - = = = = = = = < o e o oo oo e VAAAALALSWASLAQAA- - - - - - - - RPRLVPKPVSRP - - - - =« - = - - -
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 : L AATCLFELA-------- SALMPRAPL IPA------nmn--
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 MASHF - - - - m e o e e e e e e CLLLIFTFFTLVFPSNGSSLSSSKLLPRFPRYTFQNREAR IQQF - - - -
Zea_mays_S28.A02/1-515 MMHP - - - - o o e oo e oo e e e LRRILALLLVGLLPAAAWSLAP- - - -PRFPRPQPRSRPG- - - - - - - - -

Ricinus_communis_S28.A02/1-511
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502
Nicotiana_tabacum_S28.A003/1-504
Ricinus_communis_S28.A03/1-501

Homo_sapiens_PrCP/1-496 MGRR - - - = = - - o e e e e e e m e e e ALLLLLLSFLAPWATIALRPALRALGSLHLPTNPT------=-----
Bos_taurus_PCP/1-499 MGRC=- - - - - - - - c e e e e e o m e e oo - SLLLLLLLIAFLTPGAANPVSPSLRAPSSLPWSTSFR-----=------
Mus_musculus_PCP/1-491 MGCR=- - - = = - - m s e e e e e e e e e e - - ALLLLSFLLLGAATTIPPRLKTLGSPHLSASPT-----------
Homo_sapiens_DPP2/1-492 M- - m e e e e e GSAPWAPVLLLALGLRGLQAG - - - - - = = = = s s e e e e e e e e e e e e e m - -
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500 M----------- GLHPCSPVDHGVPSWVLVLLLLGLCS @ T
Felis_catus_DPP2/1-519 M--------eee - GTQLQPALPWALTLLLALGLCSPEAG- - - - - - - - - - - o s s e e e e e e e e e e e e
Homo_sapiens_TSSP/1-514 MA VWL AQWLGPLLLVSLWGLLAPASLLRRLGEHIQQFQESSAQGLGLS
Capra_hircus_TSSP/1-516 MD | GP
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 MAVK

Consensus ‘L

MAV+FR+S+L++++++++++++CGAP+W+LVL+LLLLLFLLP+AAAAL+PRRLGPR+PRLPLS+KVD+PH+++GPV

Abb. A.2: Darstellung konsevierter Sequons fiir ausgewéhlte Arten verschiedener S28-Unterfamilien. Die konservierten Sequons sind umrahmt, wobei der Asperaginrest griin
unterlegt ist und das zum Sequon gehorende Serin bzw. Threonin blau markiert wurde. Das iibrige Multisequenzalignment wurde in etwas abgeschwéchter Farbung dargestellt,
wobei Aminosduren mit dhnlichen Eigenschaften dieselbe Farbe aufweisen. Farbige Sechsecke iiber den einzelnen Spalten des Multisequenzalignments symbolisieren
konservierte potentielle N-Glycosylirungsstellen einzelner S28-Unterfamilien (528.004 gelb, S28.UPW wel3, S28.A02 schwartz, S28.A03 rot, S28.001 (PCP) griin, S28.002
(DPP2) hellblau, S28.003 (TSSP) dunkelblau)



O O

Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 VDR - - - - = = = = = = - - - - - GEELPPL YYFDQL IDHNNP - - - - - - - - - - LG

Postia_placenta_S28.004/1-528 VDR------------- - GME | PPY YYFEQL IDHNNP - - - - - - - - - - LG

Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 VDR- - - - - oo e e m GMELPPL YYFDQL IDHNDP - - - - - - - - - - GLG

Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520 TSR---- - m e o e e o - - GSTIPPY YYFEQL IDHNNP - - - - - - - - - - LG
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 VDR- - - - - e o e - GEMELPPLDTVYYFDQL IBHNNP - - - - - ----- LG
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-553 - = = = = = = = = = = = = = = = = = PYPDAPPEFPEHWF TAPLDHFEN- - - - - - - - - - TSH

Trametes_versicolor_S28. UPW/1-528 - = = = = = = = = = = = = = = - - - KRAAD A. TFPVFNET HFVD- - - ------- TGF
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526 - - - - = = = = = = = = = = - - - - ASS KlA ATTGEAYF HHNP - - - - - - - - - - EKG
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 - - - = = = = = - - - oo - - - - - MKAKVALPSGNAF HNNP - - - - - - - - - - GLG
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 - = = = = = = = = = - - - - - - -~ RGDRNE’? HFSF - - - - - - - - - ADLPKFS LIN- SDMNLGASA L
Zea_mays_S28.A02/1-515 - - - e e e e e e e i e o a - ANGVGDYE/ HFSFPGVGDEDEDEAAAFFQ LVGRGGGWAGPG - -
Ricinus_communis_S28.A02/1-511 GNSHTKSNLLPPPPPPHHHHNYQQYR} HFESF--------- SNLPKFP L IN-SDNWSGPDKL
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 - - - - - = = = === - - - -~ TQKVDESNLKMYYFN HETF - - ---- - TPESYM AlD-STHWGGAKAN
Nicotiana_tabacum_S28.A003/1-504 ~ - - - = = = = = = = === - - - - - SSTTLPKEFETYF¥YT IR GPKSYS I IN-SKYWGGSNSS
Ricinus_communis_S28.A03/1-501 = = = - = === - - oo - - - I SE LV.DDETF FYN H e e e e - - NPESYE I 1S-SKYWGGANSS
Homo_sapiens_PrCP/1-496 = = - oo e e e e e e e e oo SLPAVAKNY HFGF - - - - --- - - LVA - DKYWKKNG - -
Bos_taurus_PCP/1-499  m e e e e e e e e e aa oo - - SRPT IILK HFGF - - - - - - - - - LIA-DNYWKEDG - -
Mus_musculus_PCP/1-491 = @ s e e e e e e e e e a oo o PDPAVARKYSVLYF HFGF - - - - - - - - - LVA - DKHWQRNG - -
Homo_sapiens_DPP2/1-492 = = = - - s s m e e mm o mm - - ARRAPDPGFQERFF IFNF - - - - - - - ERFG FLVS -DRFWVRGE - -
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500 - = = = - - - - - - - - - - - ADSV LDPDFRENI HENF - - - - - - - ESFS FLVS - DKFWKMGE - -
Felis_catus_DPP2/1-519 = = = & s e e e e e mm oo oo - - AHRVPQCDFQEGYF HENF - - - - - - - ERFGNK FLVS - EKFWKRGE - -
Homo_sapiens_TSSP/1-514 = = = = = = m o oo e oo a e m o - LGPGAAALPKVGWLEQLLBDPFNV - - - - - - - - - VGQD - -
Capra_hircus_TSSP/1-516 e e cccacaacaaaaa- LGPDIVIL PKEGWLEQPLDPFNA- - - - - ---- TSQD- -
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 === === -cacmmnnnonan LSQGLVIVPKQGWLEQPLDPFNA - - - - - - - - -

) i # .-_‘ [

Consensus G R I TKSNLLPPPPPPHH+GP+LPPL++TYYFEQLLDHFNFPGVGDEDEPSSLGTF +QRYWVNRDE +W+GPGS +

Fortsetzung Abb. A.2



e}
A

Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 GP | | | PGEQDAAGFEGFLT IDGQ I AQRQQSGAT I VL LQ |
Postia_placenta_S28.004/1-528 GPI1 11 PGEQDADGFEGYLTNLMIMGQ | AQEQNGAT | VL LK |
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 GPIIL PGEGNADGYEGYLTNRMIDGL | AQELNGAT I V I LQ |
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520 GP I I LMTPGEVNAEDYYGYLTNAMINGQ I AQQQNGAT I VL LQVv |
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 GPI1 11 PGEQDADGFEGFLTNAMIDGL | AQRQQGGAT | VL LQ |
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-553 GPV | VLDGGETSGEDRIPFLDT-GI VE I LlRATGGVGVVL LRWLSN
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-528 GPV IVFEAGEGPGDERMP ILDT-GILNILANATDGLAIVL LRWLNN
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526 SPVVLFIPG VSADGYEGILT LlGV@AQ IQGAVIL I LQY LT L
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 SPVLLFTPGESDAADYDGFLTNKHMIVGRFAEE IGGAVILL Y LQY LT L
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 GPIFLYCGNEGDIE---WFATNSGF IWD | APKFGALLVFP YY MPYGSREEAYKNATTLSYLTT
Zea_mays_S28.A02/1-515 GPIFFYCGNEGD IA- - -WFAANSGLVWEAAPRFAALVVFA YY MPFGSKAKAYSDSKSLAYLTA
Ricinus_communis_S28.A02/1-511 APIFLYCGNEGD/IV - - -WFAENTGFVW- - - - - - o o o e e e e e e oo - I PlGS RDEAYKNASTLSYLTA
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 APILAFLGEESSLD- - Y MPFGSAEEALKNASTLGYLNAA
Nicotiana_tabacum_S28.A003/1-504 SPIFAYLGAESSIID- - IPFGKIEEALKDEDRRGYFNSA
Ricinus_communis_S28.A03/1-501 SPIFVYFGAEAPLD - - VPFGSQGEALKNGS IRGYFNSA

Homo_sapiens_PrCP/1-496 GSILFYTGNEGDI I - - LPFGD- -NSFKDSRHLNFL F
Bos_taurus_PCP/1-499 GSILFYTGNEGDI | - - LPFGA- -DSFSDSRHLNFL F
Mus_musculus_PCP/1-491 GSILFYTGNEGD IV - - LPFGQ- -DSFKDSQHLNFL F
Homo_sapiens_DPP2/1-492 GP I FFYTGNEGDVW- - LPFGAQS - - -TQRGHTELL F
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500 GP I FFYTGNEGD IW- - Y'Y LPFGVQS - - - TQRGYTQLL F
Felis_catus_DPP2/1-519 GP I FFYTGNEGNVW - LPFGERS - - - TQRGHTELL F
Homo_sapiens_TSSP/1-514 GPIFLHLGGEGSLG- - { IPAGG- - - - - LEMAQLRFL \'%
Capra_hircus_TSSP/1-516 GPVFLHLGGEGSLG- - IPAEG- - - - - LDMAQLRF L A
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 APVFLH I GGEGSLG - MPAGG - - - - - LDMAQLR.L V

Consensus

GPIFLYTGGEGD IDGYEGFLTNSGFVGDLAPEQGALL+FLEHRYYGESLPFGN++EA+LDVASLQYLTSEQALADF

Fortsetzung Abb. A.2



Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519
Postia_placenta_S28.004/1-528
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-553
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-528
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515
Zea_mays_S28.A02/1-515
Ricinus_communis_S28.A02/1-511
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502
Nicotiana_tabacum_S28.A003/1-504
Ricinus_communis_S28.A03/1-501
Homo_sapiens_PrCP/1-496
Bos_taurus_PCP/1-499
Mus_musculus_PCP/1-491
Homo_sapiens_DPP2/1-492
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500
Felis_catus_DPP2/1-519
Homo_sapiens_TSSP/1-514
Capra_hircus_TSSP/1-516
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509

Consensus

Fortsetzung Abb. A.2

AGALT
AGALT
SGALTAF lePDVF%AAIA
SGALTSFTVVNQPDVFRAAYA

AYFAYNVKLPMPGGDNV - TPDQAPWVL | GG
DYFAYNVKLAMPRGDHV - TPAKAPWI LVGG
EYFAYNVKLPMPGGDHV - TPKEAPWIL | GG
VYFANNV LPMPGGDHV-N.TEAPWI LI1GG
DYFAYNVELAMPGGDHV - TPNEAPWVL | GG
ANFMANV LPGIDE-DL-TAPNTPWI.GG

ANF IDNVTFPGIPG-DL - TAPGTPWI YYGG
IYFAETVILQFDNSTRI-NAQNAPWVMVGG
VHFAKTVNLPFDE IHSS - NADNAPWVMTGG
AVEVTDLER- - - - - - NL - SAEACPVVLFGG
AVLLTDLKR- - - - - - NL - SAEGSPVVLFGG
AVEITDEER - - - - - - NL - TAEDCPVVLFGG

AAIPLLHVEE - - - - - - KY - SENHSP | | VI GGSYGGML AAWF
AELLLHVKE - - - - - - QF - SAPNSP I IV IGG GGMLAIwF
AERD | HUBK - - - - - - NL - QAENSPV IV | GGSYGGML ASWF
AEL IKHLKR- - - - - - TIPGAENQPV | A|GGSYGGMLAAWF LVPCGVFMK | V
AKLIRYLKR- - - - - - TIPGARNQHV | ALGGS YGGML AAWF LVPCD | FMK | V

rrr—=<SZSSrrrrrr

AEL IRHLEK- - - - - - TIPGAQGQPVIAIGGSYGGMLAAWF AP IWQLDGMVPCGEFMKII V
AELLRALRR------ DL - GAQDAPA | AFGG APVLAVAGLGDSNQFFRDV
AVLLQALRH- - - - - - NL-GVQDAP.IAFGG APV | AVAGLGNPDQF FRDV
ARLLNALRR- - - - - - DL -GAQDTPAIVFGG APVVAVAGLGDSYQF FRDV
VSARLALSR------ LENI1SISSSPWICFGG APVRAVLDF - - -SENNDVV
ASAHLTLSR ------ LENVSISTSPWICFGG APVRA.L F---SKNNDVV
ASARQALTL------ LLNVSASSPWICFGG APLSAVLDF - - -HA¥YNEVVA

AYFA+N+K+PMPGGDNL+TA+NAPWIL+GGSYGGMLAAWTRLKYPHLVWGALASSAPVLAFED+VP+WGYFDIV+



Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519
Postia_placenta_S28.004/1-528
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-553
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-528
Aspergillus_niger_EndoPro_S28.004/1-526
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515
Zea_mays_S28.A02/1-515
Ricinus_communis_S28.A02/1-511
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502
Nicotiana_tabacum_S28.A003/1-504
Ricinus_communis_S28.A03/1-501
Homo_sapiens_PrCP/1-496
Bos_taurus_PCP/1-499
Mus_musculus_PCP/1-491
Homo_sapiens_DPP2/1-492
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500
Felis_catus_DPP2/1-519
Homo_sapiens_TSSP/1-514
Capra_hircus_TSSP/1-516
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509

Consensus

Fortsetzung Abb. A.2

-ALTGP | FDWQSLQP

ADVQA | VGYFDG | VAKNDTSA IDALKATFE - NMTAL --ALADPLYSWQDLQP
ADVQAV I SHIBSVFTSSNETAIDE IKALF - GM - -ALQNPLWEWQSLQP
ADVEKVIAYI@TEFTSGTTEEIDYIKTLF-NM - -ALRNNLWDWQS LQP
SDVQAV IGY IDDVFTSGN I QE[INS|IKTTF - GM DL --ALSYPIFYWQDLQP

RAsaz=sas ADPEESSNIQRAIETVBTILS - - VPHLR | ALKQLF - GLGELEHDDBFAS - - - LLE SPMGYWQGKNW

o | [PYSPRRI APAACITQVERTIDEV%RLITSPNAKTRLAIKSVF-GLQNV“YDBMFAS---LLSNPLGAWOSNNW

o) [P MAQKDVS LVAE YVDK | GKNGTAKEQQALKELF - GLGAVEHFDDFAA - - -VLPNGPYLWQDNBF

E@------- MPKNCEIKDLNRVVE Y IDHVYESGD | ERQQE | KEMF - GLGALKHFDDF AA - - - Al TNGPWLWQDMNF

NDFKR- - - -ESSSCFNTIKDSWDA/l | AEGQ- - KENGLLQLTKTFHFCRVLNSTDDLSD - - -WLDSAYSYLAMVBY

DDFRR- - - -ESLSGFLTIKDSWKELBDQAN - - EQDGLLKLSKTFHLEQTLKTSGDLSD - - -WLSSAYSYLAMVDY

NDFKR- - - -ESSRCEFNTIKESWNAIASEGL - - KENGLVKLSRTFHMCSDLNS TDELAD - - -WLESAYSYLAMVDY

KVFKE----ASERCYNTIRNSWIEI@RVAG--KPNGLSILSKQFKTCAPLNGSFWIKD---FLDTH?AEAV@YNR

KDFKE----ASESCYQTIRDSWSII@KIAS--TKDGLAYLSQKFKTCSPLNNSSHLKG---YLDSHYAVAAQWID

RDFRE - - - -ASENCYKT/IQKSWAE I DGVAS - -MPKGLDVLSKKFKTCKPLFDSBDELKD - - -RLDSMY/SGAAQYNK

TDFRK- - - - SGPHCSES/IHRSWDA INRLSN - - TGSGLQWL TGALHLCSPLT-SQD I QHLKDWISE VNLAMVIY

TDFSQ- - - T VNVAMVDY

NDFRK - - - VNLAMVNY

ADFEG- - - LTQLFMFARNAF TVLAMMBY

ADFYE = = = LTQLFGFARNAFTVLAMMDY

ADFEG- - - Y : DLTQLFGFARNAFTVLAMMDY

RSLMSTAIGGSLECRAAVSVAFAEV@RRLR-SGGAAQAALRTELSACGPLGRA@NQAELLGALQALVGGVVQW &

RSLMNTAIGGSLECRAAASAAFAEVERRLR-ASRGARAALSVELGACGSLERAEIQAELLGALQALVGGAVQY &

RSLTQVAIGGSLECLAAVSAAFAEV5RLLR-SGPAAQAVLKEELGACGSLDRT& QGELLGALQALVGGTVQYDG

_-_--L—.———-_—_——-_J—.-u_-_-‘_-__-_

+DF++TAIGMSPNCSADVRASWAE IDRLFTSG++G+LDALKQTFH+CGPLTHSDD+A+L+GALSN+YGYWAM+DY



. . . ‘ . . e 8 o
Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 A- - - - - - GELTDLSFFEFCDALEVK=- - - - - - - - NEVBABPE - - - - - - - - GWGLDYALQAWGS YWNTTFLPENCY -

Postia_placenta_S28.004/1-528 S------ SEL DNAFFFCDALEVK -------- DGENAPPQ -------- GWGLEHALQAYGSWWTSTYYETICP -

Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 S------ PAR GGVFYFCDALEVK GWGLDHALPAWAQYWTDTYYPYLCD -
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520 D------ SG-PDQQFF FCDALEVK GWGLDHALNAWGTYWANTYYALICG-
Fibroporia_radiculosa_S28.004/1-512 S------ PE LlD LSF FFCDA LEVK GWGLDYALQAWGSWWENDFLPSACE -
Wolfiporia_cocos_PsP_C_S28.UPW/1-553 D - - - - - - PTVGSTGFEFCEALSKPLLGSE |QETATYNVETDMLTLPGGLNVPLV_\!YNYARY| KEKFVSRCPD -
Trametes_versicolor_S28.UPW/1-528 D------ PAVGSTSFARFCAALGTP------- DNATVHTVQ- - - - - - - - Gl TVSNA\‘TJ\FNYATY INRTISRECQP -
Aspergillus_niger EndoPro_S28.004/1-526 A - - - - - - TGYI- - SFF@FCDAVEGV - - - - - EAGAAVEPGPE - - - - - - - - GVGLEKALANYANWF.I LPDYCAS
Aspergillus_fumigatus_S28.004/1-525 V--onon-- SGYS - - RFYKFCDAVENV ----- TPGAKSVPGPE - ------- GVGLEKALQGYASWF YLPGSCAE
Arabidopsis_thaliana_S28.A02/1-515 PYPADFMMPLPGHP I REVCRK/IDGA- - - - - - - - GSNASILD-=-=-=-=-=-==--- RIYAGISVYYNY - - - - - - o o o o - &
Zea_mays_S28.A02/1-515 PLPSEFLMPLPANP IKEVCRNIDSQ- - - - - - - - PKGIGTLE ---------- RIYAGVNVYYNY - - - - -« cw e -
Ricinus_communis_S28.A02/1-511 PYPAEFMMPLPGHP IREVTEFYF - - - - - - - - - - - - - SHSKLS - - - = = = = = = - Hill- - - - - s e e e e e e e e e e e e e e a
Arabidopsis_thaliana_S28.A03/1-502 G--------- PNFWVAKVCNA I NAN PPNRRYNLLD---=--=-=-=--- RIFAGVVAL - - - = = = = e e e e e e - -
Nicotiana_tabacum_S28.A003/1-504 P--eee e o - PRYPVTVICGGIDGA-------- TNGEDVLD ---------- RIFAGIVAY - - - - - - c e e e e e e - -
Ricinus_communis_S28.A03/1-501 P--------- PTYPVNIICSGIDGA- - - - - - A-SSSNDTLD=- - - == === -- KIFAGVVAY - - - - - - - - = - - - - - -
Homo_sapiens_PrCP/1-496 PYASNFLQPLPAWP | KVVCQYLKNP BmLLEQ- --------- NIFQALNVYYNY - - - - = = = = = = = -
Bos_taurus_PCP/1-499 PYESNFLQPLPAWPVKVVCQYFKYS-------NVPDTVMVQ---------- NIFQALNVYYNY - - - = = = = = = = - -
Mus_musculus_PCP/1-491 PYACNFLQPLPAWP I KVCQYLKNP ---------- NIFQALSVYYNY - - - = = = = = = = - -
Homo_sapiens_DPP2/1-492 PYPTDFLGPLPANPVKVGCDRLLSE-----------AQRIT---=-=-=----- GLRALAGLVYNA------------
Rattus_norvegicus_DPP2/1-500 PYPTNFLGPLPANPVKVGCERLLSE-----------GQRIM- - =-=------- GLRALAGLVYNS|- -----------
Felis_catus_DPP2/1-519 PYPTDF IGHLPANPVKVGCDRLLSE-----------JQRIK=-=-=-=-=--=---- GLRALAGLVYNS - - - ---------
Homo_sapiens_TSSP/1-514 Q------ TGAP-LSVRQLCGLLLGG STPYC---------- GLRRAVQIVLH---=-=-=--------
Capra_hircus_TSSP/1-516 Q------ AGAP - LSVRQLCRFLLGDRGNC -RGNCSIGPAPYR - - - = = = = = - - GLRRAVQVVE}H -------------
Microtus_ochrogaster_TSSP/1-509 Q------ AGAP-LSVRQLCGLLLGD- - ---SSNRSHSITPYL - --=----=--- GLRRAVQIVLR---=-=-=-=-------
T [ R —— - [UE -

PYP+NFL+PLPA+PVKEFCDALEGK++++E++NDSVTAPLETDMLTLPGGWGL+AALQAYYNYWNSTYLPE+C++
Fortsetzung Abb. A.2



Wolfiporia_cocos_PsP_A_S28.004/1-519 - -DRSWMW - - - - - MGF FQDGAP - EGDP IV
Postia_placenta_S28.004/1-528 C - -ERSWLW- - - - - MGF QDGAP DGIPTIA
Fomitopsis_pinicola_S28.004/1-521 DRDPE T‘;; FGTYNA - -NRSWTW- - - - - MGF QDGAP -EDVPTLV
Wolfiporia_cocos_PsP_B/1-520 - - - - - - DYDAEDCLGTYDP - - SRSWEW- - - - - NYMGF FQDGAP -EDQPT | V
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A.3 Multisequenzalignment der verschiedenen PsPs aus Wolfiporia cocos
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Abb. A.3: Multisequenzalignment der verschiedenen PsPs aus Wolfiporia cocos (PsP A bis PsP C). Die Aminosduren der katalytischen Triade werden mit einen roten

Dreieck markiert, die Cystenreste der Disulfidbriicken mit einem gelben. Die dem Histidin der katalytischen Triade benachtbarte Cystein ist mit einer eingekreisten Eins bzw. das

Histidin ist mit einer eingekreisten Zwei markiert
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A.4 Multisequenzalignment der PsP aus Wolfiporia cocos gegen EndoPro™ und Afu
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Abb. A.4: Multisequenzalignment der PsP A aus Wolfiporia cocos, sowie der EndoPro™ aus Aspergillus niger und der Afu aus Aspergillus fumigatus. Die Aminosiuren
der katalytischen Triade werden mit einen roten Dreieck markiert, die Cystenreste der Disulfidbriicken mit einem gelben. Die dem Histidin der katalytischen Triade benachtbarte

Cystein ist mit einer eingekreisten Eins.
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