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Zusammenfassung

Basidiomyceten als die am hdchsten entwickelten Pilze stellen aufgrund ihrer
komplexen Ausstattung an intra- und extrazellularen Enzymen wertvolle Werk-
zeuge fur die Lebensmittelbiotechnologie dar. Da das stark viskositats-
erhohende $-1,3-1,6-D-Glucan Cinerean die Herstellung von Saften und Weinen
erschwert, wurden 29 Basidiomyceten in einem Screeningverfahren mit
Cinerean als Induktor auf g-Glucanaseaktivitat untersucht. 19 von ihnen zeigten
potentielle f-Glucanaseaktivitat, die mit Hilfe des flr Endoaktivitat spezifischen
Substrats Laminarin azur (f4-1,3-1,6-D-Glucan kovalent verknipft mit Remazol

Brillantblau R) naher charakterisiert wurde.

Kulturiberstéande von Phanerochaete chrysosporium zeigten die hochste Endo-
aktivitat gegentber Laminarin azur. Bei einem pH-Optimum von 5,0 wurde ein
Temperatur-Optimum von 63 °C bis 68 °C ermittelt. Im Kulturiberstand wurden
nach isoelektrischer Fokussierung 2 Enzyme nachgewiesen, die Aktivitat ge-
genuber Laminarin zeigten. Die jeweiligen isoelektrischen Punkte betrugen 6,7
und 5,5. Die Analyse der Laminarinabbauprodukte mittels Gréf3enausschluss-
chromatographie, gekoppelt mit einem Verdampfungslichtstreudetektor (SEC-
ELSD), wies auf eine Endoaktivitat hin. Mit Hilfe der Gelfiltrationschromatogra-
phie wurde eine Endo-g-Glucanase mit einem Molekulargewicht von 39 kDa
(GFC) bzw. 42 kDa (denaturierende SDS-PAGE) bis zur elektrophoretischen
Homogenitat gereinigt und nach tryptischem Verdau mittels ESI-MS/MS de novo
ansequenziert. Die erhaltenen Peptidsequenzen zeigten hohe Homologien zu

einer Endo-1,3(4)-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium.

Basierend auf den ermittelten Peptidsequenzen wurde die fur die Endo-g-
Glucanase kodierende cDNA mit 948 bp kloniert. Nach Anpassung der
Nukleotidsequenz an die Codon Usage von E. coli wurde die Endo-f-Glucanase

heterolog exprimiert und mittels Western Blot nachgewiesen.



Aus dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus wurde die kodierende cDNA einer
Oxygenase, die (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton zu transformieren vermag, mit
1.191 bp kloniert. Die cDNA-Sequenz zeigte eine hohe Homologie zu einer
mutmallichen Lipoxygenase aus dem nah verwandten Pilz Pleurotus ostreatus.
Fur die heterologe Expression der Oxygenase wurde die Nukleotidsequenz an
die Codon Usage von Hansenula polymorpha angepasst. Die Expression wurde
mittels Western Blot und oxygenasespezifischen Antikdrpern nachgewiesen.
Sowohl gegenuber (+)-Valencen als auch gegenuber dem fir Lipoxygenasen

typischen Substrat Linolsaure zeigte das rekombinante Enzym keine Aktivitat.



Abstract

Due to their complex arsenal of intra- and extracellular enzymes, fungi of the
class of basidiomycetes represent promising tools for applications in food
biotechnology. The production of juices and wine may be hindered by the
presence of the highly viscous f-1,3-1,6-D-glucan cinerean. Therefore, 29
basidiomycetes were screened for f-glucanase activity using cinerean as an
elicitor. 19 of them showed p-glucanase activity which were examined more
closely with laminarin azure (f-1,3-1,6-D-glucan covalently linked with Remazol

Brilliant Blue R), a specific substrate for endo-activity.

Culture supernatants from Phanerochaete chrysosporium showed highest endo-
activity against the chemically modified f-1,3-1,6-D-glucan laminarin azure.
Optimal hydrolysis was observed at a pH value of 5.0 and temperature between
63 °C and 68 °C. Isoelectric focusing revealed 2 active enzymes with isoelectric
points of 6.7 and 5.5, respectively. Analysis of the laminarin cleavage products
by means of size exclusion chromatography coupled with an evaporative light
scattering detector (SEC-ELSD) indicated an endo-activity of the enzyme. The
molecular weight of an endo-fg-glucanase was determined to be 39 kDa (SEC)
and 42 kDa (SDS-PAGE), respectively. The enzyme was purified to
electrophoretic homogeneity by gel filtration chromatography (GFC). Peptide
sequences obtained by ESI-MS/MS after tryptic digestion revealed high
homologies to further endo-1,3(4)-f-glucanase from Phanerochaete chryso-

sporium.

The 948 bp cDNA of the endo-g-glucanase was amplified by PCR and cloned.
The nucleotide sequence was adapted to the codon usage of E. coli. The endo-
F-glucanase was heterologously expressed and successful expression was

shown by western blot analysis.

From the basidiomycete Pleurotus sapidus the 1191 bp-cDNA of an oxygenase,

which oxidizes (+)-valencene to the grapefruit flavor (+)-nootkatone, was cloned.



The cDNA sequence showed high homology to a putative lipoxygenase to the
closely related fungi Pleurotus ostreatus. The nucleotide sequence was adapted
to the codon usage of Hansenula polymorpha, and the oxygenase was
heterologously expressed. Successful expression was shown by western blot
analysis. However, enzymatic activity for the oxidation of (+)-valencene was not
detected.
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1 Einleitung

1.1 Bisherige Kenntnisse

,Um Missverstandnissen vorzubeugen und lastige Umschreibungen zu vermei-
den schlagt Vortragender vor, die ungeformten oder nicht organisierten Fermen-
te, deren Wirkung ohne Anwesenheit von Organismen und auf3erhalb derselben
erfolgen kann, als Enzyme zu bezeichnen.” — Damit fihrte der Physiologe Wil-
helm Friedrich Kihne wahrend der Verhandlungen des Naturhistorisch-
Medizinischen Vereins zu Heidelberg im Jahre 1876 den Begriff Enzym ein, der
soviel wie ,in Hefe“ bedeutet (Kihne 1877). Erst im Jahre 1926 bewies der
Chemiker James Batcheller Sumner anhand des Enzyms Urease, dass es sich
bei Enzymen um Proteine handelt, die als Biokatalysatoren wirken (Sumner
1926). Seit den frihen 1980er Jahren verbreitete sich die Anwendung von En-
zymen in der Industrie (Pass 1981). Die so genannte ,WeiRe Biotechnologie®
strebt seitdem an, konkurrenzfahige, umweltfreundliche und nachhaltige Alterna-
tiven gegendber herkbmmlichen petrochemischen Prozessen zu ermdglichen.
Dazu werden Enzyme mit neuartigen katalytischen Eigenschaften bendtigt. Ge-
malf3 einer Studie der internationalen Unternehmensberatung McKinsey & Com-
pany konnten Methoden der WeilRen Biotechnologie mit hohen jahrlichen
Wachstumsraten zu einem Anteil von bis zu 20% in der gesamten chemischen

Industrie eingesetzt werden (Frazzetto 2003).

Eine ergiebige Quelle fiur Enzyme mit hohem Anwendungspotential in der Wei-
Ren Biotechnologie stellt insbesondere die Abteilung Basidiomyceten (Stander-
pilze) dar, von denen bisher 30.000 Arten bekannt sind (Kirk et al. 2008). Auf-
grund der Komplexitat ihrer Substrate wie Holz und terpenreiche Biopolymere
sind sie in der Lage, eine eindrucksvolle Auswahl an einzigartigen Enzymen —
einschlie3lich Hydrolasen (Pérez et al. 2002) und Oxidoreduktasen (Scheibner
et al. 2008) — zu produzieren. Dabei sind die haufig extrazellularen Enzyme

aulRergewohnlich stabil (Jacobs und Callewaert 2009). Zudem akzeptieren sie
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zahlreiche nachwachsende Rohstoffe als Kohlenstoffquelle und als Substrate in

Transformationsreaktionen (Bouws et al. 2008).

Eines der altesten Beispiele der Lebensmittelbiotechnologie ist die Herstellung
von Wein. Die Datierung der ersten Weinherstellung geht auf die Neusteinzeit
zwischen 5400 bis 5000 v. Chr. in Hajji Firuz Tepe im Zagros-Gebirge (Iran)
zurtick (McGovern et al. 1996). Die Fermentation von Most zu Wein ist ein kom-
plexer biochemischer Prozess, bei dem zahlreiche Enzyme involviert sind. Die
Enzyme, die sich sowohl positiv als auch negativ auf die Qualitat des Weines
auswirken kénnen, stammen aus den Trauben, ihrer Mikroflora und den Mikro-
organismen, die an der Garung beteiligt sind (van Rensburg und Pretorius
2000). Um den Garungsprozess steuern und damit eine gleichbleibende Qualitat
von Wein gewaéhrleisten zu kénnen, werden seit den 1970er Jahren kommer-
zielle Enzympraparationen eingesetzt, die zum einen die positive Wirkung der
natirlich vorkommenden Enzymaktivititen beglnstigen. Zum anderen dienen
sie dazu, das Ergebnis unerwinschter und zu Problemen fihrender Enzymakti-

vitaten zu reduzieren (Moreno-Arribas und Polo 2005).

Als besonders problematisch bei der Herstellung von Saften und Weinen gilt das
vom Schimmelpilz Botrytis cinerea extrazellular gebildete, stark viskositatserho-
hende f-1,3-1,6-D-Glucan Cinerean mit einem Molekulargewicht von bis zu
1.000 kDa (Dubourdieu et al. 1981, Abb. 1.1). Durch das Cinerean werden die
Prozessvorgange Filtration, Klarung und Stabilisierung von Most und Wein stark
beeintrachtigt.

HO 0
HO OH

OH 0 OH
o) O HO 0
HO HOO 7S | OH
HJ/O
OH OH OH

Abb. 1.1: 4-1,3-1,6-D-Glucan
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In der Kellereitechnik kann der Abbau dieses Glucans mit Hilfe von
[-Glucanase-Praparaten aus verschiedenen Trichoderma-Arten, die zu der Ab-
teilung Ascomyceten gehoren, erfolgen (Moreno-Arribas und Polo 2005). Nach
der Durchfiihrungsverordnung der EU-Kommission (EG) Nr. 606/2009 zur euro-
paischen Marktorganisations-Verordnung fur Wein (EG) Nr. 1493/1999 handelt
es sich bei g-Glucanasen um Enzyme der EC Klasse 3.2.1.58 und demnach um
1,3-p-Glucosidasen, die vom nichtreduzierenden Ende des Glucans nach Inver-
sion des anomeren Zentrums a-Glucose freisetzen. Diese Exoaktivitat hat lange
Standzeiten von bis zu einer Woche zur Folge (Villettaz et al. 1984).
Glucanasen mit einer Endoaktivitat, die das Cinerean im Inneren des Molekils
hydrolysieren und damit schneller zu einer verbesserten Filtrierbarkeit von Most

fuhren konnten, sind bislang laut Verordnung nicht zugelassen.

Ein anderes Gebiet, bei dem das enzymatische Potenzial von Pilzen zum
Einsatz kommt, ist die Herstellung von Aromen. Aromen finden in der Lebens-
mittel-, Kosmetik- und Parfumindustrie sowie bei der Herstellung von Wasch-
und Reinigungsmitteln vielseitige Verwendung. ,Natlrliche Aromastoffe* werden
gegenuber chemisch synthetisierten Aromastoffen vom Endverbraucher bevor-
zugt. Gemal3 der europdischen Verordnung (EG) Nr. 1334/2008 handelt es sich
um einen ,natirlichen Aromastoff’, wenn er durch geeignete physikalische, en-
zymatische oder mikrobiologische Verfahren aus pflanzlichen, tierischen oder
mikrobiologischen Ausgangsstoffen gewonnen wird und wenn er nattrlich vor-
kommt, d. h. in der Natur nachgewiesen wurde. Biotechnologisch erzeugte
Aromastoffe werden demnach als ,naturliche Aromastoffe” deklariert, was einen
Wettbewerbsvorteil gegeniber chemosynthetisch hergestellten Aromastoffen

darstellt.

Unter den Aromastoffen bilden Terpenkohlenwasserstoffe und ihre Oxidations-
produkte, die Terpenoide, eine bedeutende Gruppe. Aus dem Speisepilz
Pleurotus sapidus wurde in vorangegangenen Arbeiten eine Oxygenase identifi-

ziert, die durch Oxyfunktionalisierung des Sesquiterpens (+)-Valencen den be-
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gehrten Aromastoff (+)-Nootkaton erzeugt (Kaspera 2004, Fraatz 2007,
Abb. 1.2).

o)
Oxygenase
—_—

O

2

(+)-Valencen (+)-Nootkaton
Abb. 1.2: Oxyfunktionalisierung von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton

durch eine Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Die Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde proteinbiochemisch charakteri-
siert. Die de novo-Sequenzierung des bis zur elektrophoretischen Homogenitat
gereinigten Enzyms lieferte 16 Peptidsequenzen, die teilweise Homologien zu

mutmallichen Lipoxygenasen aus Ascomyceten zeigten (Fraatz 2007).

(+)-Valencen fallt als Neben- bzw. Abfallprodukt bei der Herstellung von Oran-
gensaft im Tonnenmalstab an. (+)-Nootkaton ist bei einem leicht bitteren Ge-
schmack und einem extrem niedrigen sensorischen Schwellenwert von etwa
1 pg L™ Wasser eine wichtige Komponente des Grapefruitaromas (Ohloff 1994).
Die niedrigen Konzentrationen von (+)-Nootkaton in allen bekannten natirlichen
Quellen erlauben keine wirtschaftliche Extraktion. Um den hohen Bedarf zu de-
cken, wird (+)-Nootkaton derzeit ausschliel3lich chemosynthetisch hergestellt.
Dazu sind eine Reihe umweltgefahrdender, karzinogener und atzender Chemi-
kalien wie Chrom(VI), Tetrachlorkohlenstoff und Acetanhydrid notwendig (Hun-
ter und Brogden 1965). Ein biotechnologisches Verfahren zur Produktion von

(+)-Nootkaton im industriellen Maf3stab wurde bislang nicht etabliert.
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1.2 Zielsetzung

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung von zwei neuartigen Enzymen
aus Basidiomyceten. Zum einen sollte in einem Screening eine Endo-f
Glucanase identifiziert und anschlielend proteinbiochemisch charakterisiert
werden, die das f-1,3-1,6-D-Glucan Cinerean zu hydrolysieren vermag. Die
Reinigung des Enzyms diente der Ermittlung von Peptidsequenzen, anhand
derer die kodierende cDNA-Sequenz der Endo-p-Glucanase zu identifizieren

war.

Zum anderen sollte ausgehend von vorangegangen Arbeiten (Fraatz 2007) die
kodierende cDNA-Sequenz einer Oxygenase aus dem Basidiomyceten
Pleurotus sapidus identifiziert werden. Abschlielend sollte die heterologe Ex-
pression beider Enzyme in E. coli bzw. Hansenula polymorpha erfolgen.
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2 Methoden

2.1 Chemikalien, Gerate, Mikroorganismen
Tab. 2.1: Chemikalien
Chemikalie Qualitat Hersteller

Acrylamid-Bisacrylamid-
Stammldsung,
Rotiphorese Gel 40

Agar-Agar Kobe |
Agarose LE

Ammoniumnitrat
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin, Natriumsalz
L-Asparagin-Monohydrat

Bradford-Reagenz,
Roti-Nanoquant

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-4-D-
galactosid (X-p-Gal)

Bromphenolblau,
Natriumsalz

Calciumchlorid-Dihydrat
Citronensaure
Coomassie Brillantblau G 250
Coomassie Brillantblau R 250

Desoxynucleosidtriphosphate
(dNTPs: dATP, dCTP,
dGTP, dTTP)

Diammoniummolybdat

Diethylether
Dimethylformamid
Dinatriumarsenat-Heptahydrat

40% in Wasser; 37,5:1

reinst

> 99%, p. a.
> 98%), p. a.
99%
> 99%, reinst

5x Konzentrat

> 99%, f. d. Biochemie

f. d. Elektrophorese

> 99,5%, p. a.
> 99,5%, Ph. Eur.
reinst
reinst

> 98 %, lyophilisiert

99,998%

> 99,5%, p. a.
> 99,8%, p. a.
98%

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt
Biozym,
Hessisch Oldendorf
Applichem
Applichem
Roth
Applichem

Roth

Roth

Roth

Applichem
Roth
Applichem
Applichem

Roth

Acros Organics,
Nidderau

Roth
Roth
Alfa Aesar, Karlsruhe
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Chemikalie Qualitat Hersteller
Dinatriumhgﬁ]?c?rz?phosphat- > 99,5%, p. a. Applichem
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat > 99,5%, Ph. Eur. Roth
Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat > 99%, p. a. Applichem
Essigsaure 100%, p.a. Roth
Ethanol > 99,8%, ) Schmidf[ Chemikalien,
m. MEK vergallt Dillenburg
Ethanol > 99,5%, Ph. Eur. Roth
Ethanol gradient grade Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure,
Dinatriumsalz (EDTA)

Formaldehyd
Formamid

D(+)-Glucose-Monohydrat
Glycerol
Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol

Isopropyl-4-D-
thiogalactopyranosid (IPTG)

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumnatriumtartrat-
Tetrahydrat

Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat
Laminarin

Laminarin azur
Linolsaure
Lipoxygenase

Magnesiumsulfat-Heptahydrat

> 99%, p. a.

37%, p. a.

> 99,5%, deionisiert f.
d. Molekularbiologie

f. d. Mikrobiologie

> 98%, Ph. Eur.
> 99%, p. a.

reinst

> 99,8%, p. a.

> 99%, f. d. Molekular-

biologie

99-100,5%, Ph. Eur.

p. a.
> 99%, p. a.

> 99%, p. a.

99%
>50.000 U mg™

> 99 5%, f. d. Moleku-

larbiologie

Applichem
Roth
Applichem

Roth
Roth
Roth

Fisher Scientific,
Schwerte

Roth
Roth

Applichem
Roth

Roth

Applichem

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich
Acros Organics
Roth

Applichem
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Chemikalie Qualitat Hersteller
Magnesiumsulfat-Hydrat g 99%,r3i?]tsr?cknet, Roth
D(+)-Maltose-Monohydrat > 95%, f. d. Biochemie Roth
Ma”ﬁ;?éu;’g:‘;?“d‘ > 98%, p. a. Roth
Mangan(ll)-sulfat-Monohydrat > 99%, p. a. Applichem
p-Mercaptoethanol 99%, p. a. Roth
Natriumazid > 99%, reinst Applichem
Natriumcarbonat > 99%, wasserfrei Roth
Natriumchlorid 99-100,5%, Ph. Eur. Applichem
Natriumdodecylsulfat (SDS) Ph. Eur. Merck
Natriumhydrogencarbonat > 99,5%, p. a. Roth
Natriumhydroxid > 99%, p. a. Roth
Natriumsulfat > 99%, p. a. Roth
Natriumthiosulfat-Pentahydrat > 99%, Ph. Eur. Roth
(+)-Nootkaton > 99%, puriss. Sigma-Aldrich
Orcinol 97% Sigma-Aldrich
n-Pentan > 99%, p. a. Roth
Pepton f. d. Mikrobiologie Roth
Rinderserumalbumin (BSA) > 98%, E).i(()jlbg/:glekular- Roth
Salzsaure > 25%, p. a. Roth
Schizophyllan Glucangehalt 6,1 g L™  Erbsloh, Geisenheim
Schwefelsaure 98% Roth
Silbernitrat > 99,9%, p. a. Roth
Stickstoff 5.0 Linde, Pullach
N,N,N’,N'"-
Tetramethylethylendiamin > 99% Applichem
(TEMED)
Tris(hydroxymethyl)- > 99,3%, buffer grade Roth
aminomethan (Tris)
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) > 99%, p. a. Roth
Wasserstoff 5.0 Linde
(+)-Valencen 95% Dohler, Darmstadt
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Chemikalie Qualitat Hersteller
Xylencyanol f. d. Elektrophorese Merck

Zink(Il)-sulfat-Heptahydrat > 99,5%, p. a. Applichem

Tab. 2.2: Gerate

Gerat Modell Firma
Autoklav Laboklav 160 SHP Steriltechnik,
Magdeburg
Autoklav Laboklav 25 SHP Steriltechnik
. . . T 25 digital
Dispergiergerat Ultra-Turrax IKA, Staufen
Dispergierwerkzeug S25N-18G IKA
Kihl-Thermo-Mixer MKR 13 HLC BioTech, Bovenden
. Zirbus Technology,
Gefriertrocknungsanlage VaCo 2 Bad Grund
Geldokumentation DeVision G Decon Science Tec,
Hohengandern

Gelkammer

IEF-Gel-
elektrophoresekammer

Inkubator
Inkubationsschuttler
PCR-Cycler
PCR-Werkbank
pH-Meter
Pipette 0,1-2,5 pL
Pipette 2-20 pL
Pipette 20-200 pL
Pipette 100-1000 pL
Reinstwassersystem
Gelelektrophoresekammer
Spannungsquelle
Spannungsquelle
Spektralphotometer

PerfectBlue Mini S Peqlab, Erlangen

Multiphor II GE Healthcare, Minchen
INE 500 Memmert, Schwabach
Multitron 2 Infors HAT, Einsbach
Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg
PCR-Workstation Peglab
SevenEasy pH Mettler Toledo, GielRen
Research Eppendorf
Research Eppendorf
Research Eppendorf
Research Eppendorf
arium 611VF Sartorius, Gottingen
PerfectBlue Twin S Peglab
EV262 Peglab
EV231 Peglab
Specord 50 Analytik Jena, Jena
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Geréat Modell Firma
Software . .
Spektralphotometer WInASPECT 2.2.1.0 Analytik Jena
Sterile Werkbank HERAsafe KS 18 Thermo Flshe'r Scientific,
Dreieich
Tank-Elektroblotter PerfectBlue Web S Peglab

Tischzentrifuge
Tischzentrifuge

Ultraschallgerat

Ultraschallsonde

Allegra X-15R
Microfuge 22R

Sonifier B-12
Cell Disruptor

Sonifier Converter

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter

Branson Ultrasonics
Corporation,
Danbury, USA

Branson Ultrasonics

Modell L Corporation
Ultratiefkiihlschrank Forma 906 Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge J2-MC Beckman Coulter
Tab. 2.3: Mikroorganismen
Stamm Abkirzung Herkunft
Botrytis cinerea 877 BCI DSMZ, Braunschweig
Botrytis cinerea 5145 BCI DSMZ
Agrocybe aegerita 4021 AAE Sylvan, Horst, Niederlande
Armillaria mellea 100.12 AME CBS, Utrecht, Niederlande
Clitocybe illudens 3398 CIL DSMZ
Collybia fusipes 414.79 CFU CBS
Hericium erinaceus 260.74 HER CBS
Lentinula edodes LED V;/g:girs'ghh%%%gggﬂ’
Lentinula edodes 225.51 LED CBS
Gottfried Wilhelm Leibniz
Lentinula edodes A 20-5 LED Universitat (GWLU),
Hannover
Lepista nuda 300.58 LNU CBS
Marasmius alliaceus 413 MAL GWLU
Marasmius scorodonius 137.83 MSC CBS
Marasmius scorodonius 166.44 MSC CBS
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Stamm Abkirzung Herkunft
Marasmius scorodonius 850.87 MSC CBS
Meripilus giganteus 561.86 MGI CBS

Friedrich-Schiller-

Phanerochaete chrysosporium L 13-2 PCH Universitit (FSU), Jena

Pholiota squarrosa 5127 PSQ DSMZzZ
Pleurotus eryngii 366.47 PER DSMZ
Pleurotus euosmus 5331 PEU DSMzZ

Georg-August-Universitat

Pleurotus floridanus Nr. 17 PFL (GAU), Géttingen
Pleurotus lampas 323.49 PLA CBS
Pleurotus ostreatus 1020 POS DSMzZ
Pleurotus sajor-caju 5339 PSC DSMZ

Pleurotus sapidus 8266 PSA DSMZ
Polyporus sp. | PSP GWLU
Polyporus umbellatus 483.72 PUM CBS
Sparassis crispa 408.71 SCR CBS
Trametes sp. 480.63 TSP CBS
Trametes versicolor E39 TVE GWLU
Wolfiporia cocos 279.55 WCO CBS
Escheria coli TOP10 E. coli Invitrogen, Darmstadt
Escheria coli K12 TB1 E. coli New England Biolabs,

Frankfurt a. M.

Artes Biotechnology,

Hansenula polymorpha - Langenfeld
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2.2  Kultivierung von Asco- und Basidiomyceten

2.2.1 SNL-Medium

D(+)-Glucose-Monohydrat 30,0gL*
L-Asparagin-Monohydrat 45¢gL*
Kaliumdihydrogenphosphat 15¢gL?
Magnesiumsulfat-Hydrat 05gL™?
Hefeextrakt 30gL?
Spurenelementlésung (s. 2.2.3) 1mLL?

Einstellen auf pH 6,0 mit 1 M Natronlauge
Autoklavieren (121 °C, 20 min)
Modifiziert nach Sprecher und Hanssen (1982)

2.2.2 SNL-Agar

D(+)-Glucose-Monohydrat 30,0gL*
L-Asparagin-Monohydrat 45gL*
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5¢gL?
Magnesiumsulfat-Hydrat 05¢gL*
Hefeextrakt 30glL?
Spurenelementlésung (s. 2.2.3) 1mLL?

Einstellen auf pH 6,0 mit 1 M Natronlauge
Agar-Agar 15,0g L™
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

Modifiziert nach Sprecher und Hanssen (1982)

2.2.3 Spurenelementlésung

Eisen(lIl)-chlorid-Hexahydrat 80mg L™
Zink(I1)-sulfat-Heptahydrat 90 mg L™
Mangan(ll)-sulfat-Monohydrat 30mgL?
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 5mg L™
EDTA 400 mg L™

Steril filtrieren
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2.2.4 Minimalmedium fiur die Produktion von Cinerean

Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Ammoniumnitrat
Spurenelementlésung 1l (s. 2.2.5)
Einstellen auf pH 5,0 mit 1 M HCI

D(+)-Glucose-Monohydrat

15¢gL?
05gL™?
1,5¢gL?
1mLL?

220gL*

Autoklavieren, Glucoselosung separat (121 °C, 20 min)

Modifiziert nach Stahmann et al. (1992)

2.2.5 Spurenelementlésung Il

Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat
Zink(I)-sulfat-Heptahydrat
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat
Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat

Steril filtrieren

500 mg L™
500 mg L™
20mg L*
20mg L™

2.2.6 Minimalmedium fiur die Induktion von Glucanasen

Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumsulfat-Hydrat
Ammoniumnitrat

Cinerean (s. 2.2.15)

Spurenelementlésung (s. 2.2.3)

15gL*
05gL™?
24gL*?
1,0gL*
1mLL?

Einstellen auf pH 6,0 mit 1 M Natronlauge

Cinerean 15 s mit Ultra-Turrax dispergieren

Autoklavieren (121 °C, 20 min)
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2.2.7 Screening-Agar fur die Induktion von Glucanasen

Kaliumdihydrogenphosphat 15¢gL?
Magnesiumsulfat-Hydrat 05gL™?
Ammoniumnitrat 24gL*?
Cinerean (s. 2.2.15) 10gL?
bzw. Schizophyllan 200 mL L™ (entspr. 1,2 g L™ Glucan)
Spurenelementlésung (s. 2.2.3) 1mLL?

Einstellen auf pH 6,0 mit 1 M Natronlauge
Agar-Agar 15,0gL*
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.2.8 Agar ohne Induktor (Referenz-Agar)

Kaliumdihydrogenphosphat 1,5¢gL?
Magnesiumsulfat-Hydrat 05gL™?
Ammoniumnitrat 249glL*
Spurenelementlésung (s. 2.2.3) 1mLL?

Einstellen auf pH 6,0 mit 1 M Natronlauge
Agar-Agar 15,09 L™
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.2.9 Stammhaltung Asco- und Basidiomyceten

Die SNL-Agarplatten (s. 2.2.2) wurden jeweils mit einem ca. 1 cm? groRem, mit
Myzel bewachsenem Stiick einer SNL-Agarplatte der verwendeten Stamme
angeimpft. Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und bei 24 °C
inkubiert. Die bewachsenen Platten wurden bei 4 °C gelagert.
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2.2.10 Stammscreening Basidiomyceten

Die Screening- und Referenz-Agarplatten (s. 2.2.7 und 2.2.8) wurden jeweils mit
einem ca. 1 cm® groRem, mit Myzel bewachsenem Stiick einer SNL-Agarplatte
der verwendeten Stamme angeimpft. Die Platten wurden mit Parafilm ver-
schlossen und bei 24 °C inkubiert. Die Stamme wurden solange neu auf Scree-
ning- und Referenz-Agarplatten tGberimpft, bis der Wachstumsunterschied zwi-
schen Screening- und Referenz-Agarplatten eindeutig war. Entsprechende
Stdmme wurden anschlielRend submers gescreent (s. 2.2.13).

2.2.11 Vorkultur

Fur die Vorkulturen wurden 250 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit 100 mL
SNL-Medium (s. 2.2.1) verwendet. Das Medium wurde mit einem ca. 1 cm?
Stick von der jeweiligen Stammplatte (s. 2.2.9) inokuliert, indem das Agar-
stickchen mittels Ultra-Turrax 20 s lang zerkleinert wurde. Die Kulturen wurden
je nach Wachstumsgeschwindigkeit des Stammes zwischen 3 und 7 Tagen

unter Lichtausschluss bei 24 °C und 150 rpm inkubiert.

2.2.12 Hauptkultur Botrytis cinerea

Fur die Hauptkulturen wurden 500 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit 250 mL
Minimalmedium (s. 2.2.4) verwendet. Von der entsprechenden Vorkultur
(s. 2.2.11) wurden ca. 25 mL entnommen und 10 min bei 4.000 rpm (2.559 @)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Mit dem resultierenden Myzel
wurde das Minimalmedium inokuliert. Die Kulturen wurden unter Lichtaus-
schluss bei 24 °C und 150 rpm bis zu einem Glucosegehalt von 0,5% (Glucose-
Teststreifen, Diabur-Test 5000, Roche, Mannheim) inkubiert.
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2.2.13 Hauptkultur Stammscreening/Phanerochaete chrysosporium

Fur die Hauptkulturen wurden 250 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit 100 mL
Minimalmedium (s. 2.2.6) verwendet. Von der jeweiligen Vorkultur (s. 2.2.11)
wurden ca. 10 mL entnommen und 10 min bei 4.000 rpm (2.559 g) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert. Mit dem resultierenden Myzel wurde das Mini-
malmedium inokuliert. Die Kulturen wurden zwischen 10 und 18 Tagen unter

Lichtausschluss bei 24 °C und 150 rpm inkubiert.

2.2.14 Hauptkultur Pleurotus sapidus

Fir die Hauptkulturen wurden 500 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit 250 mL
SNL-Medium (s. 2.2.1) verwendet. Das Medium wurde mit 25 mL der entspre-
chenden Vorkultur (s. 2.2.11) inokuliert. Die Kolben wurden 4 Tage unter Licht-
ausschluss bei 24 °C und 150 rpm inkubiert (Fraatz 2007).

2.2.15 Kulturernte Botrytis cinerea — Cinereangewinnung

Zur Abtrennung des Myzels vom Kulturtiberstand wurden die Kulturen tber ein
Stofftuch filtriert. Unter Rihren bei 4 °C wurde zu 2 Volumenteilen Filtrat 1 Vo-
lumenteil 96%iges Ethanol gegeben. Das ausgefallte Cinerean wurde an der
Oberflache abgeschopft und anschliel3end lyophilisiert (4 Tage, Stellflachen-
temperatur -20 °C, Kuhlspirale -45 °C). Das Lyophilisat wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.16 Kulturernte Phanerochaete chrysosporium

Zur Abtrennung des Myzels vom Kulturiberstand wurden die Kulturen Uber
einen Bichnertrichter filtriert. Der Kulturiiberstand wurde in einer Saugflasche

aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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2.2.17 Kulturernte und Zellaufschluss Pleurotus sapidus

Zur Abtrennung des Myzels vom Kulturiiberstand wurden die Kulturen tGber ein
Stofftuch filtriert. Das Myzel wurde dreimal mit VE-Wasser gewaschen und an-
schlieRend bei -20 °C eingefroren. Zum Zellaufschluss wurde das gefrorene
Myzel bei einer Stellflachentemperatur von -20 °C und einer Kondensator-
temperatur von -45 °C 2-3 Tage lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde bei -20 °C

gelagert.

2.3  Kultivierung von E. coli

2.3.1 LB-Medium

Trypton 10gL*
Hefeextrakt 5gL*t
Natriumchlorid 10gL?

Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.3.2 LB-Agar

LB-Medium (s. 2.3.1) 1L
Agar-Agar 159
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.3.3 Ampicillin-Stamml6sung
Ampicillin 100 mg mL™*
Steril filtrieren, Lagerung bei -20 °C
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LB-Medium (s. 2.3.1) 1L
Ampicillin-Stammlésung (s. 2.3.3) 1 mL

Die Ampicillin-Stammlésung wurde direkt vor der Verwendung in das autokla-

vierte LB-Medium gegeben.

LB-Agar (s. 2.3.2) 1L
Ampicillin-Stammlésung (s. 2.3.3) 1 mL

Die Ampicillin-Stammlésung wurde vor dem Giel3en der Platten in den auf ca.

50 °C abgekuhlten LB-Agar gegeben. Die Platten wurden bei 4 °C gelagert.

2.3.6 Expressionsmediumamp

Trypton 10,0gL*
Hefeextrakt 50gL*
Natriumchlorid 50gL*
D(+)-Glucose-Monohydrat 22glL?
Autoklavieren (121 °C, 20 min)
Ampicillin-Stammlésung (s. 2.3.3) 1mLL?

Die Ampicillin-Stammlésung wurde direkt vor der Verwendung in das autokla-

vierte Expressionsmedium gegeben (121 °C, 20 min).

2.3.7 Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgte fur Stdmme ohne Vektor auf LB-Agarplatten
(s. 2.3.2), fur Stamme mit Vektor auf LBamp-Agarplatten (s. 2.3.5). Die Platten

wurden bei 37 °C Uber Nacht inkubiert und anschliel3end bei 4 °C gelagert.



2 Methoden 20

2.3.8 Ubernachtkultur

3 mL LB-Medium (s. 2.3.1) bzw. LBamp-Medium (s. 2.3.4) wurden im 15 mL Fal-
con Tube mit einer einzelnen Kolonie von einer LB- bzw. LBamp-Platte (s. 2.3.2
bzw. 2.3.5) angeimpft. Die Inkubation erfolgte tber Nacht bei 37 °C und
225 rpm.

2.3.9 Glycerol-Stock

Zur Konservierung wurden Glycerol-Stocks von Stammen angelegt. Dazu wur-
den 600 pL einer frischen Ubernachtkultur (s. 2.3.8) mit 400 pL sterilem
50%igem Glycerol vermischt. Die Mischung wurde mit flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.3.10 Expressionskultur

Fur die Expressionskulturen wurden 250 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit
80 mL Expressionsmediumamp (s. 2.3.6) verwendet, die mit 800 L einer Uber-
nachtkultur (s. 2.3.8) von E. coli K12 TB1 mit dem gewtnschten Fusionsplasmid
inokuliert wurden. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 225 rpm bis zu einer
ODgoo von ca. 0,5 inkubiert und anschlieBend mit 0,3 mM IPTG (IPTG-
Stammldsung 24 mg mL™, steril filtriert) induziert. Nach der Induktion erfolgte die
Kultivierung fur 12 h bei 20 °C und 225 rpm.

2.3.11 Kulturernte und Zellaufschluss (Ultraschall/osmotischer Schock)

Die Zellen der Expressionskultur wurden bei 4.000 g und 4 °C 10 min
abzentrifugiert. Bei den pMAL-c4X-Konstrukten erfolgte der Aufschluss mittels
Ultraschall. Die periplasmatische Fraktion der pMAL-p4X-Konstrukte wurde

durch einen osmotischen Aufschluss gewonnen.

Fur den Ultraschallaufschluss wurden die Zellen in 20 mM Tris-HCI-Puffer
pH 7,4 mit 200 mM Natriumchlorid und 1 mM EDTA resuspendiert (10 mL Puffer
pro g Biofeuchtmasse) und tber Nacht bei -20 °C eingefroren. Nach dem Auf-
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tauen in kaltem Wasser wurde die Zellsuspension unter standiger Eiskiihlung
5 x 15 s mittels Ultraschall (Stufe 4) aufgeschlossen. Das Lysat wurde 30 min
bei 4 °C und 9.000 g zentrifugiert und der Uberstand wurde als Rohextrakt de-

kantiert.

Fur den periplasmatischen Aufschluss wurden die Zellen in 30 mM Tris-HCI
pH 8,0 mit 20% Saccharose (80 mL Puffer pro g Biofeuchtmasse) resuspendiert.
Nach Zugabe von 0,5 M EDTA zu einer Endkonzentration von 1 mM wurde die
Zellsuspension 10 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Anschlie3end wurden
die Zellen bei 8.000 g und 4 °C 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Die Zellen wurden in eiskalter 5 mM Magnesiumsulfatlésung aufge-
nommen (80 mL Magnesiumsulfatldsung pro g Biofeuchtmasse) und 10 min in
einem Eisbad geschittelt. Die periplasmatische Fraktion wurde nach

Zentrifugation bei 8.000 g und 4 °C fiir 20 min in Form des Uberstands erhalten.

2.4  Kultivierung von Hansenula polymorpha

2.4.1 YPD-Medium

Hefeextrakt 10gL*
Pepton 20gL?
D(+)-Glucose-Monohydrat 22¢gL?

Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.4.2 YPG-Medium fur die Expression

Hefeextrakt 10gL*
Pepton 20gL?
Glycerol 20gL?

Autoklavieren (121 °C, 20 min)
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2.4.3 YPD-Agar

YPD-Medium (s. 2.4.1) 1L
Agar-Agar 159
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

2.4.4 Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgte auf YPD-Agarplatten (s. 2.4.3). Die Platten wurden
1-2 Tage bei 37 °C inkubiert und anschlie3end bei 4 °C gelagert.

2.45 Vorkultur

Fir die Vorkulturen wurden 500 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit 50 mL YPD-
Medium (s. 2.4.1) verwendet, die mit Kolonien von einer YPD-Platte (s. 2.4.3)

angeimpft wurden. Die Inkubation erfolgte 16-20 h bei 37 °C und 180 rpm.

2.4.6 Hauptkultur

Fur die Hauptkulturen wurden 500 mL Enghals-Erlenmeyerkolben mit 100 mL
YPG-Medium (s. 2.4.2) verwendet. Die Vorkultur wurde bei einer ODggp zWi-
schen 10 und 15 bei 4 °C und 4.000 rpm (2.559 g) 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 1 mL sterilem
Reinstwasser resuspendiert. Das YPG-Medium wurde mit der Menge konzen-
trierter Zellsuspension inokuliert, die in einer ODggo zwischen 0,5 und 1 resultier-

te. Die Inkubation erfolgte fiir 3 Tage bei 25 °C und 180 rpm.

2.4.7 Kulturernte und Zellaufschluss

Am Ende der Kultivierung wurde die ODgoo mit einer 1:40-Verdinnung der Kul-
turbrihe bestimmt. Die Zellen wurden bei 4 °C, 4.000 rpm (2.559 g) 10 min
abzentrifugiert und in dem Volumen Aufschlusspuffer (50 mM Tris-HCI pH 7,5)
resuspendiert, das zu einer ODgoo von 60 fihrte. In ein 1,5 mL Reaktionsgefald
wurden 500 pL Zellsuspension auf das gleiche Volumen Glasperlen (& 0,25-
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0,5 mm, Roth) gegeben und 15 x 30 s mittels Vortexer aufgeschlossen. Nach
Zugabe von weiteren 500 pL Aufschlusspuffer wurde 15 x 15 s gevortext. Der
Uberstand wurde nach Absinken der Glasperlen in ein neues Reaktionsgefal
Uberfuhrt und als Gesamtzellextrakt bezeichnet. Wahrend des Zellaufschlusses

erfolgte eine standige Kuhlung auf Eis.

2.5 Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehalts

Der Gesamtkohlenhydratgehalt wurde mit dem photometrischen Orcinol-
Schwefelsaure-Test bestimmt (Chaplin und Kennedy 2003). Die konzentrierte
Schwefelsaure dient dazu, das Glucan in der Probe zu hydrolysieren. Die
Hydrolyseprodukte reagieren anschlieRend mit Orcinol zu gefarbten Verbindun-
gen, die photometrisch analysiert werden. Fir die Bestimmung der Cinerean-
konzentration in den Kulturiiberstanden von Botrytis cinerea wurde die Glucose
im Medium mittels Dialyse (ZelluTrans, Roth V-Serie, MWCO 1 kDa, Roth) ent-
fernt. 2 g L™ Orcinol wurden in konzentrierter Schwefelsaure geldst. 200 pL auf
Eis gekuhlte Probe wurden mit 800 pL auf Eis gekihlter Orcinollésung vermischt
und fur 15 min auf 80 °C erhitzt. Nach Abkthlung der Proben auf Eis wurden die
Extinktionen bei 420 nm gegen Wasser als Referenz bestimmt. Die Regressi-
onsgerade wurde durch die Auftragung der Extinktionsoonm von Glucose-
Standardldsungen (0-100 pg mL™ in Reinstwasser) gegen den Glucosegehalt
erhalten (beispielhaft Abb. 2.1). Die Orcinollésung wurde maximal eine Woche
bei 4 °C gelagert.
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Abb. 2.1: Kalibriergerade Orcinol-Schwefelsaure-Test
(y = 0,0084x + 0,1236; R? = 0,9983)

2.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die kommerziell erhaltliche
Losung Roti-Nanoquant verwendet, die auf einer Modifikation der Proteinbe-
stimmung nach (Bradford 1976) beruht. 200 uyL Probe wurden mit 800 uL Ar-
beitslosung Roti-Nanoquant (1:5-Verdinnung von Roti-Nanoquant 5x-Kon-
zentrat mit Reinstwasser) versetzt und gemischt. Die Extinktionen wurden bei
590 nm und 450 nm gegen Wasser als Referenz bestimmt. Die Regressionsge-
rade wurde durch die Auftragung des Quotienten Extinktionsgonm/4sonm VOn BSA-
Standardldsungen in Reinstwasser (0-100 ug mL™) gegen den Proteingehalt
erhalten (beispielhaft Abb. 2.2). Fur Proben, die Citrat-Phosphat-Puffer enthiel-
ten (s. 2.7), wurde fir die BSA-Standardlésungen statt Reinstwasser ebenfalls

dieser Puffer verwendet.
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Abb. 2.2: Kalibriergerade Proteinbestimmung nach Bradford
(y = 0,0138x + 0,4224; R? = 0,9987)

2.7 Citrat-Phosphat-Puffer

Fir die Herstellung des Citrat-Phosphat-Puffers wurden je nach gewinschtem
pH-Wert 0,1 M Citronenséaure und 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat in unter-
schiedlichen Anteilen gemischt. Aus dem Mischungsverhaltnis resultierten die
Konzentrationen an Citronensaure und Dinatriumhydrogenphosphat in den ent-
sprechenden Pufferldsungen (Tab. 2.4). Die Konzentration der Pufferlésung

wurde durch Verdinnen mit VE-Wasser eingestellt.
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Tab. 2.4. Citrat-Phosphat-Puffer

Citronensaure (0,1 M) Dinatriumhydrogenphosphat (0,2 M)
pH Volumen [mL] Konzentration [mM] Volumen [mL] Konzentration [mM]
3,0 80,30 80 19,70 39
4,0 62,00 62 38,00 76
4,5 55,05 55 44,95 90
50 49,00 49 51,00 102
55 43,45 43 56,55 113
6,0 37,40 37 62,60 125

2.8 Enzymassays

2.8.1 Stammscreening — Bestimmung der Endo-g-Glucanaseaktivitat

Die Kulturiberstdnde des Stammscreenings (s. 2.2.13) wurden auf Endo-S-Glu-
canaseaktivitat untersucht. Als Enzymsubstrat wurde das unlésliche Laminarin
azur verwendet. Laminarin ist ein f-1,3-1,6-D-Glucan aus der Braunalge
Laminaria digitata und in diesem Fall kovalent mit dem blauen Farbstoff
Remazol Brillantblau R verkntpft. Die durch Endo-f-Glucanaseaktivitat gebilde-
ten blauen Abbauprodukte wurden photometrisch quantifiziert (Sigma-Aldrich
1997).

Inkubationsansatz

Laminarin azur 4,5 mg

0,1 M Natriumacetat-Puffer pH 5,0 135 puL

Probeldsung 15 pL
Inkubation 40 h bei 37 °C

96% EtOH 900 pL
Mischen

Zentrifugieren 15 min bei 14.000 rpm (14.565 Q)

Photometrische Messung des dekantierten Uberstands bei 595 nm
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Blindprobe: entsprechende Inkubation und Messung von hitzeinaktivierten Kul-
turiberstanden (15 min kochen im 1,5 mL Reaktionsgefal)

Die Enzymaktivitat Ex wurde nach folgender Gleichung berechnet, wobei 1 Unit
als die Enzymmenge definiert ist, die pro Stunde bei pH 5,0 und 37 °C eine

Extinktions&nderung von 0,01 hervorruft:

EA [U m Ll] — (E595 nm,Probe E595 nm,BIindprobe)
t-AE-V

E: Extinktion
t:  Inkubationszeit [h]
AE: Extinktionsdifferenz

V: Volumen der Probeldsung [mL]

2.8.2 Reagenzien fur den Nelson-Somogyi-Test

Reagenz A

20 g Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat und 30 g Natriumcarbonat wurden in
ca. 300 mL Reinstwasser geldst. Anschlie3end wurden 20 g Natriumhydrogen-
carbonat hinzugegeben. In einem weiteren Gefald wurden 180 g Natriumsulfat in
500 mL kochendem Reinstwasser geldst. Nach Abkuhlung wurden beide L6-

sungen gemischt und mit Reinstwasser auf 1 L aufgefullt.

Reagenz B
5 g Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat und 45 g Natriumsulfat wurden in 250 mL

Reinstwasser gelost.

Reagenz C
Reagenz A und B wurden im Volumenverhaltnis 4:1 direkt vor Gebrauch ge-

mischt.
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Reagenz D

2,5 g Diammoniummolybdat wurden in 45 mL Reinstwasser gelost. Unter Ruh-
ren wurden vorsichtig 2,1 mL konz. Schwefelsdure dazugegeben. 0,3 g
Dinatriumarsenat-Heptahydrat wurden in 2,5 mL VE-Wasser gel6st und mit der
Diammoniummolybdat-Losung gemischt. Diese Losung wurde fir 24 bis 28 h
bei 37 °C inkubiert und in einer braunen Glasflasche gelagert. Direkt vor Ge-

brauch wurde dieses Reagenz 1:2 mit einer 0,75 M Schwefelséaure verdinnt.

Die Reagenzien in ihrer konzentrierten unvermischten Form sind stabil (Chaplin
und Kennedy 2003).

2.8.3 Bestimmung der Gesamtglucanaseaktivitat

Die Bestimmung der Enzymaktivitat beruht auf einem Inkubationsansatz beste-
hend aus dem l6slichen Substrat Laminarin (4-1,3-1,6-D-Glucan aus der Braun-
alge Laminaria digitata) und der zu untersuchenden Enzymlésung (Sigma-
Aldrich 1995). Die durch die Glucanaseaktivitat gebildeten reduzierenden
Zucker wurden mittels Nelson-Somogyi-Test photometrisch quantifiziert (Chaplin
und Kennedy 2003). Da sowohl von Endo- als auch von Exo-Glucanasen redu-
zierende Zucker gebildet werden, wurde mit Hilfe dieser Methode die

Gesamtglucanaseaktivitat bestimmt.

Inkubationsansatz

Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 (s. 2.7) 37,5 uL

2,5%ige Laminarinlésung (m/v) 12,5 pL
Inkubation 5 min bei 60 °C

Probeldsung 12,5 uL

Inkubation 15 min bei 60 °C
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Nelson-Somogyi-Test

Reagenz C (s. 2.8.2) 200 pL
Wasser 180 pL
Inkubationsansatz 20 uL

Kochen 15 min
Auf Eis auf Raumtemperatur abkihlen
Reagenz D (s. 2.8.2) 200 pL
Reinstwasser 600 pL
Photometrische Messung bei 520 nm
Blindprobe: entsprechende Inkubation und Messung von hitzeinaktivierten Kul-
turiberstanden (15 min kochen im 1,5 mL Reaktionsgefal)
Kalibrierkurve mittels Glucose-Standardlésungen gegen Wasser als Referenz

(10-100 pg mL™ Glucose in Reinstwasser, beispielhaft Abb. 2.3)

0,6

0,5

0,4

0,2

Extinktion s20nm

0,1

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Glucosekonzentration [pg mL1]

Abb. 2.3: Kalibriergerade Nelson-Somogyi-Test
(y = 0,0056x - 0,0445; R? = 0,996)
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Die Enzymaktivitat Ex wurde nach folgender Gleichung berechnet, wobei 1 Unit
als die Enzymmenge definiert ist, die pro Minute aus Laminarin bei pH 5,0 und

60 °C 1 umol reduzierende Zucker (Glucoseaquivalent) freisetzt:

- Cre ucker 'V 'V l
E,[UmL] = T e
3 4

Glucose

Cred. zucker: KONZzentration reduzierender Zucker [mg L]

Vi Gesamtvolumen fur den photometrischen Test [mL]

V! Gesamtvolumen des Inkubationsansatzes [mL]

t: Inkubationszeit [min]

V3. Volumen der Probelésung [mL]

Vg Volumen des Inkubationsansatzes im photometrischen Test [mL]

Maicose: Molekulargewicht von Glucose [g mol™]

2.8.3.1 pH-Optimum

Abweichend von 2.8.3 erfolgte die Inkubation mit Kulturtiberstand bei 37 °C fur

45 min mit den entsprechenden Pufferlésungen (s. 2.7).

2.8.3.2 Temperatur-Optimum

Die Inkubation erfolgte abweichend von 2.8.3 mit Kulturtiberstand fir 15 min bei

pH 5,0 und den gewinschten Temperaturen.

2.8.3.3 Rekombinante Glucanase

Proben mit der rekombinanten Glucanase wurden ergdnzend zu 2.8.3 bei weite-
ren Temperaturen (30 °C, 40 °C), einem anderen pH-Wert (0,05 M Tris-HCI
pH 7,5) und zuséatzlichen Inkubationszeiten (30 min, 60 min, 120 min) unter-

sucht.
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2.8.4 Spaltmuster Endo-/Exo0-1,3-8-Glucanasen

Die spezifischen Spaltmuster von Endo- und Exo-1,3-p-Glucanasen bei der
Inkubation mit Laminarin wurden mittels SEC-ELSD analysiert. Fur die Probel6-
sung wurden die Enzympraparate (Tab. 2.5) bzw. der Kulturiiberstand von
Phanerochaete chrysosporium (s. 2.2.16) in 1:10 verdinntem Citrat-Phosphat-
Puffer pH 5,0 (s. 2.7) verdinnt, um die Glucanaseaktivitat (s. 2.8.3) auf 0,5 U
pro Reaktionsansatz von insgesamt 500 pL einzustellen. Die Reaktion bei 40 °C
im Wasserbad wurde durch Zugabe von 100 pL Laminarinlésung (2,5% m/v)
gestartet und nach 0 min, 30 min, 1 h bzw. 3 h durch 15-minitiges Kochen ge-
stoppt. Fur die Blindprobe bei den Inkubationszeiten 30 min bis 3 h wurde eine

durch 15-minitiges Kochen inaktivierte Probeldsung eingesetzt.

Tab. 2.5: Enzympréaparate; *) enthélt eine Exo-1,3-4- und eine Exo-1,6-4-Glucosidase

Enzympraparat Bezugsquelle

Exoglucanase aus
Penicillium funiculosum, Erbsloh Geisenheim, Geisenheim
Emersfermentation*

Exoglucanase aus
Penicillium funiculosum, Erbsloh Geisenheim
Submersfermentation*

Exoglucanase aus

Trichoderma longibrachiatum* Erbsloh Geisenheim

Exoglucanase aus
Trichoderma harzianum mit Pektinase DSM, Heerlen, Niederlande
aus Aspergillus niger*

Exoglucanase aus Novozymes, Bagsvaerd,
Trichoderma harzianum* (Glucanex) Déanemark

Prof. Rau, Institut fur Biochemie
,Endoglucanase” und Biotechnologie,
TU Braunschweig

Endoglucanase aus Helix pomatia Sigma-Aldrich

Alle Reaktionsansatze wurden vor der Analyse 1:5 mit Reinstwasser verdinnt

und durch einen 0,45 um SpritzenvorsatZzfilter filtriert.
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2.8.4.1 GroRenausschlusschromatographie mit Verdampfungslichtstreudetektor

(SEC-ELSD)
Gerat: LaChrom mit quarternarer Pumpe L-7100, Autosampler
L-7200, Interface D-7000 (Merck-Hitachi, Darmstadt)
Detektion: Verdampfungslichtstreudetektor (ELSD) Sedex 55

(Sedere, Alfortville, Frankreich)
Datenaufnahme: HPLC System Manager HSM Version 4.1 (Merck-Hitachi)
Saule: PL aquagel-OH 20, 5 pm, 300 mm x 7,5 mm

Vorsaule 8 um, 50 mm x 7,5 mm

(Varian Deutschland, Darmstadt)

Injektionsvolumen: 20 pL

Flussrate: 1,0 mL min*
Detektion: 50 °C, 2 bar Luftdruck
Eluent: 100% Reinstwasser

Fir die Kalibrierung der GréfRenausschlussséule wurden D(+)-Glucose und die
Dextran-Standards 1 kDa, 5 kDa und 12 kDa (Sigma-Aldrich) jeweils zweimal
mit einer Konzentration von 1 g L™ injiziert. Die Kalibriergerade ergab sich aus
einer Auftragung des Logarithmus des Molekulargewichts gegen die Reten-

tionszeit.

2.8.5 Transformation von (+)-Valencen

Die Fahigkeit der rekombinanten Oxygenase, (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton zu
transformieren, wurde mittels Gaschromatographie untersucht. Fir den Trans-
formationsansatz wurden 500 pL Gesamtzellextrakt (s. 2.4.7), 3 mg Natrium-
cholat, 2 pL (+)-Valencen sowie 1 mL 50 mM Tris-HCI pH 7,5 in 4 mL Schraub-
deckelglaschen gemischt und 16 Stunden bei 24 °C und 150 rpm inkubiert. In
der Positivkontrolle wurden 50 mg Lyophilisat von Pleurotus sapidus und 1,5 mL
50 mM Tris-HCI pH 7,5 neben 3 mg Natriumcholat und 2 pL (+)-Valencen ein-
gesetzt. Fur die Extraktion wurden zu dem Transformationsansatz 100 pL Thy-
mol (37,52 mg Thymol/50 mL Pentan/Diethylether 1:1,12 (v/v)) als interner
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Standard und 2 mL Pentan/Diethylether (1:1,12 v/v) gegeben und 10 min bei
24 °C und 150 rpm inkubiert. Anschlieend wurde 10 min bei 4.000 rpm
(2.559 g) zentrifugiert. Die obere organische Phase wurde Uber Natriumsulfat

getrocknet und gaschromatographisch analysiert (Fraatz 2007).

2.8.5.1 Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektor (GC-FID)

Gerat: Agilent 7890A (Agilent Technologies, Waldbronn)
Injektor: Agilent 7683B Series Injector (split/splitless),
splitless (30 s), 250 °C
Detektion: Flammenionisationsdetektor (FID), 250 °C,
H, 40 mL min™, Luft 400 mL min™, N, 25 mL min™
Datenaufnahme: Chemstation B.04.01 (Agilent Technologies)
Saule: Carbowax 20M

30 m x 0,25 mm ID, Filmdicke 0,25 um

(Agilent Technologies J&W Scientific)
Injektionsvolumen: 1pL
Tragergas: H,, Vordruck 32,331 kPa, Fluss 2 mL min™
Temperaturprogramm: 100 °C (2 min), 5 °C min™ auf 150 °C (0 min),

3 °C min™ auf 200 °C (0 min), 30 °C min™ auf 235 °C

(20 min)

2.8.6 Bestimmung der Lipoxygenaseaktivitat

Die Bestimmung der Lipoxygenaseaktivitat basiert auf Messung der Extinktion
von konjugierten Dienen bei 234 nm, die wéahrend der Inkubation von Linolsaure
mit dem Enzym Uber Hydroperoxide gebildet werden. Der Assay wurde nach
Daglia et al. (2005) durchgefihrt. Fir die Positivkontrolle wurde eine
Lipoxygenase aus Sojabohne (Roth, > 50.000 U mg™, firr die Biochemie) mit
einer Aktivitat von 100 U mL™ in 50 mM Tris-HCI pH 7,5 verwendet. Als Ver-
gleichsprobe wurden 50 mg Lyophilisat von Pleurotus sapidus (s. 2.2.17) und
3 mg Natriumcholat in 1,5 mL 50 mM Tris-HCI pH 7,5 15 min bei 24 °C und
150 rpm rehydratisiert. Nach Zentrifugation bei 4.000 rpm (2.559 g) fur 10 min
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wurde der Uberstand 1:10 mit 50 mM Tris-HCI pH 7,5 verdiinnt in den Enzym-
test eingesetzt. Der Gesamtzellextrakt der rekombinanten Oxygenase (s. 2.4.7)
wurde vor der Messung mit 2 mg Natriumcholat versetzt, nochmals 3 x 15 s
gevortext und anschlieend 2 min bei 4 °C und 14.000 rpm (14.565 g) zen-

trifugiert.

Stammlésung Substrat

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

Arbeitsldsung Substrat

Stammlésung Substrat 110 pL
50 mM Tris-HCI pH 7,5 ad 4 mL
Referenz

0,01% (v/v) Tween 20 20 puL
Reinstwasser 5,019 mL
1 M NaOH 500 pL

Die Extinktionszunahme einer linolsaurehaltigen Probeldsung wurde bei 234 nm
verfolgt. 50 puL Enzymlésung wurden in einer Quarzkivette fur 3 min im tempe-
rierbaren Kivettenhalter des Photometers auf 25 °C vorgewéarmt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 950 pL Arbeitslosung Substrat und guter Durchmi-
schung gestartet. Die Extinktionszunahme wurde Uber einen Zeitraum von
10 min ermittelt. Die mégliche Bildung von Hydroperoxiden wahrend der Inkuba-
tion ohne Enzymzugabe wurde mittels Messung der Blindprobe ermittelt und
vom Messergebnis der Probe subtrahiert. Die Blindprobe setzte sich aus 50 pL
50 mM Tris-HCI pH 7,5 und 950 pL Arbeitslosung Substrat zusammen. Alle

Messungen von Proben und Blindproben erfolgten gegen die Referenz.
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Die Lipoxygenaseaktivitat Ea wurde mit folgender Formel berechnet:

E, JUmLY=

AE-V
9.1000

V,-d-e

AE: Extinktionszunahme [min™]

Vy: Gesamtvolumen in der Kivette [mL]

Vp:  Probevolumen [mL]

d: Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

& molarer dekadischer Extinktionskoeffizient von Linolsaurehydroperoxiden
(25.000 L mol*em™)

2.9 Konzentrierung und Umpufferung

Fur Konzentrierung und Umpufferung wurden Macrosep-Zentrifugations-
einheiten mit einer Ausschlussgréf3e von 10 kDa verwendet (Pall, Dreieich). Sie
wurden vor der ersten Verwendung 3 x mit VE-Wasser gespult. Die Einheiten
wurden bei 4.000 rpm (2.559 g) und 4 °C zentrifugiert.

2.10 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

Gerat: BioLogic DuoFlow (BioRad, Muinchen)
Detektion: Extinktionsmessung bei 280 nm
Fraktionssammler: BioLogic BioFrac fraction collector (BioRad)

Datenaufnahme:  BioLogic DuoFlow Version 5.10 (BioRad)

2.10.1 Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Die GFC wurde fur die Reinigung und die Bestimmung des nativen Molekular-

gewichts der Endo-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium eingesetzt.
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Fur die Reinigung wurde der Kulturiberstand von Phanerochaete

chrysosporium konzentriert und auf den Elutionspuffer gepuffert (s. 2.9).

Saule: Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, Miinchen)

Saulenmaterial: Superdex 200 (Trennbereich 10-600 kDa)

Saulenvolumen: 24 mL

Probenschleife: 100 pL

Flussrate: 0,5 mL min*

Fraktionsgrofe: 2 mL

Elutionspuffer: 49 mM Citronensaure/102 mM Dinatriumhydrogenphosphat
pH 5,0

Methode:
1) UV-Lampe an
2) Autozero
3) Injektion der Probe; Spulen der Probenschleife mit 0,8 mL Elutionspuffer
4) Elutionspuffer, 30 mL

Die Bestimmung der Glucanaseaktivitat (s. 2.8.3) erfolgte mit allen gesammelten
Fraktionen. Die aktiven Fraktionen wurden gegebenenfalls gepoolt, konzentriert
(s. 2.9) und bei 4 °C gelagert.

Fur die Bestimmung des Molekulargewichts wurden Proteinmolekular-
gewichtsstandards (Serva, Heidelberg) in Konzentrationen von 5 mg mL™ bzw.
Thyroglobulin mit 8 mg mL™ (Sigma-Aldrich) jeweils im Elutionspuffer geldst und
injiziert. Die Retentionskoeffizienten K,, der Standardproteine mit

_Ve_VO

Kav_ Vt _ VO

Ve: Elutionsvolumen des Referenzproteins [mL]
Vo: Ausschlussvolumen [mL]

Vi. Gesamtvolumen der Saule [mL]
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wurden gegen die Logarithmen der Molekulargewichte aufgetragen. Die
Kalibriergerade wurde mittels linearer Regression erstellt. Die Bestimmung des
Ausschlussvolumens erfolgte mit dem Standardprotein Thyroglobulin. Ein Teil
dieses Proteins eluiert mit einem Molekulargewicht von 1.338 kDa als Dimer von
der Séaule. Dieses Molekulargewicht liegt aul3erhalb des Trennbereichs der S&u-
le (Trennbereich: 10-600 kDa). Das Elutionsvolumen des Dimers entspricht so-

mit dem Ausschlussvolumen der Superdex 200-Saule (Scheibner 2006).

2.10.2 Affinitatschromatographie mittels Amylosesaule

Die Amyloseséaule wurde manuell zur Reinigung der rekombinanten Endo-4-Glu-
canase eingesetzt. Das Amyloseharz mit einer Bindungskapazitat von
mindestens 3 mg mL™ Bettvolumen wurde in eine Saule mit einem Volumen von
13,5 mL blasenfrei unter 20%igem Ethanol gegossen, das Bettvolumen betrug
ca. 8 mL. Die Saule wurde mit 8 Saulenvolumen Saulenpuffer (20 mM Tris-HCI
pH 7,4 mit 200 mM Natriumchlorid und 1 mM EDTA) gewaschen. Der Rohex-
trakt des Ultraschallaufschlusses (s. 2.3.11) wurde vor Probenaufgabe 1:5 mit
dem Saulenpuffer verdinnt. Zu der periplasmatischen Fraktion (s. 2.3.11) wurde
vor Probenaufgabe 1/50 des Volumens an Saulenpuffer gegeben. Nach Pro-
benaufgabe wurde die Saule mit 12 Saulenvolumen Saulenpuffer gespult. Die
Elution des Maltosebindeproteins erfolgte mit Saulenpuffer, der 10 mM Maltose
enthielt. Wahrend der Elution wurden Fraktionen a 3 mL gesammelt. Protein
enthaltende (s. 2.6) Fraktionen wurden gepoolt und konzentriert (s. 2.9).

2.10.3 Affinitdtschromatographie mittels Benzamidinsaule

Zur Abtrennung der Peptidase Faktor Xa nach Abspaltung des Maltosebindepro-
teins von der rekombinanten Endo-f#-Glucanase wurde eine Benzamidinsaule
verwendet. Die Probelésung wurde vor Saulenaufgabe auf den Bindungs-und

Waschpuffer gepuffert (s. 2.9).
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Saule: HiTrap Benzamidine FF (high sub)
(GE Healthcare)
Saulenmaterial: Benzamidin Sepharose 4 Fast Flow (high sub)
Saulenvolumen: 1mL
Probenschleife: 1mL
Flussrate: 1 mL min®
Fraktionsgrof3e: 4 mL (Beginn bei 5,0 mL, Ende bei 17,5 mL)

Bindungs- und Waschpuffer: 50 mM Tris-HCI pH 7,4
mit 500 mM Natriumchlorid
Elutionspuffer: 50 mM Glycin pH 3,0

Methode:
1) UV-Lampe an
2) Bindungs- und Waschpuffer, 5,0 mL
3) Autozero
4) Injektion der Probe; Spulen der Probenschleife mit 2,5 mL Elutionspuffer
5) Bindungs- und Waschpuffer, 10,0 mL
6) Elutionspuffer, 5,0 mL

Die Fraktionen wurden gepoolt, konzentriert und auf Citrat-Phosphat-Puffer
pH 5,0 (s. 2.7) umgepuffert (s. 2.9). AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der
Gesamtglucanaseaktivitat (s. 2.8.3).

2.11 Elektrophorese

2.11.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Laemmli
(1970) mit dem PerfectBlue Twin S-System von Peglab und den folgenden L6-

sungen durchgeflnhrt.
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Ammoniumperoxodisulfat-Losung (APS-LOsung)
APS 400 g
Reinstwasser ad1L

Die APS-L6sung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Lower Tris

Tris 181,7¢g
SDS 4,09
Reinstwasser ad1lL

Einstellen auf pH 8,8 mit HCI

Upper Tris

Tris 60,55 ¢
SDS 4,00 g
Reinstwasser ad1lL

Einstellen auf pH 6,8 mit HCI

10x Laufpuffer

Tris 30,29
Glycin 1442 g
SDS 10,09
VE-Wasser ad1L

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

Probenauftragspuffer

1 M Tris-HCI, pH 6,8 1,0 mL
20%ige SDS-Losung (w/v) 2,0 mL
Bromphenolblau 20 mg
Glycerol 2,3 mL

VE-Wasser ad 8,0 mL
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Die Gesamtkonzentration von Acrylamid und Bisacrylamid betrug im Trenngel
10% bzw. 12% und im Sammelgel 6% (Tab. 2.6). Die Konzentration von
Bisacrylamid in der Gesamtkonzentration (Crosslinker-Konzentration) betrug in
den Gelen 2,6%.

Tab. 2.6: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Trenngel 10% Trenngel 12%  Sammelgel 6%

Reinstwasser 3,0 mL 2,7 mL 1,8 mL
Lower Tris 1,5mL 1,5mL -
Upper Tris - - 750,0 pL
(Rs‘)?t’igf‘lc;rese Gel 40 1,5 mL 1,8 mL 450,0 pL
APS-L6sung 15,0 pL 15,0 pL 10,0 pL
TEMED 7,5 uL 7,5 uL 4,0 L

Probenvorbereitung

15 uL Probe wurden mit 12 yL Probenauftragspuffer versetzt, 5 min gekocht und
anschlieBend auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 3 pL einer 1 M DTT-L6sung
wurden abhéngig vom Proteingehalt der Probe 10-30 uL in eine Geltasche ge-

geben.

Elektrophorese

Die Pufferkammer wurde mit 1x Laufpuffer gefillt, so dass die Geltaschen mit
Puffer bedeckt waren. Nach der Gelbeladung wurde fir die Fokussierung der
Proteine an der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel eine Stromstarke von
10 mA pro Gel angelegt. AnschlieRend wurde die Stromstarke auf 20 mA pro
Gel erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald das Bromphenolblau des

Probenauftragspuffers aus dem Gel hinauslief.

Bestimmung des Molekulargewichts

Die Bestimmung des Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE erfolgte anhand
eines Proteinstandards (5 pL, Roti-Mark Standard, Roth bzw. PageRuler
unstained protein ladder, Fermentas, St. Leon-Rot bzw. fir anschlieRenden
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Western Blot PageRuler Plus prestained protein ladder, Fermentas). Die Loga-
rithmen der Molekulargewichte der Standardproteine wurden gegen ihre Lauf-
strecke aufgetragen. Anhand der Regressionsgeraden wurde das Molekularge-

wicht der Zielproteine ermittelt.

2.11.2 Halbnative SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die halbnative SDS-PAGE wurde analog 2.11.1 mit den folgenden Anderungen
durchgefuhrt:
1. Zubereitung 10x Laufpuffer und Probenauftragspuffer mit der Héalfte an
SDS (5 g L™ SDS bzw. 1 mL 20%ige SDS-L6sung)
2. Probenvorbereitung ohne Aufkochen und Zusatz von DTT-L6sung
3. Elektrophorese bei 4 °C

2.11.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Fur die isoelektrische Fokussierung wurden Polyacrylamidgele mit immobilisier-
tem pH-Gradienten (pH 3-10) und einer Schichtdicke von 150 um verwendet
(Serva). Die Vorbereitung der IEF-Gele erfolgte gemafl Herstellerangaben. Auf
das Gel wurden pro Tasche 10 pyL Probe aufgetragen. Zur Bestimmung des
isoelektrischen Punkts wurden auf die IEF-Gele 5 pL eines Proteinstandards
(Protein test mixture for pl-determination, pH 3-10, Serva Electrophoresis, Hei-
delberg) aufgetragen. Die isoelektrischen Punkte der Standardproteine wurden
gegen ihre Laufstrecke aufgetragen. Mit Hilfe der daraus resultierenden Regres-
sionsgeraden wurden die isoelektrischen Punkte der Zielproteine abgeschatzt.

Elektrophoresebedingungen, 4 °C:
1. 500V, 1mA, 3W, 500 Vh - Entsalzung
2. 2.000V,2mA, 4W, 5.000 Vh — Trennung
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2.11.4 Coomassiefarbung

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur 1 h unter leichtem Schitteln in einer
Lésung aus 40% Ethanol, 10% konz. Essigsdaure und 290 mg L™ Coomassie
Brillant Blue R fixiert und gefarbt. Anschlie3end wurde der Hintergrund mit einer
Losung aus 25% Ethanol und 8% konz. Essigsaure entfarbt. Das gefarbte Gel

wurde zur Dokumentation eingescannt.

2.11.5 Silberfarbung

Fur die Silberfarbung wurden die folgenden Losungen verwendet (modifiziert
nach Blum et al. (1987)):

Losung |

Methanol 50%
Essigsaure konz. 10%
Formaldehyd (37%ig) 0,5mLL*
Losung Il

Ethanol 30%
Losung Il

Natriumthiosulfat-Pentahydrat 0,2gL™

Losung IV

Silbernitrat 20glL?
Formaldehyd (37%ig) 750 pL L
Losung V

Natriumcarbonat 60,0gL*
Formaldehyd (37%ig) 0,5mLL?

Natriumthiosulfat-Pentahydrat 1,0mgL*
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Losung VI
Methanol 10%
Essigsaure konz. 12%

Die Losungen lll, IV und V wurden jeweils frisch hergestellt.

Farbung
1) Gel 20 min in Lésung | fixieren
2) 2 x 10 min in LOsung Il waschen
3) 1 min in Losung Il inkubieren
4) 3 x 20 s mit VE-Wasser waschen
5) 20 min in Lésung IV inkubieren
6) 2 x 20 s mit VE-Wasser waschen
7) Gel in Losung V entwickeln, bis die Proteinbanden gut sichtbar sind
8) 15 min in Lésung VI fixieren

9) 3 x 5 min mit VE-Wasser waschen

Das gefarbte Gel wurde zur Dokumentation eingescannt.

2.11.6 Aktivitatsfarbung

Zur ldentifizierung der Glucanasen wurde ein halbnatives SDS- oder ein IEF-Gel
geteilt und mit einem Teil eine Aktivitatsfarbung durchgefihrt. Die andere Gel-
halfte wurde mit Coomassie oder Silber gefarbt. Parallel zu den gefarbten Ban-
den wurden aus dem ungefarbten Gel Banden ausgeschnitten und entspre-
chend 2.8.3 inkubiert. Zum qualitativen Nachweis gebildeter reduzierender
Zucker wurden abweichend von 2.8.3 direkt zum Inkubationsansatz 50 uL Rea-
genz C gegeben, ebenfalls 15 min gekocht und anschlieRend mit 50 uL Rea-
genz D sowie 150 yL Wasser versetzt. Vorhandene Aktivitat wurde durch blaue

Farbung sichtbar.
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2.12 Agarose-Gelelektrophorese

Folgende Losungen wurden fir die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt.

50x TAE-Puffer

Tris 242 g L*
Essigséaure, konz. 57,1mLL*
0,5M EDTA, pH 8 100,0 mL L

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

6x Auftragspuffer (Sambrook und Russell 2001)

Bromphenolblau 25 mg
Xylencyanol 25 mg
Glycerol 3mL
VE-Wasser ad 10 mL

1,0-1,6% Agarose wurden in 1x TAE-Puffer suspendiert und in der Mikrowelle
erhitzt, bis die Agarose vollstandig gelost war. Pro 10 mL Ldsung wurden nach
Abkuhlen auf ca. 60 °C 0,5 yL 1%ige Ethidiumbromidldsung zugegeben. Das
Gel wurde in einer Vorrichtung mit eingehangtem Kamm gegossen. PCR-
Proben mit dem CoralLoad PCR-Puffer wurden direkt auf das Gel aufgetragen,
sonstige vor der Auftragung im Verhaltnis Probe/Puffer 5:1 mit dem 6x Auftrags-
puffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte je nach Gelgréf3e bei 80-140 V, in-
dem die Gelvorrichtung horizontal in eine Elektrophoresekammer gehangt wur-
de, die mit 1x TAE-Puffer geflllt war. Die Fragmentgréfien wurden anhand eines
GrolRenstandards (100 bp DNA extended DNA-Leiter fur PCR-Amplifikate, 1 kbp
DNA-Leiter fur Restriktionsverdau, Roth) abgeschétzt. Zur Geldokumentation
wurde eine Anlage der Firma Decon Science Tec verwendet, die mit einem UV-
Transilluminator (312 nm), einer Kamera und der Software DeVision G Vers. 2.0

ausgestattet war.
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2.13 cDNA-Synthese

2.13.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte aus Myzel von Phanerochaete chrysosporium bzw.
Pleurotus sapidus, das am Tag maximaler Glucanaseaktivitat (8,4 U mL™) bzw.
maximaler Produktausbeute (Nootkatonkonzentration 53 mg L™) nach Trans-
formation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton geerntet wurde. Fur die Isolierung
wurden ca. 100 mg Myzel mit flussigem Stickstoff gefroren und mit Hilfe des
RNeasy Plant Mini Kits (Qiagen, Hilden, Handbuch 04/2006) nach Herstelleran-
gaben aufgearbeitet. Fur das Myzel von Phanerochaete chrysosporium wurde
zum Aufschluss der Puffer RLC verwendet, fiir das Myzel von Pleurotus sapidus
der Puffer RLT.

2.13.2 Uberprifung der RNA-Qualitat
Fur die Uberprufung der RNA-Qualitat wurden 7,5 uL RNA mit 1,5 pL 6x Auf-

tragspuffer versetzt und auf einem 1%igem Agarosegel einer Elektrophorese
unterworfen (s. 2.12). Im Falle der RNA aus Pleurotus sapidus wurde durch den
industriellen Kooperationspartner N-Zyme, Darmstadt, erganzend eine Kapillar-
gelelektrophorese mittels RNA 6000 LabChip Kit und Bioanalyzer 2100 (Agilent)
durchgefuhrt.

2.13.3 Erststrangsynthese

Die Erststrangsynthese wurde mittels SMART PCR cDNA Synthesis Kit durch-
gefuhrt (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich, Protokoll PT3041-1,
Version PR762287). Von Phanerochaete chrysosporium wurden 3 pyL RNA ein-
gesetzt, von Pleurotus sapidus 0,75 pL (s. 2.13.1). Anstelle der MMLV reversen
Transkriptase wurde abweichend vom Protokoll die SuperScript Il bzw.
SuperScript Il reverse Transkriptase (Invitrogen) mit dem dazugehoérigen Ar-

beitspuffer verwendet.
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2.13.4 LD-PCR

Die Amplifizierung der cDNA mittels LD-PCR erfolgte ebenfalls mittels SMART
PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech, Protokoll PT3041-1, Version PR762287).

Cyclerprogramm

Lid: 105 °C

95 °C 1 min

22 Zyklen (Phanerochaete chrysosporium) bzw. 20 Zyklen (Pleurotus sapidus):
95 °C 15s
65 °C 30s
68 °C 6 min

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

2.14 Isolierung genomischer DNA

Fir die Isolierung genomischer DNA wurde der peqGOLD Fungal DNA Mini Kit
genutzt (Peglab, Erlangen, Handbuch V.07.06). 100 mg Myzel von Phanero-
chaete chrysosporium wurden mit flissigem Stickstoff gefroren und unter Zuga-
be von 600 yL FG1-Puffer sowie 10 uL p-Mercaptoethanol gemorsert. Die weite-
ren Arbeitsschritte wurden gemafl Handbuch durchgefiihrt. Die DNA-haltige
Lésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.15 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.151 PCR

Die Amplifizierung gewiinschter DNA-Abschnitte zwischen zwei Oligonukleotid-
primern erfolgte mittels PCR. Die Primer wurden so kombiniert, dass die

Schmelztemperatur (Ty) maximal um 2 °C variierte.
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Die Berechnung der Schmelztemperaturen erfolgte anhand der
2 °C + 4 °C-Regel:

TM=NX[GC] x4 °C + N x [AT] x 2 °C mit N = Anzahl der Basen

Die Elongationszeit wurde an die erwartete FragmentlAnge angepasst (Ge-
schwindigkeit Tag: 1.000 bp min™).

PCR-Ansatz

Template 0,30 uL
dNTPs (je 10 mM) 0,60 pL
10x CoralLoad PCR-Puffer 3,00 uL
Primer a (10 pM) 1,20 yL
Primer b (10 pM) 1,20 yL
HotStarTag Plus (5 U pL™) 0,15 pL
Reinstwasser ad 30,00 pL

Cyclerprogramm

Lid: 105 °C
95 °C 5 min
40 Zyklen:
95 °C 60 s
x-5°C 60 s
72 °C 30-90 s
72 °C 5 min
4°C halten

Mit x = Mittelwert der Schmelztemperaturen der Primer [°C]

2.15.2 Kolonie-PCR

Nach Ligation eines Fragmentes in den TA-Vektor (s. 2.17.2) und Transformati-
on in E. coli (s. 2.17.3) wurde mittels Kolonie-PCR die Insertion des Vektors in

die Zellen uberprift. Die PCR erfolgte mit M13-Primern (Vektorsequenz) und
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einer an die Amplifikatlange von Fragment und M13-Flankierung angepassten

Elongationszeit. Als Template wurden Zellen von E. coli aus einer einzelnen

Kolonie ,gepickt® und im PCR-Ansatz suspendiert.

PCR-Ansatz

Template

dNTPs (je 10 mM)

10x CoralLoad PCR-Puffer
M13-Primer a (10 uM)
M13-Primer b (10 uM)
HotStarTag Plus (5 U pL™)

Reinstwasser

Cyclerprogramm

Lid: 105 °C
95 °C 5 min
40 Zyklen:
95 °C 1 min
45 °C 1 min
72 °C 1-2 min
72 °C 5 min
4°C halten

Zellen von E. coli
0,4 uL

2,0 L

1,0 yL

1,0 yL

0,2 uL

ad 20,0 yL

2.16 DNA-Fragmentisolierung

Die PCR-Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt und
die relevanten DNA-Fragmente wurden aus dem Gel geschnitten. Die Extraktion
der DNA aus dem Gel erfolgte mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kits nach
Herstellerangaben (Qiagen, Handbuch 03/2006). Fur die Elution wurden 30 pL

Reinstwasser verwendet.
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2.17 Gentransfer

2.17.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden folgende Lésungen

verwendet.

Losung 1

Calciumchlorid-Dihydrat 1,479
Tris-HCI 0,03 g
VE-Wasser ad 100 mL

Einstellen auf pH 7,4 mit 1 M NaOH
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

Losung 2

Calciumchlorid-Dihydrat 1,479
Tris-HCI 0,03g
Glycerol 10 mL
VE-Wasser ad 100 mL

Einstellen auf pH 7,4 mit 1 M NaOH
Autoklavieren (121 °C, 20 min)

20 mL LB-Medium (s. 2.3.1) in einem 100 mL Enghals-Erlenmyerkolben wurden
mit einer einzelnen Kolonie des entsprechenden E. coli-Stamms von einer frisch
ausgestrichenen LB-Platte angeimpft und tber Nacht bei 37 °C und 225 rpm
inkubiert. 200 mL LB-Medium in einem 500 mL Enghals-Erlenmeyerkolben wur-
den mit dieser Ubernachtkultur beimpft, so dass ein ODgpo-Wert von 0,05 einge-
stellt war. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 225 rpm bis eine ODggp vON
0,8-0,9 erreicht war. Die Kultur wurde in sterile Falcon Tubes gefillt und far
15 min auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden die Zellen bei 4.000 rpm (2.559 g)
und 4°C fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zel-
len wurden vorsichtig in 5% des urspringlichen Volumens eisgekihlter Lésung

1 resuspendiert. Die Zellen wurden bei 4.000 rpm (2.559 g) und 4 °C abzen-
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trifugiert und vorsichtig in 5% des urspringlichen Volumens eisgekuhlter Losung
2 resuspendiert. Aliquots von 50 pyL wurden in vorgekuhlte 1,5 mL Reaktionsge-

falle pipettiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.17.2 Ligation mittels TA-Cloning

Die Ligation von frisch isolierten DNA-Fragmenten (s. 2.16) in den pCR2.1-
Vektor erfolgte mittels TA Cloning Kit (Invitrogen, Handbuch Version V, 7. April
2004, 25-0024).

Ligationsansatz

DNA-Fragment (s. 2.16) 6 uL
10x Ligationspuffer 1pL
pCR2.1-Vektor 2 uL

T4 DNA Ligase (4 Weiss Units) 1puL

Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Die Ansatze wurden anschlie3end fir

die Transformation (s. 2.17.3) verwendet bzw. bei -20 °C gelagert.

2.17.3 Transformation in E. coli TOP10

50 pL der chemisch kompetenten E. coli TOP10-Zellen wurden auf Eis aufgetaut
und vorsichtig mit 2 pL eines Ligationsansatzes vermischt. Die Zellen wurden
30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte im Wasserbad fur 1 min bei
42 °C. Anschliel3end wurden die Zellen sofort wieder auf Eis gestellt. Zu den
Zellen wurden 150 yL LB-Medium (s. 2.3.1) gegeben und fir 1 h bei 37 °C und
225 rpm inkubiert. 170 pL dieses Transformationsansatzes wurden auf LBamp-
Platten (s. 2.3.5) ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.17.4 Blau/Weil3-Screening

Zur Identifizierung positiver Transformanten wurde das Blau/Weil3-Screening

eingesetzt. Dazu wurden LBamp-Platten auf Raumtemperatur mit 40 pL X-4-Gal-
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Lésung (40 mg mL™ in DMF) versetzt, die transformierten Zellen (s. 2.17.3) aus-
plattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Positive Transformanten blieben
weil3, weil das LacZ'-Gen im pCR2.1-Vektor durch ein Insert in der ,multiple
cloning site“ unterbrochen war und somit keine p-Galaktosidase-Aktivitat zeig-
ten. Transformanten mit pCR2.1-Vektor ohne Insert waren dagegen aufgrund

der Expression des LacZ'-Gens blau gefarbt.

2.17.5 Plasmidisolierung

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Ubernachtkulturen (s. 2.3.8) erfolgte
mittels QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) und nach Herstellerprotokoll
(QlAprep Miniprep Handbuch 12/2006). Fur die Elution der Plasmid-DNA wur-

den 60 pL Reinstwasser verwendet.

2.17.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung von jeweils 15 pL der isolierten Plasmid-DNA (s. 2.17.5)
wurde von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt und erfolgte nach
der Kettenabbruch-Methode. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem
Programm Chromas Lite 2.01, mit dessen Hilfe die Vektorsequenzen aus den
Sequenzen entfernt wurden. Mit den so bereinigten Sequenzen wurde anschlie-
Rend eine Datenbankrecherche beim European Bioinformatics Institute (EBI-
EMBL) mittels BLAST- und FASTA-Algorithmus durchgefihrt.

2.18 Heterologe Expression

Fur die heterologe Expression wurden synthetische Gene verwendet, die an die
Codon Usage des Expressionsorganismus angepasst waren und die fir die
Klonierung notwendigen Schnittstellen besal3en (Geneart, Regensburg). Die
Endo-f-Glucanase wurde mittels pMAL Protein Fusion and Purification System
nach Herstellerangaben in E. coli K12 TB1 exprimiert (New England BioLabs,

Frankfurt a. M., Handbuch Version 5.3, 11/07). Die Klonierung der Oxygenase in



2 Methoden 52

die Expressionsvektoren pFPMT bzw. pFPMT6His und pFPMT-MF bzw.
pFPMT-MF6His sowie das Produktscreening von Hansenula polymorpha- und
Arxula adeninivorans-Transformanten wurde von Artes Biotechnology (Langen-
feld) durchgefuhrt.

2.18.1 Restriktionsverdau

Das synthetische Gen der Endo-A-Glucanase (0,1 pug pL™) und die Vektoren
PMAL-c4X und pMAL-p4X (200 pg puL™Y) wurden jeweils mit zwei Restriktionsen-

zymen verdaut (Fermentas).

Verdauansatz

Vektor bzw. Insert 5uL
Hindlll (10 U pL™) 2 uL
Xbal (10 U pL™) 1L
10x Tangopuffer 2 uL
Reinstwasser ad 20 uL

Der Verdau erfolgte fur 14 h bei 37 °C und die Restriktionsenzyme wurden an-
schlieBend bei 80 °C innerhalb von 20 min inaktiviert. Die gewinschten Frag-
mente wurden nach Trennung auf einem 1,2%igem Agarosegel isoliert (s. 2.16)
und ligiert (s. 2.18.2).

2.18.2 Ligation von Expressionsvektoren

Das Insert wurde in beide Expressionsvektoren ligiert.

Ligationsansatz

Vektor (s. 2.18.1) 4 uL
Insert (s. 2.18.1) 5 puL
T4 DNA Ligase (4 Weiss Units) 1puL
10x Ligationspuffer 2 uL

Reinstwasser ad 20 pL
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Die Ligation erfolgte tber Nacht bei 4 °C in einem Wasserbad. Die Ansatze
wurden anschlieRend fur die Transformation (s. 2.17.3) verwendet bzw. bei

-20 °C gelagert.

2.18.3 Transformation in E. coli K12 TB1

50 pL der chemisch kompetenten E. coli K12 TB1-Zellen wurden auf Eis aufge-
taut und vorsichtig mit 5 pL eines Ligationsansatzes vermischt. Die Zellen wur-
den 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte im Wasserbad fir 2 min
bei 42 °C. Anschliel3end wurden die Zellen sofort wieder auf Eis gestellt. Zu den
Zellen wurden 100 yL LB-Medium (s. 2.3.1) gegeben und fiir 1 h bei 37 °C und
225 rpm inkubiert. Der Transformationsansatz wurde auf LBamp-Platten (s. 2.3.5)
ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.18.4 Kolonie-PCR

Die Uberprifung der Transformanten auf Anwesenheit des klonierten Inserts
erfolgte mittels Kolonie-PCR. Abweichend von 2.15.2 wurde ein M13-Primer mit

einem genspezifischen Primer kombiniert, alles weitere erfolgte analog 2.15.2.

2.19 Western Blot

2.19.1 Antikorper

Antikdrper gegen das Maltosebindeprotein stammten aus dem pMAL Protein
Fusion and Purification System, das fur die heterologe Expression der Endo-4-
Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium verwendet wurde. Fur die Pro-
duktion polyklonaler Antikdrper gegen die Oxygenase aus Pleurotus sapidus
wurde die Aminosauresequenz QDAQYYPDDASVAGD als Antigendeterminante
ausgewahlt. Die Synthese des Peptids und die Produktion der Antikdrper in
Kaninchen wurden von der Firma Biogenes (Berlin) durchgefiihrt. Ein nach Her-
stellerangaben durchgefiihrter ELISA-Test ergab einen IgG-Titer von 1:20.000.
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2.19.2 Western Blot

Nach erfolgter SDS-PAGE (s. 2.11.1) wurden die Proteine aus dem Polyacryl-
amidgel mittels Tank-Elektroblotter auf eine PVDF-Membran geblottet. Folgende

L6ésungen wurden daftr verwendet.

10x Wet Blot Laufpuffer

Glycin 144,13 g
Tris 30,29 ¢
VE-Wasser ad 1L

1x Wet Blot Laufpuffer

10x Wet Blot Laufpuffer 100 mL
MeOH 50 mL
VE-Wasser ad1L

10x TBS-Puffer

Tris-HCI 78,80 g
Natriumchlorid 87,66 g
Reinstwasser ad1L

Einstellen auf pH 7,5 mit 1 M NaOH

1x TBST-Puffer

10x TBS-Puffer 100 mL
Tween 20 1mL
Milchpulver 5049
Reinstwasser ad1lL

Fir den Western Blot wurden PVDF-Membran und Blottingpapier (Whatman,
Dassel) auf SDS-Gelgréf3e zugeschnitten. Die Membran wurde ca. 5 min mit
MeOH aktiviert und anschlie3end mit dem Blottingpapier in dem Wet Blot Lauf-
puffer (1x) aquilibriert. Der Blot erfolgte fur eine Stunde bei einer Spannung von
100 V. AnschlieRend wurde die Membran Uber Nacht in TBST-Puffer mit 5%
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Milchpulver bei 4 °C inkubiert. Der Enzym-spezifische Antikorper wurde
1:20.000 (Anti-Maltosebindeprotein) bzw. 1:10.000 (Anti-Oxygenase) mit TBST-
Puffer und 5% Milchpulver verdinnt und fur zwei Stunden unter Schutteln
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST-Puffer fur jeweils 10 Minuten
erfolgte die Inkubation mit dem zweiten, mit einer Peroxidase gekoppelten Anti-
korper 1:15.000 in TBST-Puffer verdunnt fur eine Stunde unter Schitteln (Goat
anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugat, Calbiochem). Nach weiterem dreimaligem
Waschen mit TBST-Puffer fur jeweils 10 min wurde anschlieBend 2 min mit
Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrat (je 1 mL Luminol und
Peroxidaseltsung, Millipore, Schwalbach) inkubiert. Die Dokumentation erfolgte
mittels Film (Kodak BioMax XAR, Kodak, Stuttgart) und einer Entwicklermaschi-

ne (Canon, Krefeld) innerhalb von 30 min.
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3 Ergebnisse

3.1 Produktion von Cinerean

Im Screening nach Endo-f#-Glucanasen diente Cinerean als Kohlenstoffquelle
und als Induktor. Da es nicht in hinreichenden Mengen kommerziell verfigbar
war, wurde es mit Submerskulturen von Botrytis cinerea selbst produziert
(s. 2.2.15). Von den beiden getesteten Stammen 877 und 5145 (DSMZ) erwies
sich nur der Stamm 5145 als geeigneter Produzent von Cinerean. Die Kultivie-
rung nach Pielken et al. (1990) lieferte nach Ethanolfallung eine Ausbeute von
ca. 700 mg L™ Cinerean. Maximale Konzentrationen wurden dabei am 5. Kultur-
tag erzielt (Abb. 3.1).

800 -
700 A
600 -
500 A
400 A

300 A

Cinereankonzentration
[mg L]

200 -

100 T

Kulturtag [d]

Abb. 3.1: Cinereanbildung in Submerskulturen von Botrytis cinerea 5145

Botrytis cinerea 877 bildete unter denselben Bedingungen lediglich 0,8 mg L™

Cinerean.

Da die Cinereanbildung mit dem Glucoseabbau korreliert (Pielken et al. 1990),

wurde zur Bestimmung des Erntezeitpunkts ein halbquantitativer Glucosetest
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mittels Teststreifen durchgefihrt. Bei der maximalen Cinereankonzentration

wurde ein Restglucosegehalt von 1,0 g L™ angezeigt.

3.2 Screening von Basidiomyceten auf g-Glucanaseaktivitat

3.2.1 Plattenscreening auf g-Glucanaseaktivitat

Ein erstes Plattenscreening von 15 Basidiomyceten wurde von Frau Dr. Diana
Linke (Institut fur Lebensmittelchemie, Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat
Hannover) mit dem 1,3-1,6-4-D-Glucan Schizophyllan aus dem Basidiomyceten
Schizophyllum commune als Kohlenstoffquelle durchgefihrt (Tab. 3.1). Das
Myzelwachstum wurde im Vergleich zu Referenzplatten ohne Zugabe einer Koh-

lenstoffquelle beobachtet.

Tab. 3.1: Plattenscreening auf $-1,3-glucanabbauende Basidiomyceten mit

Schizophyllan als Kohlenstoffquelle (- kein Wachstum, + Wachstum, ++

starkes Wachstum)
Basidiomyceten-Stamm Wachstum
Agrocybe aegerita 4021 ++
Clitocybe illudens 3398 +

Collybia fusipes 414.79 -
Lentinula edodes A 20-5 -
Lepista nuda 300.58 -

Marasmius scorodonius 137.83 +
Phanerochaete chrysosporium L 13-2 ++
Pleurotus eryngii 366.47 +
Pleurotus floridanus Nr. 17 ++
Pleurotus sapidus 8266 ++
Polyporus sp. | +

Sparassis crispa 408.71 -
Trametes sp. 480.63 +
Trametes versicolor E39 -
Wolfiporia cocos 279.55 -




3 Ergebnisse 59

Ebenfalls im Vergleich zu Referenzplatten wurden weitere 14 Basidiomyceten

mit Cinerean als Kohlenstoffquelle auf g-Glucanabbau untersucht (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Plattenscreening auf g-glucanabbauende Basidiomyceten mit Cinerean als

Kohlenstoffquelle (- kein Wachstum, + Wachstum, ++ starkes Wachstum)

Basidiomyceten-Stamm Wachstum

Armillaria mellea 100.12
Hericium erinaceus 260.74
Lentinula edodes
Lentinula edodes 225.51
Marasmius alliaceus 413

+ + 4+ 4+ + o+

Marasmius scorodonius 166.44
Marasmius scorodonius 850.87 ++
Meripilus giganteus 561.86 -
Pholiota squarrosa 5127 ++
Pleurotus euosmus 5331 -
Pleurotus lampas 323.49 -
Pleurotus ostreatus 1020 ++
Pleurotus sajor-caju 5339 -
Polyporus umbellatus 483.72 +

Fur das Screening wurden nichttoxische Basidiomyceten eingesetzt. Bis auf
Wolfiporia cocos handelte es sich um WeilRfaulepilze. Wolfiporia cocos ist ein

Braunfaulepilz.

3.2.2 Screening in Submerskultur auf Endo-g-Glucanaseaktivitat

Alle 19 Basidiomyceten, die im Plattenscreening Wachstum zeigten (+ und ++)
und somit potentielle p-Glucanaseaktivitdt besitzen, wurden submers kultiviert.
Die Vorkulturen (s. 2.2.11) wurden mit Myzelstlicken von den entsprechenden
Stammhaltungsplatten (s. 2.2.9) inokuliert. Fir die Hauptkulturen wurde Mini-
malmedium mit Cinerean als Kohlenstoffquelle und Induktor verwendet

(s. 2.2.13). Die Probenahme erfolgte ab dem vierten Kulturtag jeden zweiten
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Tag bis zum Kulturtag 12. Der Kulturiberstand wurde bei 37 °C mit 0,1 M Natri-
umacetat-Puffer pH 5,0 und dem unl6slichen Substrat Laminarin azur inkubiert.
Laminarin ist ein £-1,3-1,6-D-Glucan aus der Braunalge Laminaria digitata, das
hier kovalent mit dem blauen Farbstoff Remazol Brillantblau R verknipft ist.
Endo-f-Glucanaseaktivitat fuhrt zu I6slichen, blau gefarbten Abbauprodukten,
die photometrisch analysiert wurden (s. 2.8.1). Die hdchsten Endo-p-Gluca-
naseaktivititen wiesen Phanerochaete chrysosporium, Trametes sp.,
Pleurotus sapidus und Polyporus sp. auf. Bei Armillaria mellea, Hericium
erinaceus, Lentinula edodes und Marasmius scorodonius 166.44 war keine Akti-
vitdt nachweisbar. Die Ubrigen Basidiomyceten zeigten sehr geringere Enzym-
aktivitaten (Tab. 3.3).
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Tab. 3.3: Maximale Endo-f-Glucanaseaktivitdten von Basidiomyceten im

Submerskulturscreening

Basidiomyceten-Stamm Glucanrgsaé(éliir\l/cilt%_tﬁ[)b mLY) Kulturtag
Phanerochaete chrysosporium L 13-2 78,5 12
Trametes sp. 480.63 76,7 10
Pleurotus sapidus 8266 62,8 12
Polyporus sp. | 52,8 10
Pleurotus floridanus Nr. 17 31,6 12
Agrocybe aegerita 4021 13,5 6
Marasmius scorodonius 850.87 9,5 12
Polyporus umbellatus 483.72 8,5 12
Marasmius alliaceus 413 53 12
Pleurotus eryngii 366.47 4,8 10
Lentinula edodes 225.51 4,5 10
Pleurotus ostreatus 1020 45 12
Clitocybe illudens 3398 3,8 4
Marasmius scorodonius 137.83 2,8 10
Pholiota squarrosa 5127 1,7 10
Armillaria mellea 100.12 nicht nachweisbar -
Hericium erinaceus 260.74 nicht nachweisbar -
Lentinula edodes nicht nachweisbar -
Marasmius scorodonius 166.44 nicht nachweisbar -

Maximale Endo-g-Glucanaseaktivitdten wurden Uberwiegend an den Kulturta-

gen 10 und 12 nachgewiesen.
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3.3 Charakterisierung der Endo-#-Glucanase aus Phanero-

chaete chrysosporium

3.3.1 Endo-g-Glucanaseaktivitat von Phanerochaete chrysosporium

Der Basidiomycet Phanerochaete chrysosporium wies die hochste Endo-S-Glu-
canaseaktivitdt auf und wurde Uber einen grof3eren Zeitraum von 26 Tagen
submers kultiviert, um die Enzymaktivitaten wahrend des Kulturverlaufs genauer
zu beobachten (Abb. 3.2).

60 T
50 A

40 -

20 A

Enzymaktivitat [U mL1]
w
o
1

o—0.
0 hd v v T T T T T

0 5 10 15 20 25

Kulturtag [d]

Abb. 3.2: Von Phanerochaete chrysosporium wéhrend der Kultivierung sekretierte

Endo-g-Glucanaseaktivitat

Die Enzymaktivitat stieg ab dem 4. Kulturtag bis zu einem Maximum an Kultur-
tag 10 und schwankte im weiteren Kulturverlauf um den maximalen Wert. Im
Vergleich zum Screening war die maximale Enzymaktivitdt um ca. 36% niedriger
(s.3.2.2).
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3.3.2 Gesamtglucanaseaktivitat von Phanerochaete chrysosporium

Zur Messung der Gesamtglucanaseaktivitat wurde aufgrund der besseren LOs-
lichkeit im Vergleich zum Cinerean das kommerziell erhéaltliche p-1,3-1,6-D-
Glucan Laminarin als Substrat eingesetzt. Die enzymhaltige Probel6ésung wurde
bei 60 °C mit Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 (49 mM Citronensaure, 102 mM
Dinatriumhydrogenphosphat) und einer wassrigen Laminarinlésung inkubiert.
Die gebildeten reduzierenden Zucker wurden im Anschluss mittels Nelson-
Somogyi-Test photometrisch quantifiziert (s. 2.8.3). Der Verlauf der Gesamt-
glucanaseaktivitat wahrend der Kultivierung (Abb. 3.3) dhnelte dem der Endo-4-
Glucanaseaktivitat (Abb. 3.2).
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Abb. 3.3: Gesamtglucanaseaktivitat von Phanerochaete chrysosporium

wahrend der Kultivierung

Die Gesamtglucanaseaktivitat stieg bis zum 10. Kulturtag zu einem ersten Ma-
ximum an. Die hochste Gesamtglucanaseaktivitdt wurde am 16. Kulturtag beo-
bachtet.
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Das Ergebnis des Screenings in Submerskultur (s. 3.2.2) wurde mit der
Gesamtglucanaseaktivitat der 4 Basidiomyceten mit der héchsten Endo-f-

Glucanaseaktivitat im Kultivierungsverlauf bestatigt (Abb. 3.4).

Enzymaktivitat [U mL-1]

0 L . . T T 1
6 8 10 12 14 16 18
Kulturtag [d]
Abb. 3.4: Gesamtglucanaseaktivitat wahrend der Kultivierung
(—*— Pleurotus sapidus; —®— Trametes sp.; Polyporus sp.)

Die htéchste Gesamtglucanaseaktivitat wurde bei Phanerochaete chrysosporium
nachgewiesen (vgl. Abb. 3.3).

Bei Pleurotus sapidus zeigte die Gesamtglucanaseaktivitat am 10. Kulturtag ein
erstes Maximum. Im weiteren Kultivierungsverlauf stieg die Aktivitdt bis zum
18. Kulturtag an.

Die Gesamtglucanaseaktivitat von Trametes sp. und Polyporus sp. stieg konti-

nuierlich bis zum 16. Kulturtag an, bei Polyporus sp. jedoch erst nach dem
12. Kulturtag.
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3.3.3 pH-Optimum der von Phanerochaete chrysosporium sekretierten

Endo-g-Glucanase

Die Bestimmung des pH-Optimums erfolgte mit Kulturiiberstand von Phanero-
chaete chrysosporium, der mit Citrat-Phosphat-Puffer und wassriger Laminarin-
l6sung versetzt 45 min bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert wurde
(s. 2.8.3.1). Der pH-Wert der Pufferldosungen variierte zwischen pH 3,0 und
pH 6,0. Die Enzymaktivitat war bei pH 5,0 maximal, so dass alle weiteren Mes-
sungen bei diesem pH-Wert durchgefihrt wurden (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Relative Enzymaktivitat der Endo-g-Glucanase aus Phanerochaete

chrysosporium in Abhangigkeit vom pH-Wert
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3.3.4 Temperatur-Optimum der von Phanerochaete chrysosporium

sekretierten Endo-g-Glucanase

Zur Bestimmung des Temperatur-Optimums wurde Kulturiiberstand mit Citrat-
Phosphat-Puffer pH 5,0 (49 mM Citronenséure, 102 mM Dinatriumhydrogen-
phosphat) und wassriger Laminarinldsung 15 min bei der entsprechenden Tem-
peratur inkubiert (s. 2.8.3.2).

Die hochste Enzymaktivitat wurde zwischen 63 °C und 68 °C beobachtet
(Abb. 3.6). Alle weiteren Aktivitdtsbestimmungen erfolgten bei 60 °C.
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Abb. 3.6: Relative Enzymaktivitat der Endo-g-Glucanase aus Phanerochaete

chrysosporium in Abhangigkeit von der Temperatur
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3.3.5 Bestimmung des isoelektrischen Punktes

Der konzentrierte Kulturiiberstand (s. 2.9) wurde einer isoelektrischen Fokus-
sierung unterworfen (s. 2.11.3). Ein Teil des Gels wurde mit Coomassie gefarbt
(s. 2.11.4), wodurch 6 Banden mit isoelektrischen Punkten zwischen 2,5 und 6,7
sichtbar wurden (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Isoelektrische Fokussierung des konzentrierten Kulturiiberstands
(I: Referenzproteine, 5 yL; II: konzentrierter Kulturiberstand, 10 L)

Im ungefarbten Teil des Gels wurden entsprechend zu den gefarbten Banden
Bereiche ausgeschnitten und auf Gesamtglucanaseaktivitat getestet (s. 2.11.6,
nicht gezeigt). Als Blindwert diente ein Gelbereich, der keine Banden aufwies.
Bei dem Bereich mit einem isoelektrischen Punkt von 6,7 war die Aktivitatsfar-
bung am deutlichsten. Der Gelbereich mit einem isoelektrischen Punkt von 5,5
zeigte im Vergleich dazu eine schwachere Farbung. Bei den lbrigen Banden

war keine Aktivitatsfarbung zu beobachten.
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3.3.6 Spaltmuster Endo-/Exo-g-Glucanasen

Das Spaltmuster von Endo- und Exo-f-Glucanasen wurde durch unterschiedlich
lange Inkubationen der jeweiligen Enzympréparate mit einer wassrigen Lami-
narinlésung und anschlieBender GroRenausschlusschromatographie analysiert.
Die Inkubation wurde bei 40 °C mit Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 (4,9 mM
Citronensaure, 10,2 mM Dinatriumhydrogenphosphat) durchgefiihrt. Die Detek-
tion erfolgte mit einem Lichtstreudetektor. Anhand dieser Spaltmuster wurde die
Spezifitdt der Glucanaseaktivitat aus Phanerochaete chrysosporium eingestuft.

Cinerean eignete sich fir diese Versuchsreihe nicht als Substrat, weil es nach
Ausféllung (s. 2.2.15) nur begrenzt I6slich war. Der Kulturiberstand von Botrytis

cinerea enthielt zu wenig Cinerean (Abb. 3.8). Eine Konzentrierung mittels

Zentrifugationseinheiten war aufgrund des Glucangehalts nicht mdglich.

7,0

Glucose

U[mV]
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Abb. 3.8: SEC-ELSD-Chromatogramm des Kulturiiberstands von Botrytis cinerea
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Bei den verwendeten Enzympréparaten handelte es sich jeweils um Rohenzym
(Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Elektrophoretische Analyse der fur den Laminarinabbau
verwendeten Enzympraparate; SDS-PAGE, 12%ig
(I: konz. Kulturiberstand von Phanerochaete chrysosporium, 10 uL, die Endo-4-
Glucanase dieser Arbeit ist markiert; Il: Glucanex aus Trichoderma harzianum, 10 pL;
lll: Exoglucanase aus Trichoderma harzianum mit Pektinase aus Aspergillus niger, 10 pL;
IV: Exoglucanase aus Trichoderma longibrachiatum, 10uL; V: Referenzproteine, 5 pL;
VI: Exoglucanase aus Penicillium funiculosum (Emersfermentation), 10 pL;
VII: Exoglucanase aus Penicillium funiculosum (Submersfermentation), 10 uL;
VIII: Endoglucanase (TU Braunschweig), 10 uL; IX: Endoglucanase aus

Helix pomatia, 10 pL)

Fir die Inkubationsanséatze wurde eine Gesamtglucanaseaktivitat (s. 2.8.3) von
0,5 U Ansatz™ gewahlt. Fir die Blindwerte wurden hitzeinaktivierte Probelésun-
gen zu jeder Inkubationszeit eingesetzt. Das Chromatogramm des Blindwerts
entsprach bei allen Versuchen dem ,0 min-Chromatogramm®. Alle Inkubationen
wurden zweifach durchgefuhrt. Aufgrund der guten Reproduzierbarkeit des
Assays und der besseren Ubersichtlichkeit ist im Folgenden jeweils nur ein

Chromatogramm pro Inkubationszeit dargestellt.
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Charakteristisch fur die Chromatogramme sind die Peaks fur das jeweilige En-

zymprotein, das Substrat Laminarin und die Abbauprodukte Laminaritriose und

Glucose (Tab. 3.4).

Tab. 3.4: Charakteristische Peaks der Grolienausschluss-Chromatogramme

Substanz Molekulargewicht [Da] Retentionszeit [min]
Enzym nicht bestimmt 6,3-7,3
Laminarin 4.502 8,7
vermutl. Laminaritriose 514 9,9
Glucose 180 10,4

Das Molekulargewicht von Laminarin und dem Abbauprodukt, bei dem es sich

dem Molekulargewicht nach um Laminaritriose handelt, wurde nach Kalibrierung

der GroéRenausschlusssaule (s. 2.8.4.1) mit Dextran-Standards bestimmt

(Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Kalibriergerade GroRenausschlussséaule PL aquagel-OH 20
(y = -0,7854x + 10,487; R* = 0,9871)
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3.3.6.1 Exoglucanasepraparat aus Penicillium funiculosum (Emersfermentation)

Der Abbau des Laminarins durch das Exoglucanasepraparat aus Penicillium
funiculosum fuhrte neben Laminaridextrinen mit niedrigem Molekulargewicht

Uberwiegend zum Abbauprodukt Glucose.

Nach 180 min war Laminarin vollstandig abgebaut (Abb. 3.11).

45 7

40 - Glucose
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Abb. 3.11: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Exoglucanasepraparat aus Penicillium funiculosum (Emersfermentation)
nach verschiedenen Inkubationszeiten
(- Omin; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.3.6.2 Exoglucanasepréaparat aus Penicillium funiculosum

(Submersfermentation)

Das Exoglucanasepraparat aus der Submersfermentation von Penicillium funi-
culosum hydrolysierte Laminarin zu Glucose und einem geringem Anteil an

Laminaridextrinen mit niedrigem Molekulargewicht.

Nach 180 min war Laminarin nicht vollstandig abgebaut (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Exoglucanasepraparat aus Penicillium funiculosum (Submersfermentation) nach
verschiedenen Inkubationszeiten

( 0 min; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.3.6.3 Exoglucanasepréaparat aus Trichoderma longibrachiatum

Durch das Exoglucanaseprédparat aus Trichoderma longibrachiatum wurde
Laminarin innerhalb von 60 min zu Laminaridextrinen unterschiedlicher Grol3e

abgebaut.

Der Abbau der Laminaridextrine erfolgte in den darauffolgenden 2 Stunden na-
hezu vollstandig zu Glucose (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Exoglucanasepraparat aus Trichoderma longibrachiatum nach verschiedenen
Inkubationszeiten
(- Omin; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.3.6.4 Exoglucanasepraparat aus Trichoderma harzianum mit Pektinase aus
Aspergillus niger

Laminarin wurde durch das Exoglucanasepraparat aus Trichoderma harzianum

mit einer Pektinase aus Aspergillus niger innerhalb von 60 min zu verschiede-

nen Laminaridextrinen und Glucose hydrolysiert.

Nach 180 min wurde vorwiegend Glucose detektiert (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Exoglucanasepraparat aus Trichoderma harzianum mit einer Pektinase aus Aspergillus
niger nach verschiedenen Inkubationszeiten

( 0 min; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.3.6.5 Exoglucanasepréaparat aus Trichoderma harzianum (Glucanex)

Das Exoglucanasepraparat aus Trichoderma harzianum (Glucanex) hydroly-

sierte Laminarin zu verschiedenen Laminaridextrinen und Glucose.

Nach 60 min war das Laminarin noch nicht vollstdndig abgebaut; nach 180 min
wurde Uberwiegend Glucose nachgewiesen (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Exoglucanasepraparat aus Trichoderma harzianum (Glucanex)
nach verschiedenen Inkubationszeiten

( 0 min; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.3.6.6 Endoglucanasepraparat (TU Braunschweig)

Der Laminarinabbau durch das Endoglucanasepraparat der TU Braunschweig

war nach 60 min in geringem Mal3 erfolgt.

Nach 180 min lagen ausschlief3lich verschiedene Laminaridextrine und Glucose
vor (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Endoglucanasepraparat (TU Braunschweig) nach verschiedenen Inkubationszeiten
(- Omin; 30 min; — 60 min; — 180 min)

3.3.6.7 Endoglucanasepraparat aus Helix pomatia

Durch das Endoglucanasepraparat aus der Weinbergschnecke Helix pomatia
wurde Laminarin innerhalb von 60 min vollstdndig zu verschiedenen
Laminaridextrinen und Glucose abgebaut. Die Laminaridextrine wurden bevor-
zugt zu einem anhand der Kalibriergerade (s. 3.3.6) ermittelten Molekularge-
wicht von 514 Da hydrolysiert (Retentionszeit 9,9 min) und kdnnten einer

Laminaritriose (Molekulargewicht 504 Da) entsprechen.
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Nach 180 min wurde Gberwiegend Glucose nachgewiesen (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch das
Endoglucanasepraparat aus Helix pomatia nach verschiedenen Inkubationszeiten

( 0 min; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.3.6.8 Kulturiiberstand von Phanerochaete chrysosporium

Laminarin wurde durch den Kulturiberstand von Phanerochaete chrysosporium
innerhalb von 60 min in geringem Malf3 zu verschiedenen Laminaridextrinen und

Glucose hydrolysiert.

Nach 180 min war Laminarin Uberwiegend zu dem Laminaridextrin mit einem

Molekulargewicht von 514 Da und Glucose abgebaut worden (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: SEC-ELSD-Chromatogramme des Abbaus von Laminarin durch den Kultur-
Uberstand von Phanerochaete chrysosporium nach verschiedenen Inkubationszeiten
( Omin; 30 min; — 60 min; — 180 min)
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3.4  Proteinbiochemische Charakterisierung der Endo-#

Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium

3.4.1 Reinigung mittels Gelfiltrationschromatographie (GFC)

Fur die Reinigung des Zielenzyms wurde der Kulturiberstand zunachst mittels
Ultrafiltration (s. 2.9) um den Faktor 48 konzentriert. Der Aktivitatsverlust betrug
knapp 70% (Tab. 3.5). Im Filtrat sowie im Rekombinat von Filtrat und Retentat

wurde keine Aktivitat nachgewiesen.

Tab. 3.5: Bilanzierung der Konzentrierung mittels Ultrafiltration

, Gesamt- ... Gesamt-  Spez.
Probe Protein protein Aktivitat akiivitat  AKtivitat Ausbeute
[MgmL*]  [ug]  [UmLY [U] [U pg™] [%]

_ Kultur- 45 3915 6,3 5415 1,4 100,0
uberstand

Konz.

Kultur- 38,9 69,9 92,2 166,0 2,4 30,6
Uuberstand

Der konzentrierte Kulturiiberstand wurde mit Hilfe einer Superdex 200-Saule
chromatographisch getrennt. Gesamtglucanaseaktivitat befand sich ausschliel3-
lich in einer Fraktion (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: FPLC-Chromatogramm der Reinigung der Endo-g-Glucanase mittels
Superdex 200-Saule; Laufpuffer: Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 (49 mM Citronensaure,
102 mM Dinatriumhydrogenphosphat); Flussrate: 0,5 mL min™;
Probenvolumen: 100 uL; Fraktionsgréf3e: 2 mL;

(— aktive Fraktion)

Nach Kalibrierung der Gelfiltrationssaule (s. 2.10) und Mittelung der Retentions-
zeiten des Peakmaximums von 4 verschiedenen GFC-Laufen wurde fir die

aktive Fraktion ein Molekulargewicht von 39 kDa bestimmt (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Kalibriergerade Gelfiltrationsséule Superdex 200
(y = -0,3651x + 1,2284; R? = 0,9885)
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Die Reinigung der Endo-p-Glucanase wurde sowohl durch eine SDS-PAGE
(s. 2.11.1) als auch durch eine halbnative SDS-PAGE (s. 2.11.2) veranschau-
licht (Abb. 3.21). Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Gel mit Silber ge-
farbt (s. 2.11.5). Das halbnative SDS-Polyacrylamidgel wurde nach der Elektro-
phorese geteilt. Eine Gelhalfte wurde mit Coomassie gefarbt (s. 2.11.4). Um flr
die Coomassiefarbung eine ausreichend hohe Proteinkonzentration zu erhalten,
wurde die aktive Fraktion von 4 GFC-Laufen kombiniert und um den Faktor 9

konzentriert.
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Abb. 3.21: Elektrophoretische Analyse der Reinigung der Endo-f-Glucanase;
a: Silberfarbung, SDS-PAGE, 12%ig (I: Referenzproteine, 5 pL; II: denaturierter
konz. Kulturiiberstand, 30 pL);
b: Coomassiefarbung, halbnative SDS-PAGE, 12%ig (I: denaturierte konz. GFC-
Fraktionen, 30 pL; Il: Referenzproteine, 5 pL; Ill: native konz. GFC-Fraktionen, 30 pL)

Von der anderen Gelhélfte wurden auf der Hohe der denaturierten und nativen
coomassiegefarbten Banden zwei Banden ausgeschnitten und einer Aktivitats-
farbung unterworfen (s. 2.11.6). Die native Probe zeigte gegeniber der denatu-
rierten Probe Aktivitat. Das Molekulargewicht der gereinigten Endo-£-Glucanase
wurde auf 42 kDa berechnet (s. 2.11.1). Bei einer Anreicherung von 5,2 und
einer Ausbeute von 4,4% betrug der Anteil des gereinigten Proteins am Ge-
samtprotein des Kulturiiberstandes 0,8%. Die Wiederfindung der auf die Saule
gegebenen Aktivitat betrug 4,0% (Tab. 3.6).
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Tab. 3.6:  Bilanzierung der Reinigung der Endo-4-Glucanase

) - spez.

Probe Protein Aktivitat Ausbeute Aktivitit ~An-

1 1 4, reicherung
[mgmL"]  [ug] [UmLT]  [U] (%] [U pg™]

_ Kultur- 45 3915 63 5415  100,0 1.4 1,0
Uberstand

Konz.

Kultur- 38,9 69,9 92,2 166,0 30,6 2,4 1,7
Uberstand

GFC 0,5 3,3 3,7 23,9 4.4 7,2 5,2

3.4.2 Sequenzierung und Homologievergleich

Die denaturierte und die native Bande des coomassiegefarbten halbnativen
SDS-Polyacrylamidgels (Abb. 3.21 b) wurden ausgeschnitten. Die de novo Se-
qguenzierung erfolgte nach tryptischem Verdau der Banden und anschlieRender
Analyse mittels ESI-MS/MS (Tab. 3.7).

Tab. 3.7: Peptidsequenzen durch de novo Sequenzierung; fett = sichere

Identifizierung; L = L oder |

Denaturierte Probe Native Probe

1. NAYWDLLQR 4. SYGPALNALGGGWYAMER
2. VNYVNQATAVAK
3. GEDTTVLSPSGGPR

Die Sequenzierung ergab, dass es sich vermutlich um ein Glykoprotein des
"high mannose type" mit der Glykanstruktur Mannoses-N-Acetylglucosamin,
handelt. Mit den erhaltenen Peptidsequenzen wurden Homologievergleiche
durch Datenbankrecherche (NCBI-BLAST, Altschul et al. 1997) durchgefihrt.
Die Peptidsequenzen 1 und 3 wiesen keinerlei Homologie auf. Fur die Peptid-
sequenzen 2 und 4 wurde eine Homologie von jeweils 83% zu einer Endo-
1,3(4)-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium (Zugriffsnummer
AB092837) gefunden. Innerhalb der Aminosauresequenz dieses Enzyms wurde

die mutmaliliche Lage der Peptidsequenzen 2 und 4 bestimmt (Abb. 3.22). Die
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erwartete FragmentgroRe zwischen den Peptidsequenzen 2 und 4 betrug
161 Aminoséauren.

AB092837 MRFAALASLVAAALIPSSYAATYHLEDNWVGSAFLSTFTHEAIADPTHGRVNYVDQATAL 60
Peptid 2 @ oo VNYVNQATAV 10
****:****:
AB092837 AKNLTYASGDTLILRADHTTTLSPSGPGRNSVRIRSIKTYTTHVAVEDVRHMPQGCGTWP 120
Peptid 2 AR ——mmmm 12
* *
AB092837 AAWETDEGDWPNGGEVDIIEGVNDQSPNAMTLHTGANCAMPASRTMTGHATNNNCDVNTD 180
Peptid 2=~ —==-—--—- -
AB092837 GNTGCGVQAPTANSYGPSFNANGGGWYAMERTNSFIKVWEFPRNAGNVPNDIASGPATIN 240
Peptid 4 = ——--—-——m———- SYGPALNALGGGWYAMER——-—=——=———————————— -

khkkk o o kk khkkkxkkkk

AB092837 TDNWGTPTAFFPNTNCDIGSHFDANNIIINLTFCGDWAGQASIFNGAGCPGSCVDYVNNN 300
Peptid 4 =  ———=—--—-—-—-—m e
AB092837 PSAFANAYWDIASVRVYQ 318

Peptid 4 ~  —--—m---—————m————-

Abb. 3.22: Vergleich der Aminosduresequenz einer Endo-1,3(4)-4-Glucanase aus
Phanerochaete chrysosporium (Zugriffsnummer AB092837) mit den Peptidsequenzen

2 und 4 der Endo-g-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium
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3.5 Molekularbiologische Identifizierung von Basidiomyceten

Der Stamm L 13-2 der FSU Jena wurde zu Beginn dieser Doktorarbeit in der
institutseigenen Stammsammlung als Lentinellus cochleatus gefihrt. Zur mole-
kularbiologischen Identifizierung dieses Basidiomyceten wurde nach White et al.
(1990) aus genomischer DNA (s. 2.14) mit den Primern ITS5 und ITS4
(Tab. 3.8) ein 606 bp grof3es Fragment amplifiziert, das fur die 5,8S ribosomale
Untereinheit inklusive der flankierenden ITS-Bereiche ITS1 und ITS2 (Internal
Transcribed Spacer Region) codiert (Abb. 3.23).

Tab. 3.8: ITS-Primer zur Amplifizierung der 5,8S ribosomalen Untereinheit mit ITS-

Bereich
Nummer Name Sequenz Schmelz-
temperatur
1473 ITS4 5>TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC<3' 58 °C
1474 ITS5 5>GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG<3' 58 °C

TTTCTGTAGGTGCACGTGGGGAAGTATCATTAGAGAGTAACTGCACAGGTTGTAGGTGCCCT
CTGGGGGCATGCGCACGCGTGTCTCATCCTCTTTTCCACCTGTGCGCACTTGTTGTAGGTGG
GTAGAAGAGAGAGCATTCCTGATGCTTGCTTGGAAGCCTTCCTATGTTTTACTACAAACGCT
TCAGTTTAAGAATGTCTACCTGCGTATAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTC
TTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATGCCTGT
TTGAGTGTCATGGTATCCTCAACCTTCATAACTTTTTGTTATCGAAGGCTTGGACTTGGAGG
TTGTGCTGGCTTCTAGTCGAGTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCGTGAGTGTAACGGATCG
CTTCGGTGTGATAATTATCTGCGCCGTGGTCGTGAAGTAACATAAGCTTGCGCTTCTAACCG
TCCTTCAGTTGGACAATTTACTTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAG

Abb. 3.23: DNA-Sequenz der 5,8S ribosomalen Untereinheit mit flankierendem
ITS-Bereich aus dem Basidiomyceten L 13-2 (FSU Jena)
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Ein Datenbankvergleich (EMBL-EBI, WU-BLAST?2, Altschul et al. 1997) ergab
eine Homologie von 99% zu 5 verschiedenen Phanerochaete chrysosporium-
Stammen (Tab. 3.9). Eine Homologie zu Lentinellus cochleatus war in dem Da-

tenbankvergleich nicht vorhanden.

Tab. 3.9:  Auswahl von Homologien der DNA-Sequenz der 5,8S Untereinheit
mit flankierendem ITS-Bereich zu verschiedenen Stammen von

Phanerochaete chrysosporium

Zugriffsnummer Organismus Homologie E-Wert

AF475146 Phanerochaete chrysosporium 99 % 7,49
KCTC 6293

AF475147 Phanerochaete chrysosporium 99% 7,4%
KCTC 6728

EU543990 Phanerochaete chrysosporium 99% 8,2%

PV1
FJ594060 Phanerochaete chrysosporium 99% 2,1%
FCL 208
AY854086 Phanerochaete chrysosporium 99% 1,0%
AFTOL-ID 776

Analog zu Singh und Chen (2008) wurde der Stamm L 13-2 mit der Software
MEGA (Tamura et al. 2007) nach der Neighbor-Joining-Methode phylogenetisch
eingeordnet (Abb. 3.24). Als Outgroup fungierte der Basidiomycet Bjerkandera

fumosa.
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Bjerkandera fumosa, AJ006673
Phanerochaete chrysosporium KCTC 6728, AF475147

Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767, AY219344
Phanerochaete chrysosporium KCTC 6293, AF475146
— Phanerochaete chrysosporium AFTOL-ID 776, AY854086

Phanerochaete chrysosporium PV1, EU543990

Phanerochaete chrysosporium FCL 208, FJ594060

Phanerochaete chrysosporium L 13-2, diese Arbeit

—L Phanerochaete chrysosporium IFM 47473, AB361644
Phanerochaete chrysosporium IFM 47494, AB361645

0,02
—

Abb. 3.24: Phylogramm der DNA-Sequenz der 5,8S ribosomalen Untereinheit mit flan-
kierendem ITS-Bereich verschiedener Phanerochaete chrysosporium-Stamme

(Outgroup entsprechende Sequenz von Bjerkandera fumosa)

Die ldentitat des Basidiomyceten Pleurotus sapidus 8266 wurde in vorangegan-
genen Arbeiten tber die Amplifizierung und Sequenzierung der V6-Domé&ne mit
hoher Wahrscheinlichkeit bestatigt (Bouws 2007).
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3.6 Molekularbiologische Charakterisierung der Endo-#

Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium

3.6.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Der Basidiomycet Phanerochaete chrysosporium wurde fur die Induktion von
Glucanasen in einem Minimalmedium submers kultiviert (s. 2.2.6). Am Tag der
hochsten Glucanaseaktivitat wurde Gesamt-RNA aus dem Myzel isoliert
(s. 2.13.1). Die Integritdt der isolierten RNA wurde mittels Agarose-Gelelek-
trophorese (s. 2.13.2) Uberprift (Abb. 3.25). Das Bandenmuster war charakteris-
tisch fur die 28S rRNA und 18S rRNA.

28S rRNA

18S rRNA

Abb. 3.25: Agarosegel (1%ig) der Gesamt-RNA

(I: Gesamt-RNA aus Phanerochaete chrysosporium, 9 uL)

Ausgehend von der Gesamt-RNA wurde der Erststrang synthetisiert (s. 2.13.3).
Dieser diente in einer LD-PCR (s. 2.13.4) als Template und wurde zur cDNA
amplifiziert (Abb. 3.26). Der GréfRenbereich der cDNA lag zwischen 300 bp und
3.000 bp.

Abb. 3.26: cDNA aus Phanerochaete chrysosporium; 1,2%iges Agarosegel
(I: DNA-Leiter, 5 pL; 1l: cDNA aus Phanerochaete chrysosporium, 9 pL)
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3.6.2 Ableitung der Primer

Fur die Amplifizierung eines cDNA-Fragments der Endo-f-Glucanase wurden
ausgehend von den Peptidsequenzen 2 und 4 sowie ihrer mutmalflichen Lage
(Abb. 3.22) mit Hilfe der Software PCR Primer Design und Oligo Property Scan
des Primerherstellers (Eurofins MWG Operon) degenerierte Primer abgeleitet
(Tab. 3.10). In den PCR-Reaktionen wurden die gegenlaufigen Vor- und Ruck-
wartsprimer ,for“ bzw. ,rev“ so kombiniert, dass die Schmelztemperaturen nicht
mehr als 2 °C voneinander abwichen. Die erwartete ProduktgréRe betrug bei

allen Reaktionen ca. 483 bp, was 161 Aminoséuren entspricht.

Tab. 3.10: Degenerierte Primer zur Amplifizierung eines cDNA-Fragments der

Endo-p-Glucanase

Nummer Name Sequenz Schmelz-
temperatur
0495 EG1 for 58 5>GT(ATCG) AAC TAC GT(ATCG) AAC CAA GC<3' 58 °C
0496 EG2 for 58 5>GT(ATCG) AAC TAT GT(ATCG) AAC CAA GC<3' 56 °C
0497 EG3for 58 5>GT(ATCG) AAC TAC GT(ATCG) AAC CAG GC<3' 60 °C
0498 EG4 for 58 5>GT(ATCG) AAT TAC GT(ATCG) AAT CAG GC<3' 56 °C
0499 EG5 for 58 5>GT(ATCG) AAC TAT GT(ATCG) AAC CAG GC<3' 58 °C
0500 EG6 rev 58 5>TTC CAT (ATCG)GC GTA CCA (ATCG)CC<3 56 °C
0501 EG7 rev58 5>CTC CAT (ATCG)GC GTA CCA (ATCG)CC<3' 58 °C
0502 EG8rev58 5>CTC CAT (ATCG)GC ATA CCA (ATCG)CC<3 56 °C

3.6.3 Isolierung eines cDNA-Fragments der Endo-g-Glucanase

In den PCR-Reaktionen lieferten ausschlielich die Primerkombinationen
0495/0500 und 0498/0500 (Tab. 3.10) ein Fragment mit 480 bp. Die Hybridisie-
rungstemperatur betrug 52 °C, die Elongationszeit 50 s. Das PCR-Produkt wur-
de in den pCR2.1-Vektor ligiert (s. 2.17.2) und in E. coli TOP10 zwischenkloniert
(s. 2.17.3). Die Plasmidisolierung (s. 2.17.5) erfolgte aus einem sowohl beim
Blau/Weil3-Screening (s. 2.17.4) als auch bei der Kolonie-PCR (s. 2.15.2) positi-
vem Klon. Nach Sequenzierung (s. 2.17.6) wies das mit der Primerkombination
0495/0500 amplifizierte Fragment keine Homologie zu bekannten Proteinen auf.

Die cDNA-Sequenz des Fragments der Primerkombination 0498/0500
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(Abb. 3.27 a) zeigte eine Homologie von 74% (EMBL-EBI, WU-BLAST?2) zu der
in Kapitel 3.4.2 erwdhnten Endo-1,3(4)-p-Glucanase aus Phanerochaete
chrysosporium (Zugriffsnummer AB092837). Die Ubersetzte Aminosaure-

sequenz enthielt die Peptide 2, 3 und 4 aus der de novo Sequenzierung der

Endo-f-Glucanase (Abb. 3.27 b).

a)
GTTAATTACGTGAATCAGGCCACTGCCGTCGCTAAAAACCTTACATTCGCATCGGGCAAC
ACTCTGATCTTGAGGGCCGATGACACCACTGTTCTCAGCCCCAGTGGTCCAGGCCGCAAC
AGTGTCCGGATCCGTAGCGTCAAGGCTTACACCACACACGTTGCCATCATTGACGTCCGC
CACATGCCCCAGGGCTGCGGGACATGGCCCGCATTCTGGGAGACTGACGGCAGTAACTGG
CCAAACGGCGGCGAGGTCGACATCATTGAGGGTGTTAACGACCAGTCTCCGAACGCGATG
ACGCTACACACGGGAGCAAACTGCAACATGTCCGCCAGCCGCGCGGAGALCLCGGLCACGCECA
ACTGGCCTGAACTGCGACGTGAACACCGACGGCAACACCGGATGTGGGGETGCAGGCCCCC
ACCGCGAACAGTTATGGCCCCGCGCTGAATGCCATCGGCGGTGGATGGTACGCTATGGAA
480 bp

b)

VNYVNQATAVAKNLTFASGNTLILRADDTTVLSPSGPGRNSVRIRSVKAYTTHVAIIDVR
HMPOGCGTWPAFWETDGSNWPNGGEVDITEGVNDQSPNAMTLHTGANCNMSASRAETGTP
TGLNCDVNTDGNTGCGVQAPTANSYGPALNAIGGGWYAME 160 aa

Abb. 3.27: cDNA-Fragment der Endo-f-Glucanase
a) cDNA-Sequenz; b) tbersetzte Aminosauresequenz (fett: sichere Identifizierung der

Peptidsequenz; unterstrichen: unsichere ldentifizierung der Peptidsequenz; L = L oder |)

3.6.4 Isolierung der cDNA der Endo-g-Glucanase

Eine Datenbankrecherche (Joint Genome Institute JGI, http://genome.jgi-
psf.org/, Phanerochaete chrysosporium v2.0, BestModels v2.1, BLASTP) mit der
Aminosauresequenz (Abb. 3.27 b) ergab eine Homologie von 98% zu einem
Protein, das bisher mit der ID 123909 als Lipocalin-dhnlich annotiert war. Aus-
gehend von der DNA-Sequenz des Gens dieses Proteins wurden spezifische
Primer abgeleitet, die fur die Amplifizierung der cDNA der Endo-g-Glucanase

verwendet wurden (Tab. 3.11).
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Tab. 3.11: Spezifische Primer zur Amplifizierung der cDNA der Endo-f-Glucanase

Schmelz-
Nummer Name Sequenz
temperatur
1671 EGPCH3for66 5>ATG CGC CCG ACATTG ACT AGC<3' 66 °C
2228 EGPCH rev 66 5>GAT CAC TCG TAT ACG CGT ACA G<3' 66 °C

Die cDNA der Endo-f#-Glucanase wurde mit einer Hybridisierungstemperatur
von 61 °C und einer Elongationszeit von 70 s amplifiziert und anschlie3end in
E. coli transformiert. Die cDNA-Sequenz umfasst 948 bp und wurde unter der
Zugriffsnummer FN421479 bei EBI-EMBL veréffentlicht. Das Ubersetzte Protein
besteht aus 315 Aminosauren und hat ein berechnetes Molekulargewicht von
34 kDa. Alle 4 massenspektrometrisch ermittelten Peptidsequenzen (Tab. 3.7)
sind in der Aminosauresequenz enthalten. Das fir die Glykosidhydrolasefamilie
16a charakteristische katalytische Motiv EXDXXE wurde identifiziert (Strohmeier
et al. 2004). Mit Hilfe der Programme NetNGly 1.0 (Gupta et al. 2004) und
NetOGly 3.1 (Julenius et al. 2005) wurde die Aminosauresequenz auf das Vor-
handensein von Glykosidierungsstellen untersucht. Die Endo-fg-Glucanase be-
sitzt zwei potentielle N-Glykosidierungsstellen und keine potentielle O-Glyko-
sidierungsstelle (Abb. 3.28).



3 Ergebnisse

91

1
1

50
148

99
295

148
442

197
589

246
736

295
883

Abb. 3.28: Protein- und cDNA-Sequenz der Endo-S-Glucanase (Zugriffsnummer

MRPTLTSEFVALAYCLSGALAGSYTLIDNYVGSTFLSAFVHEAIADPTHG
accataatggcgttctggcggatacagatggtatctgtgcggaggcacg
tgcctcecgttctcagtcgctecggacttaaatgecttcecttaactcaccag
gcgagtcctccgcececctactgeccttttttcectcecccaacacgececttee

RVNYVNQATAVARNLTFASGNTLILRADDTTVLSPSGPGRNSVRIRSVK
agatgacgagggaacatgtgaacatagggaagcacagcgcaagcacaga
gtaataaccctcaatctccgactttgcaaccttgcggecggagtgtggta
gtttccgcectcecctactacagectgcecggetectteccttaccctegececcg

AYTTHVATIIDVRHMPOQGCGTWPAFWETDGSNWPNGGEVDIIEGVNDQSP
gtaacggaaggccaccgtgatcgttgaggaatcagggggaagggagctc
caccatcttatgatcagggcgcctgacaggagcaggatattagtaaacc
tccactcctcecececgtgecgagcacggtecctcgaceccecgecctgtteegtg

NAMTLHTGANCNMPASRAETGTPTGLNCDVNTDGNTGCGVQAPTANSYG
agaaccaggataacgacggagacagcatggaaggaagtggcgcagaatg
actctacgcagatccggcacgcccgtagatacagacgggtaccccagag
cgggacgaacccgccccggceccgatcegetcecgeccceccatgggeccaccte

PALNATIGGGWYAMERTNNE IKVWEEFPRNGNTPSDLKNGASSINTDNWGT
cgcagagggttgagcaaataagtttccagaactgcaaggaaaaagatga
cctactggggactagcaattatgttcgagacccataagcggtacaaggc
cggtccctcgtcggceccccecccacgeccgeccgecggeccgctaccecceccectgea

PTAFFPNTNCDIGSHFDONNIIINLTFCGDWAGAVYGNSGCPSTCVDYV
cagttcaaatgagtctgcaaaaaatattggtggggtgatgtcaatggtyg
cccttcacagatgcataaaatttatctggagcgctagacggecgecgtaat
ccgccgccttctaacccaccececcecgececttggecacttecgetectececce

NNNPSAFKNAYWDIAAVRVYE*
aaacagtaagttgagggcgtgt
aaacgctaacagatcctgtaag
ccctcgcecgetcecgecttacacga

FN421479) (blau: potentielle N-Glykosidierungsstellen; rot: katalytisches Motiv
EXDXXE der Glykosidhydrolasefamilie 16a (Strohmeier et al. 2004); fett: sichere Iden-

tifizierung der Peptidsequenz; unterstrichen: unsichere Identifizierung der

Peptidsequenz, L = L oder I)
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Die Nukleotidsequenz wies zu der Endo-1,3(4)-f#-Glucanase aus Phanerochaete
chrysosporium (Zugriffsnummer AB092837) mit 74% die hochste Homologie auf
(Aminosauresequenz 78% Homologie). Ein Vergleich zwischen der Nukleotid-
sequenz mit der ID 123909 aus der Genomdatenbank von Phanero-
chaete chrysosporium (JGI) und der Nukleotidsequenz der Endo-g-Glucanase
ergab eine Homologie von 98% (ClustalWw2, Larkin et al. 2007). Die Nukleotid-
sequenz der Endo-g-Glucanase ist um 6 Nukleotide kleiner (Abb. 3.29).
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ID1239009 ATGCGCCCGACATTGACTAGCTTCGTTGCCCTCGCGTACTGCCTCTCTGGAGCCCTTGCG 60
Glucanase ATGCGCCCGACATTGACTAGCTTCGTTGCCCTCGCGTACTGCCTCTCTGGAGCCCTTGCG 60

KAk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhk bk hkhkhk bk hkhk bk hkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhhx*k
ID123909 GGCAGCTACACTCTTATTGATAATTATGTCGGCTCTACCTTCCTCTCAGCATTCGTACAT 120
Glucanase GGCAGCTACACTCTTATTGATAATTATGTCGGCTCTACCTTCCTCTCAGCATTCGTACAC 120
Kk hkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhk bk hkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkxkhkhkkkhx*x
ID123909 GAGGCCATCGCCGACCCTACTCACGGCAGGGTTAATTATGTCAACCAAGCCACTGCCGTC 180
Glucanase GAGGCCATCGCCGACCCTACTCACGGCAGGGTTAATTATGTCAACCAGGCCACTGCCGTC 180
Ak hkkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhhkkhhkhhkhkhkhhkdhhkdhhkkhkhkhkhkhkhdhhkdhkhdhhkkhkhrhkhhdrdkhk *hkhkhkhhkhkxkk*x
ID123909 GCTAAAAACCTTACATTCGCATCGGGCAACACTCTGATCTTGAGGGCCGATGACACCACT 240
Glucanase GCTAAAAACCTTACATTCGCATCGGGCAACACTCTGATCTTGAGGGCCGATGACACCACT 240
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak kA Ak A Ak Ak Ak h kA kA kA khkhkdkhkhkhkhkhkhkkkkx k%
ID123909 GTTCTCAGCCCCAGTGGTCCAGGCCGCAACAGTGTCCGGATCCGTAGCGTCAAGGCTTAC 300
Glucanase GTTCTCAGCCCCAGTGGTCCAGGCCGCAACAGTGTCCGGATCCGCAGCGTCAAGGCTTAC 300
Ak hkhkhkhhkhkhkhhkkhkhkhhkkhkhkhhkkhkhkhhkhhkhhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhdk *khkhkhhkhkhkhhkhkx*xk*x
ID123909 ACCACACACGTTGCCATCATTGACGTCCGCCACATGCCTCAGGGCTGCGGGACATGGCCC 360
Glucanase ACCACACACGTTGCCATCATTGACGTCCGCCACATGCCTCAGGGCTGCGGGACATGGCCC 360
KA A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak Ak kA Ak A Ak Ak vk hkhkhkkk k%
ID123909 GCATTCTGGGAGACTGACGGCAGTAACTGGCCAAACGGCGGCGAGGTCGACATCGTAAGG 420
Glucanase GCATTCTGGGAGACTGACGGCAGTAACTGGCCAAACGGCGGCGAGGTCGACATC—————— 414
Ak hkhkhkhhhkhkhkh kA hkhkhkhkhhkhk bk hhkhk Ak hkhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkkx*xk
ID123909 ATTGAGGGTGTTAACGACCAGTCTCCGAACGCGATGACGCTACACACGGGAGCARACTGC 480
Glucanase ATTGAGGGTGTTAACGACCAGTCTCCGAACGCGATGACGCTACACACGGGAGCAAACTGC 474
hAhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhhkhhdhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhrhkkhkhkhkhkkhkhhhkhkxk**x
ID123909 AACATGCCCGCCAGCCGCGCGGAGACCGGAACGCCAACTGGCCTGAACTGCGACGTGAAC 540
Glucanase AACATGCCCGCCAGCCGCGCGGAGACCGGCACGCCAACTGGCCTGAACTGTGACGTGAAC 534
KAk hkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkkhhkhkhkhkhhkkhhhkkh dhkkhkhkhkkhhkrkhkhkhkhkkhkhkhkkhhkrhkh *khhhrkhkhhx*k
ID123909 ACCGACGGCAACACCGGATGTGGGGTGCAGGCCCCCACCGCGAACAGCTATGGCCCCGCG 600
Glucanase ACCGACGGCAACACCGGATGTGGGGTGCAGGCCCCCACCGCARACAGCTATGGCCCCGCG 594
Ahkhkkhkhkhhkhkhkhhkkhkhkhhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkkhkhkrxhkkhkh,hhkx%x Ak hkkhkhkkkhkkhkhkhkhkkhkkk*x*
ID123909 TTGAATGCCATCGGCGGTGGCTGGTATGCCATGGAGCGCACGAACAACTTCATCAAAGTC 660
Glucanase CTGAATGCCATCGGCGGTGGCTGGTATGCCATGGAGCGCACCAACAACTTCATCAAAGTC 654
KAk hhk kA hhkhk bk hkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkh *Ahkkhkhkhkkhhkrkhkhkhhkhhkxkkhx
ID123909 TGGTTCTTCCCGCGCAACGGGAACACGCCGTCCGACCTCAAGAATGGTGCAAGCAGCATC 720
Glucanase TGGTTCTTCCCGCGCAACGGGAACACGCCGTCCGACCTCAAGAACGGTGCAAGCAGCATC 714
Ak hkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkhkkhkhkhhkdhhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhkhhkhdk *khkhkhhkhkhhhk,hhk*x*x
ID123909 AACACCGACAATTGGGGCACACCCACCGCGTTCTTCCCGAACACCAATTGTGACATTGGA 780
Glucanase AACACCGACAATTGGGGCACACCCACCGCGTTCTTCCCGAACACCAATTGTGACATTGGA 774
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A Ak Ak kA Ak A Ak Ak kA hk kv kkkk*
ID123909 TCACACTTCGACCAAAACAATATCATCATCAACTTGACCTTCTGCGGTGATTGGGCGGGC 840
Glucanase TCACACTTCGACCAAAACAACATCATCATCAACTTGACCTTCTGCGGTGATTGGGCGGGC 834
KA A KA A A A A A I A A A A A A I A AK* A A A A A A A A A A A A A A A A A A A hA kA Ak A A hhkk ko hhk ok ok x*
ID123909 GCAGTCTATGGTAACTCCGGGTGCCCTAGCACCTGTGTCGACTACGTCAACAACAACCCT 900
Glucanase GCAGTCTATGGTAACTCCGGGTGCCCTAGCACCTGTGTCGACTACGTCAACAACAACCCT 894
Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhk bk hk kb hkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhx*k
ID123909 AGCGCGTTCAAGAACGCTTACTGGGACATCGCTGCTGTACGCGTATACGAGTGA 954
Glucanase AGCGCGTTCAAGAACGCTTACTGGGACATCGCTGCTGTACGCGTATACGAGTGA 948

R i i S I I i S R R I I S R R I R

Abb. 3.29: Vergleich von Nukleotidsequenzen

(Nukleotidsequenz von ID123909 aus der Genomdatenbank von

Phanerochaete chrysosporium (JGI) mit der Nukleotidsequenz der Endo-#-Glucanase)
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3.6.5 Berechnung eines Strukturmodells

Ein Vergleich zwischen den Aminosauresequenzen der Endo-f-Glucanase und
der Rontgenkristallstruktur einer Endo-1,3(4)-S-Glucanase aus Phanerochaete
chrysosporium (PDB-ID 2CL2) ergab eine Homologie von 81% (Abb. 3.31).

FN421479 MRPTLTSFVALAYCLSGALAGSYTLIDNYVGSTFLSAFVHEAIADPTHGRVNYVNQATAV 60
2CL2  mmmmmmmm ATYHLEDNWVGSAFLSTFTHEAIADPTHGRVNYVDQATAL 40

ek kK hkkekkkoekhkkhkoek hhkkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkokkkhko

FN421479 AKNLTFASGNTLILRADDTTVLSPSGPGRNSVRIRSVKAYTTHVAIIDVRHMPQGCGTWP 120
2CL2 AKNLTYASGDTLILRADHTTTLSPSGPGRNSVRIRSIKTYTTHVAVEDVRHMPQGCGTWP 100
Xk Kk Kk o kkk s khkkhhhk Kk kkkkkkkkkk Xk Kk ks ks khkkhkkk s s kkkkkkokkokkkxk
FN421479 AFWETDGSNWPNGGEVDIIEGVNDQSPNAMTLHTGANCNMPASRAETGTPTGLNCDVNTD 180
2CL2 AAWETDEGDWPNGGEVDIIEGVNDQSPNAMTLHTGANCAMPASRTMTGHATNNNCDVNTD 160
Kk okkkk s Kkk Kk Kk Ak KKKk Khk Kk khkkhkkhkkkkkkk kkkkk: Kk Kk kkkkkkk
FN421479 GNTGCGVQAPTANSYGPALNAIGGGWYAMERTNNFIKVWFFPRN-GNTPSDLKNGASSIN 239
2CL2 GNTGCGVQAPTANSYGPSFNANGGGWYAMERTNSFIKVWFFPRNAGNVPNDIASGPATIN 220
Kok kkkkkkk Kk Kk kkkks s kk kkkkhhhkhkk *hkkkkkkkk *%k % K3 Kk sskk
FN421479 TDNWGTPTAFFPNTNCDIGSHFDQONNIIINLTFCGDWAG--AVYGNSGCPSTCVDYVNNN 297
2CL2 TDNWGTPTAFFPNTNCDIGSHFDANNIIINLTFCGDWAGQASIFNGAGCPGSCVDYVNNN 280
Xk kk Kk Kk khkkhkkhkhkhhhhhk Hhkkkkkhkkhkkhkkhkkk s 0s  _skkk skkkkkkxk
FN421479 PSAFKNAYWDIAAVRVYE 315
2CL2 PSAFANAYWDIASVRVYQ 298

K*hkhkk Khkkhkhkhkkhkk o kkkk o

Abb. 3.30: Vergleich von Aminosauresequenzen der Endo-4-Glucanase
(Zugriffsnummer FN421479) und der Rontgenkristallstruktur einer Endo-1,3(4)-4-
Glucanase (PDB-ID 2CL2) aus Phanerochaete chrysosporium mit identifizierten

Funktionen (Vasur et al. 2009)
(blau: potentielle N-Glykosidierungsstellen; : hydrophobe Aminosauren mit
Einfluss auf die Substratbindung; rot: katalytisch aktive Aminosauren;

violett: bewegliche Schleife)
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Basierend auf diesem Sequenzvergleich wurde mit SWISS-MODEL (Arnold et
al. 2006) ein Strukturmodell fur die Endo-f-Glucanase berechnet (Abb. 3.31).

Abb. 3.31: Berechnetes Strukturmodell der Endo-4-Glucanase
(blau: potentielle N-Glykosidierungsstellen Asngs, ASnyeg;
: hydrophobe Aminoséauren mit potentiellem Einfluss auf die Substratbindung

Trp12s, TrP1so, HiS1s2, Trp2ze;
rot: potentiell katalytisch aktive Aminosauren Gluiss, Aspiz7, Gluia,
violett: potentiell bewegliche Schleife Thry7g, ASpigo, Glyig1, ASNigy)

Das berechnete Strukturmodell setzt sich aus 3 a-Helices und 21 antiparallelen
p-Faltblattstrukturen zusammen. Wahrend sich die a-Helices an einer duf3eren
Seite des Modells befinden, sind die pg-Faltblattstrukturen maf3geblich an der
Bildung eines konkaven f-Sandwiches beteiligt, der fur die Bindung und Umset-
zung des Substrats verantwortlich ist. Die 3 potentiell katalytisch aktiven Amino-
sauren Gluyss, Aspiszz und Gluigo sind an einem g-Faltblatt orientiert, das sich
nahezu in der Mitte der durch den p-Sandwich gebildeten Tasche befindet.
Wahrend die potentielle N-Glykosidierungsstelle Asng; an exponierter Stelle
lokalisiert ist, liegt Asnyge in der Nahe des katalytisch aktiven Zentrums. Die
Aminosauren Trpi23, Trpiso, Hisisy, Trpaze mit potentiellem Einfluss auf die Sub-
stratbindung sind wie die potentiell bewegliche Schleife mit den Aminosauren
Thri79, Aspiso, Glyis1, Ashig, ebenfalls an der aktiven Tasche des Enzyms orien-
tiert (Vasur et al. 2006).
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3.6.6 Phylogenetische Einordnung

Ausgehend von Vertretern aus der Glykosidhydrolasefamilie 16 mit den Enzym-
klassen EC 3.2.1.39 (Endo-1,3-4-Glucanasen) und EC 3.2.1.6 (Endo-1,3(4)-5-
Glucanasen) wurde die Aminosauresequenz der Endo-f-Glucanase mit Hilfe der
Software MEGA nach der Neighbor-Joining-Methode phylogenetisch eingeord-
net (Abb. 3.32). Als Outgroup diente eine Endo-1,3-p-Glucanase aus dem

Ascomyceten Aspergillus fumigatus der Glykosidhydrolasefamilie 81.

Aspergillus fumigatus, AF121133

EC 3.2.1.39
ndo-1,3-4-Glucanasen

Bursaphelenchus xylophilus, AB194803
E

Cellulosimicrobium cellulans, U56935

Lentinula edodes, AB446444
EC3.2.1.6

Phanerochaete chrysosporium, AB092837 | Endo-1,3(4)-4-Glucanasen

Phanerochaete chrysosporium, FN421479, diese Arbeit

0,1

Abb. 3.32: Phylogramm von Vertretern verschiedener Enzymklassen innerhalb der
Glykosidhydrolasefamilie 16 (Outgroup Endo-1,3-4-Glucanase aus Aspergillus
fumigatus, Glykosidhydrolasefamilie 81)

3.7 Heterologe Expression der Endo-#-Glucanase aus Phane-

rochaete chrysosporium

3.7.1 Klonierung in E. coli

Die heterologe Expression der Endo-f-Glucanase erfolgte in E. coli mit Hilfe des
PMAL Proteinfusions- und Reinigungssystems. Um eine erfolgreiche Expression
zu gewahrleisten, wurde die cDNA-Sequenz der Endo-fg-Glucanase an die
Codon Usage von E. coli angepasst. Fur die Klonierung in die Expressionsvek-
toren wurden die Restriktionsschnittstellen Xbal an das 5'-Ende bzw. Hindlll an

das 3'-Ende angefligt (Geneart). Die Expressionsvektoren pMAL-p4X (periplas-
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matische Expression) und pMAL-c4X (cytoplasmatische Expression) wurden
ebenso wie das synthetische Gen in Form eines Plasmids mit den entsprechen-

den Restriktionsenzymen verdaut (Abb. 3.33).

[kbp] | nom vV Ve VI
10,0

5,0 PMAL-pAX  pMAL-c4X

2,5
2,0

1,5

1,0

Abb. 3.33: Auftrennung der Klonierungselemente; 1,2 %iges Agarosegel
(I: DNA-Leiter, 5 yL; Il: Restriktionsverdau von Vektor pMAL-p4X, 25 uL; lll: Vektor
pMAL-p4X, 5 pL; IV: Restriktionsverdau von Vektor pMAL-c4X, 25 uL; V: Vektor
pPMAL-c4X, 5 pL; VI: Restriktionsverdau synthetisches Gen der Endo-g-Glucanase,
25 pL; VII: synthetisches Gen, 5 pL; markierte Banden wurden isoliert)

Die Klonierungselemente wurden aus dem Agarosegel eluiert. Die linearisierten
Vektoren wurden mit dem Insert, der synthetischen cDNA fir die Endo-£-Glu-
canase, ligiert. Nach Transformation in den Expressionsstamm E. coli K12 TB1
und Selektion Uber ampicillinhaltige Agarplatten wurde mittels Kolonie-PCR mit
vektor- und genspezifischen Primern (Tab. 3.12) die erfolgreiche Insertion des

Gens fur die Endo-f-Glucanase uberpruft.

Tab. 3.12: Vektor- und genspezifische Primer fiir die Uberprufung der Klonierung

Nummer Name Sequenz Schmelz-
temperatur
8755 M13 for lang 66 5>AGG GTTTTC CCA GTC ACG ACG<3' 66 °C

5170 EGhetEXx for 66 5>ATG CGT CCG ACC CTG ACC AG<3' 66 °C
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Von 4 Klonierungen mit dem Vektor pMAL-c4X fur die cytoplasmatische Expres-
sion waren 3 erfolgreich. Der Vektor pMAL-c4X-1 enthielt kein Insert. Mit dem
Vektor pMAL-p4X fir die periplasmatische Expression wurde fir alle 5
Klonierungen die Insertion des Gens mit einer Grol3e von 1,0 kbp nachgewiesen
(Abb. 3.34).

[kbp] | i m v v v Vvl VIl IX X

2,50
1,5
1,00

Abb. 3.34: Analyse der Kolonie-PCR mit vektor- und genspezifischen Primern;
1,6%iges Agarosegel (I: DNA-Leiter, 5 pL; II: Klon pMAL-c4X-1, 20 uL;
llI: Klon pMAL-c4X-2, 20 uL; IV: Klon pMAL-c4X-3, 20 uL; V: Klon pMAL-c4X-4, 20 uL;
VI: Klon pMAL-p4X-1, 20 pL; VII: Klon pMAL-p4X-2, 20 uL; VIII: Klon pMAL-p4X-3, 20 pL;
IX: Klon pMAL-p4X-4, 20 pL; X: Klon pMAL-p4X-5, 20 uL)

3.7.2 Heterologe Expression in E. coli

Fir die Expressionsversuche wurden die Klone pMAL-c4X-2 und pMAL-p4X-1
verwendet. Der entsprechende Vektor ohne Insert wurde als Negativkontrolle in
den Expressionsstamm transformiert. Die Vorkulturen wurden in LBamp-Medium
(s. 2.3.4) durchgefiuhrt. Das Expressionsmediumam (S. 2.3.6) fur die Hauptkultu-
ren enthielt 0,2% Glucose, um das Maltose System von E. coli zu reprimieren.
Andernfalls wirde unter anderem eine Amylase exprimiert werden, die zu
Problemen bei der Reinigung des Fusionsproteins mit der Amylosesaule fihren
kann. Diese Amylase hydrolysiert vermutlich das Fusionsprotein von der Saule
bzw. setzt Maltose aus dem S&ulenmaterial frei, was in der Elution des Fusions-
proteins resultiert (Handbuch pMAL Proteinfusions- und Reinigungssystem). Die
Hauptkulturen wurden bei 37 °C bis zu einer ODgponm VON ca. 0,5 kultiviert. An-
schlielend erfolgte die Induktion mit 0,3 mM IPTG Uber Nacht bei 15 °C
(2.3.10). Die Expression in Cyto- und Periplasma wurde durch SDS-PAGE und
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Western Blot (s. 2.19) nachgewiesen (Abb. 3.35, Abb. 3.36). Das Molekularge-
wicht des Fusionsproteins betragt 76 kDa und setzt sich aus 42 kDa fur das
Maltosebindeprotein und 34 kDa fur die Endo-g-Glucanase zusammen. Bei bei-
den Expressionsvarianten wurde das Fusionsprotein in so geringer Konzentrati-
on exprimiert, dass es ausschlie3lich im Western Blot visualisiert wurde. Im
Western Blot der Kultur von pMAL-c4X-2 war ein Abbau des Fusionsproteins
zum Maltosebindeprotein erkennbar (Abb. 3.35). Die Bande bei 51 kDa ist eine
Fusion aus dem Maltosebindeprotein und dem a-Fragment der f-Galaktosidase.
Sie entsteht bei der Expression des cytoplasmatischen Vektors pMAL-c4X,

wenn dieser kein Insert enthalt (Handbuch pMAL Proteinfusions- und Reini-

gungssystem).
[kDa] [kDa]
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Abb. 3.35: Analyse der cytoplasmatischen Expression der Endo-f-Glucanase
in E. coli K12 TB1 mittels Elektrophorese und Western Blot
a: Coomassiefarbung, SDS-PAGE, 12%ig; b: Western Blot;

(I: pMAL-c4X-2 nicht induziert, 20 pL; II: Negativkontrolle pMAL-c4X nicht induziert, 20 pL;
Ill: Referenzproteine, 5 pL; IV: pMAL-c4X-2 induziert, 20 pL; V: Negativkontrolle
PMAL-c4X induziert, 20 pL);

76 kDa: exprimiertes Fusionsprotein (MBP 42 kDa + Endo-fS-Glucanase 34 kDa);

51 kDa: Fusion aus MBP und a-Fragment der p-Galaktosidase; 42 kDa: MBP

Nach der Kultivierung von pMAL-p4X-1 erfolgte zur Isolierung der
periplasmatischen Fraktion ein osmotischer Aufschluss (s. 2.3.11). Die Analyse

mittels Western Blot zeigte, dass das exprimierte Fusionsprotein Uberwiegend
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im Cytoplasma verblieben und nicht in das Periplasma gelangt war. Im Gesamt-
zellextrakt war der Abbau des Fusionsproteins zum Maltosebindeprotein zu
beobachten (Abb. 3.36). Eine Variation der ITPG-Konzentration (15 pum, 50uM,

100 uM) fuhrte zu keiner héheren Expression in das Periplasma.

kDa] | Il 1l IV
250 ==

130
95

75 . <« 76 kDa

55

<«— 42 kDa

—
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Abb. 3.36: Analyse der periplasmatischen Expression der Endo-f-Glucanase
in E. coli K12 TB1 mittels Western Blot;

(I: Referenzproteine, 5 uL; II: pMAL-p4X-1 Gesamtzellextrakt, 20 uL; Ill: pMAL-p4X-1
periplasmatische Fraktion, 20 pL; IV: pMAL-p4X-1 cytoplasmatische Fraktion, 20 pL);
76 kDa: exprimiertes Fusionsprotein (MBP 42 kDa + Endo-f-Glucanase 34 kDa);
42 kDa: MBP

3.7.3 Nachweis von Glucanaseaktivitat

Die exprimierenden Klone pMAL-c4X-2 und pMAL-p4X-1 wurden submers kulti-
viert (s. 2.3.10). Die Kultur von pMAL-c4X-2 wurde mittels Ultraschall aufge-
schlossen. Zur Isolierung der periplasmatischen Fraktion der Kultur von pMAL-
p4X-1 wurde ein osmotischer Aufschluss durchgefiihrt (s. 2.3.11). Die Zelllysate
wurden bei verschiedenen Temperaturen, pH-Werten und Inkubationszeiten auf
Glucanaseaktivitdt untersucht (s. 2.8.3.3). Nachdem keine Glucanaseaktivitat
festgestellt wurde, erfolgte die Reinigung der periplasmatischen Fraktion von
pPMAL-p4X-1 mittels Amylosesaule. Nach Abspaltung des Maltosebindeproteins
durch die Peptidase Faktor Xa (5%ig bezogen auf Proteingehalt nach Bradford
(s. 2.6) und Abtrennung der Peptidase Uber eine Benzamidinséule wurde wiede-

rum unter Variation der pH-Werte, Inkubationstemperaturen und -zeiten auf
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Glucanaseaktivitat getestet (Abb. 3.37). Eine Glucanaseaktivitat wurde nicht

detektiert.
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Abb. 3.37: Elektrophoretische Analyse der Reinigung und Spaltung des Fusionsproteins
aus pMAL-p4X-1; SDS-PAGE, 10%ig, Coomassiefarbung
(I: periplasmatische Fraktion, 30 pL; Il: Referenzproteine, 5 pL; Ill: konz. Eluat der
Amylosebindesaule, 30 uL; IV: nach Abspaltung des Maltosebindeproteins, 30 pL);
76 kDa: Fusionsprotein (MBP 42 kDa + Endo-f-Glucanase 34 kDa); 42 kDa: MBP;
34 kDa: Endo-g-Glucanase; 30 kDa: Faktor Xa

Die Reinigung des Zelllysats von pMAL-c4X-2 mit Hilfe der Amylosesaule war
nicht maglich, weil das Maltosebindeprotein trotz Umpufferung auf den Séaulen-
puffer nicht an die Saule gebunden wurde. Die Peptidase Faktor Xa wurde ohne
vorherige Reinigung zu dem Zelllysat gegeben. AnschlieRend erfolgte die Uber-

prifung von Glucanaseaktivitat, die negativ ausfiel.
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3.8 Molekulare Charakterisierung einer Oxygenase aus

Pleurotus sapidus

3.8.1 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die Produktausbeute bei der Transformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton
durch Myzel von Pleurotus sapidus ist am hdchsten, wenn die Ernte des Myzels
aus einer Submerskultur am 4. Kulturtag erfolgte (Fraatz 2007). Die Gesamt-
RNA wurde aus dem Myzel des 4. Kulturtags isoliert (s. 2.13.1) und mittels
Agarose- und Kapillargelelektrophorese (s. 2.13.2) analysiert (Abb. 3.38).

[FU] 28§
z.,‘)
200
18S
150 &
1004
28S rRNA —
18S rRNA w—
@ <F 1) \ R
I’ U WG AN S | \-”"\———_._
O_
T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]
a b C

Abb. 3.38: Gesamt-RNA aus Pleurotus sapidus
(a: 1%iges Agarosegel, 9 pL; b: virtuelles Agarosegel der Kapillargelelektrophorese;
c: Elektropherogramm der Kapillargelelektrophorese, 656 ng pL™,

FU: Fluoreszenzeinheiten)

Sowohl das Agarosegel als auch die kapillargelelektrophoretische Analyse zei-
gen ausgepragte Banden der 18S und 28S rRNA. Leichte Degradierung sind mit
der Kapillargelelektrophorese und einer RNA Integrity Number (RIN) von 6,7
festzustellen, wobei der Wert 10 eine intakte RNA reprasentiert und der Wert 1
fur eine vollstandig degradierte RNA steht. Die Gesamt-RNA diente der Synthe-
se des Erststrangs (s. 2.13.3), der anschlief3end in einer LD-PCR (s. 2.13.4) zur
cDNA amplifiziert wurde (Abb. 3.39). Der Grof3enbereich der cDNA lag zwischen
150 und 2.000 bp.
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[kbp] 1 I

Abb. 3.39: cDNA aus Pleurotus sapidus; 1,2%iges Agarosegel
(I: DNA-Leiter, 5 pL; Il: cDNA aus Pleurotus sapidus, 9 yL)

3.8.2 Ableitung der Primer

In vorangegangenen Arbeiten wurde die Oxygenase gereinigt und einer SDS-
PAGE unterworfen. Die vermutlich fur die Transformationsaktivitat verantwortli-
chen Banden mit Molekulargewichten von 66 kDa, 63 kDa und 60 kDa wurden
ausgeschnitten und tryptisch verdaut. Anschlie3end erfolgte eine de novo Se-
guenzierung mittels ESI-MS/MS (Fraatz 2007).

Tab. 3.13: Peptidsequenzen durch de novo Sequenzierung; fett = sichere Identifizie-
rung; L = L oder | (Fraatz 2007)

66 kDa 63 kDa 60 kDa
1. LTQWNQER 8. LLEDLLELGQGFEENSR 14. SVDQANDEGPWR
2. GFPVDQLNSPK 9. MQEPDEELYNSSDDDGR 15. YLGVSGSVSASYATEK
3. TNPDPVVVAAGTR 10. GFPLDQLDDDQFHNYAYAK 16. ANSYFEADASSVLR
4. DLNDMWTTLGAK 11. ...PEVLVPL...
5. SESLPQTFTLAGGAK 12. ...LVNYYDPAHLAK
6. YTESDLMAALPLNAK 13. ...VPLAGFSTML...
7. TNPLDLSVNQANDWPWR

Nach Datenbankrecherche (WU-BLAST?2) wurde fir die Peptidsequenzen 2 und

6 eine Homologie von 63% bzw. 61% zu einer mutmalilichen Lipoxygenase aus
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dem Ascomyceten Aspergillus fumigatus (Zugriffshummer AAHF01000015)
gefunden. Zur Abschatzung der Fragmentgro3e zwischen den Peptidsequenzen
2 und 6 wurde ihre vermutliche Position innerhalb der Aminosauresequenz der
Lipoxygenase bestimmt (Abb. 3.40). Die erwartete FragmentgréRe betrug 144

Aminosauren.

AAHF01000015 GFAFIRHAYENFDFKGRYVPTDLRQRGFPPEELDSPKFHNYAYARCINSMWHKIRSYVQD 540

Peptid 2 =~ = @ —mmmmmmmmmmmmmmmm o GFPVDQLNSPK-——-——-———————————————— 11
Kokok o eekoekkok

AAHF01000015 MLALAYPGTDADHKVRNDQCIQAWSDEMRSSDGARLPSFPTISTFEELVDCVTMCIHIAS 600

Peptid 2=~ = —-—--m--mm oo

AAHF01000015 POHTAVNYLONYYQSFVVNKPPCLYTEPPTSLQSLLGYTEKELVEALPMNHPREWLLASH 660

Peptid 6 = —mmmm o YTESDLMAALPLN-—-—=-—=——— 13

khkk ek e Khkk ook

AAHF01000015 IPYLLSFKPGNKESLIVYAASKFRVYHNKPTEKDQATAAATGKEFNTALAESQEEFKRYGQ 720
Peptid 6 = = —-——-—mmm oo
AAHF01000015 ATDDWETVEYEVLSPEWNAVSILI 744

Peptid 6 = —----mmm——m——————————————

Abb. 3.40: Vergleich der Aminosauresequenz einer mutmalfilichen Lipoxygenase aus
Aspergillus fumigatus (Zugriffsnummer AAHF01000015) mit den Peptidsequenzen 2

und 6 der Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Unter der Berilcksichtigung der Codon Usage von Pleurotus sapidus
(kazusa.or.jp/codon) wurden basierend auf den Peptidsequenzen 2 und 6 dege-
nerierte Primer abgeleitet (Tab. 3.14). Die Schmelztemperaturen der Vor- und
Ruckwartsprimer unterschieden sich in den PCR-Reaktionen um nicht mehr als
2 °C. Bei allen Reaktionen betrug die erwartete Produktgréf3e ca. 432 bp, was
144 Aminoséauren entspricht.
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Tab. 3.14: Degenerierte Primer zur Amplifizierung eines cDNA-Fragments der
Oxygenase
Nummer Name Sequenz Schmelz-
temperatur
0633 lox9 for 58 5>GG(CT) TTC CCC GTC GAC CAA<3 59 °C
0634 lox10 for 58 5>GG(CT) TTC CCC GTC GAC CAG<3' 61 °C
5'>AC(ACT) T(ACT)A TGG CTG CT(ACT) .
0637 lox11 for 58 T(ATCG)C C<3' 58 °C
5>GAC (ACT)T(ACT) ATG GCC GCC .
0638 lox12 for 58 (ACT)T<3' 55 °C
5'>C(ACT)T (ACT)AT GGC TGC C(ACT)T .
0639 lox13 for 58 (ATCG)CC<3 58 °C
5>C(ACT)T (ACT)AT GGC CGC T(ACT)T .
0640 lox14 for 58 (ATCG)CC<3 58 °C
0635 lox9 rev 58 5>TTG GTC GAC GGG GAA (AG)CC<3 59 °C
0636 lox10 rev 58 5>CTG GTC GAC GGG GAA (AG)CC<3' 61 °C
5>G(ATCG)A (AGT)AG CAG CCA T(AGT)A .
0641 lox11 rev 58 (AGT)GT C<3' 58 °C
0642 lox12 rev 58 5'>A(,'AGT)G GCG GCC AT(ATG) A(ATG)G 55 °C
TC<3
5>(ATCG)A(ATG) GGC AGC CAT .
0643 lox13 rev 58 (ATG)A(ATG) GTC<3 56 °C
5>(ATCG)A(ATG) AGC GGC CAT .
0644 lox14 rev 58 (ATG)A(ATG) GTC<3 56 °C
3.8.3 Isolierung eines cDNA-Fragments der Oxygenase

In einer PCR-Reaktion mit der Primerkombination 0633/0641 (Tab. 3.14) wurde
ein Fragment mit 424 bp amplifiziert. Die Hybridisierungstemperatur betrug
53 °C, die Elongationszeit 50 s. Das PCR-Produkt wurde isoliert, in den pCR2.1-
Vektor zwischenkloniert und sequenziert. Die cDNA-Sequenz zeigte Homolo-
gien zu einem Fragment einer Lipoxygenase aus dem Ascomyceten Aspergillus
ochraceus von 59% (Zugangsnummer DQO087531) sowie zu einer mutmallichen
Lipoxygenase aus dem Ascomyceten Gibberella moniliformis von 57% (Zu-
gangsnummer AY699875). In der Ubersetzten Aminosauresequenz wurde die
Peptidsequenz 2 vollstandig und die Peptidsequenz 6 zum Teil wiedergefunden
(Abb. 3.41 b).
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a)

GGTTTCCCCGTCGACCAACTCAACTCGCCGAAATTCCACAACTACGCCTATGCCAGGGAT
ATCAACGATATGTGGACAACCTTGAAGAAGTTTGTATCGTCCGTTCTGCAGGATGCCCAA
TATTACCCGGATGATGCCTCGGTAGCTGGAGATACGCAAATTCAGGCCTGGTGTGATGAG
ATGCGGTCGGGGATGGGTGCCGGGATGACAAACTTCCCAGAGTCGATCACAACAGTGGAC
GATCTGGTCAACATGGTCACAATGTGCATCCACATCGCTGCGCCTCAGCACACCGCCGTC
AACTACCTTCAGCAATACTATCAGACCTTCGTCTCCAACAAGCCATCAGCATTATTCTCG
CCACTCCCGACCTCGATTGCTCAACTTCAGAAATACACCGAAAGCGACATAATGGCTGCT
ATAC 424 bp

b)

GFPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKKEVSSVLODAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDE
MRSGMGAGMTNFPESITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLOQYYQTEVSNKPSALE'S
PLPTSIAQLQKYTESDIMAAT 141 aa

Abb. 3.41: cDNA-Fragment der Oxygenase
a) cDNA-Sequenz; b) lbersetzte Aminosauresequenz (fett: sichere Identifizierung der

Peptidsequenz; L = L oder I)

3.8.4 Primer Walking

Vom cDNA-Fragment der Oxygenase wurden spezifische Primer abgeleitet, die
in PCR-Reaktionen mit den Primern der Adapterregionen der cDNA
(SMART Il A und CDS Il A) kombiniert wurden (Tab. 3.15). Die spezifischen
Primer wurden so gewahlt, dass das cDNA-Fragment der Oxygenase uberlap-

pend amplifiziert wird.

Tab. 3.15: Primer zur Ermittlung der Gesamtsequenz der Oxygenase

Schmelz-
Nummer Name Sequenz
temperatur
7718 Lox for Frl 58 5'>AGC CAT CAG CAT TAT TCT CG<3' 58 °C
5234 Lox rev Frl 58 5>AGG CCT GAATTT GCG TAT CT<3' 58 °C
2472 SMART for 58 2 5'>TAT CAA CGC AGA GTA CGC G<3' 58 °C
2473 CDS rev 58 5>GCA GTG GTATCA ACG CAG A<3 58 °C

Sowohl das 5'-Ende (Primerkombination 2472/5234) als auch das 3'-Ende
(Primerkombination 7718/2473) der Oxygenase wurden mit einer Hybridisierungs-
temperatur von 53 °C und einer Elongationszeit von 90 s amplifiziert und an-

schlieBend in E. coli kloniert. Anhand der sich Uberlappenden Sequenzen wurde
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die Gesamtsequenz der cDNA ermittelt. Sie wurde unter der Zugriffsnummer
FM200795 bei EBI-EMBL vertffentlicht und ist 1.191 bp lang. In die
Aminosauresequenz Ubersetzt besteht das Protein aus 396 Aminosauren und
hat ein berechnetes Molekulargewicht von 44 kDa (Abb. 3.42). Von den
tryptischen Peptiden (Tab. 3.13) sind die Peptidsequenzen 2, 4, 6, 7 und 11
vollstandig sowie 10 und 13 zum Teil in der Aminosauresequenz enthalten. Die
Peptidsequenz 14 wurde in ahnlicher Form der Peptidsequenz 7 wiedergefun-
den (vgl. Peptidsequenz 7: ...SVNQANDWPWR mit Peptidsequenz 14:
SVDQANDEGPWR). Die Oxygenase besitzt je eine potentielle N- bzw.
O-Glykosidierungsstelle (NetNGly 1.0, NetOGly 3.1). Die héchsten Homologien
auf Basis der Aminosauresequenz wurden zu dem Fragment einer
Lipoxygenase aus Aspergillus ochraceus (50%) sowie zu einer mutmallichen
Lipoxygenase aus Aspergillus fumigatus (49%) bzw. aus Gibberella moniliformis
(44%) gefunden (WU-BLAST?2).
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MRYGCAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDIS
actgtggggtttcagagaccctgaacgtagaaggtgaataacaactgat
tgaggcctcttatcctgatactcttcaaaggtccctcttaagcactate
ggcctggtaacctaagaggctgccccccaccgctgeccccatctaacac

VNQANDWPWRYAKTCVLSSDWALHEMIIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLS
gacgagtctctgaatgcttgtgccgaaaccaaaccgggggagggcecact
taacaagcggacacgttccagctaatttataacattaactttccagatc
gtgtccgagcccgaccttgtgeccecggecttececcttgaaaccggagcagce

PSHIVFRLLEPHWVVTLSLNALARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRE
ctcagtcctgcctggattcagcgcagcacggagcaggtageccatctacg
ccatttgttacagttctctactcggtttcatttctcgtgeccattattga
taccgcgtgaatgtcagcctatgccctceccaccttatecctttteccaccca

SFTNFDWKSLYVPADLESRGFPVDQLNSPKFHNYAYARDINDMWTTLKK
ttaatgtaactgcggtgtcgtcggccatcatcatgtgagaagataataa
ctcatagagtatccatacggtctaataccataaacacgataatgcctaa
acccccggcecccagcecggatteccecccaccggacccecctegtectggacggg

FVSSVLODAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGMGAGMTNFPESITTV
tgttgccggcecttcecgggtggggacacgttggactgagggaaatcgtaaag
ttccttaacaaacaacctcgacatacggaatgcgtgcgtcatcactect
tagctggtcatcgttcgatatgatgcgttggggggtcggaccaggcaag

DDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVSNKPSALFSPLPTSIAQ
ggcgaagaatacaggcccaggatcccttcatgtaactgtttcecccatage
aattattctgtatcccaacctaataaaaacttcaacccttcecctcectca
ctgccgcagcecccctgtgececccecctgactgecceccgaaaacgacgegtta

LOKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQVQEDENIVTYAANAS
ccatagagcaggcccagaccttcagcacttctacgcgggaagatggagt
taaacagattcctctacagagtttcatcattctataaaaattcaccacc
tgaccaccggatctctcacggacgagcgtgtcgacaacatcgcttttaa

TDKDPITIASAGRQLAADLKKLAAVFLVNSAQLDDONTPYDVLAPEQLAN
agagcaagaggactgggtaacgggttgaagctggcaactggcgcgccga
caaacttcgcggatccataatccttttagcataaaaccaattccaatca
ttatcccgcttggatctggactgatggtctgattgccactcgacgacat

AIVI*
gagat
ctttg
gtata

Abb. 3.42: Protein- und cDNA-Sequenz der Oxygenase (Zugriffsnummer FM200795)

(blau: potentielle N-Glykosidierungsstelle;

: potentielle O-Glykosidierungsstelle;

fett: sichere Identifizierung der Peptidsequenz; unterstrichen: unsichere ldentifizierung

der Peptidsequenz, L = L oder I)
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Am 5'-Bereich befand sich neben der Adaptersequenz der cDNA ein nicht-
kodierender Bereich mit einer Lange von insgesamt 60 Nukleotiden (Abb.
3.43 a). Der nicht-kodierende Bereich am 3'-Ende setzte sich aus 80 Nukleoti-

den und dem Poly-A-Schwanz zusammen (Abb. 3.43 b).

a)
TATCAACGCAGAGTACGCGCGAAACCTGATGAGGAGCTGTTTAACGACTCAGACGGTGCC 60 bp

b)
GCGCATTCATCACCGTATCCTGTACTATCTATGTATTTCATGCACATATCTGAATAAAGCTTAAATTT
GGTTATACAAAT-PolyA 80 bp

Abb. 3.43: a) 5'-nicht-kodierender Bereich der cDNA der Oxygenase (unterstrichen:
Adaptersequenz SMART Il A); b) 3'-nicht-kodierender Bereich der cDNA der

Oxygenase

3.8.5 Isolierung der cDNA der Oxygenase

Fur die Amplifizierung der Gesamtsequenz der Oxygenase wurden ausgehend
von der zusammengesetzten cDNA-Sequenz (Abb. 3.42) Primer abgeleitet
(Tab. 3.16). Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass das ampli-
fizierte Produkt sowohl das Start- als auch das Stopcodon der Oxygenase ent-
hielt.

Tab. 3.16: Primer zur Amplifizierung der Gesamtsequenz der Oxygenase

Schmelz-
Nummer Name Sequenz
temperatur
3879 Lox for ges 58 5>CTG ATG AGG AGC TGT TTA ACG<3' 62 °C

3880 Lox rev ges 58 5>CAG GAT ACG GTG ATG AAT GC<&' 60 °C
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Die Gesamtsequenz der Oxygenase wurde mit einer Hybridisierungstemperatur
von 56 °C und einer Elongationszeit von 90 s amplifiziert und in E. coli transfor-
miert. Die Ubersetzte Aminosauresequenz der klonierten Gesamtsequenz unter-
schied sich in einer Aminosaure von der zusammengesetzten cDNA-Sequenz
der Oxygenase (Ser,7s — Pro) (Abb. 3.44).

komb. Seq. MRYGCAAVALEFYLTAMGKLHPLATIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWRY 60
klon. Seq. MRYGCAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIFNKRTNPLDISVNQANDWPWRY 60
Kok ok ok kK K Kk kK ok kK Kk ok ok kK Kk ko ok ok ok ok ko ok ok kK Kk ok ok ok ok Kk ko ok kK K K ok ok
komb. Seq. AKTCVLSSDWALHEMITIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLSLNAL 120
klon. Seq. AKTCVLSSDWALHEMIIHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLSLNAL 120
Kok ok ok kK K K K ok ok ok kK K K ok ok ok kK Kk ko ok ok K kK ok ok kK K K ok ok ok K R K Kk ok ok kK Kk ok kK
komb. Seq. ARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPADLESRGFPVDQLNSPKFHN 180
klon. Seq. ARSVLIPEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPADLESRGFPVDQLNSPKFHN 180

LR R b b i R I I I R I e I S I S S S S S b I b b b b b b b b b b b b b b

komb. Seq. YAYARDINDMWTTLKKEFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGMGAGMTNEPE 240
klon. Seq. YAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSGMGAGMTNEPE 240

KAk kA hkhk Ak kA hhk Ak kA hk kA h kA hhk Ak kA hkhkhkhk kA hkhkrhkhkrhkhkrhkhkrhkkrhkkrhkkxkkx*

komb. Seq. SITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVSNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTE 300
klon. Seq. SITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVPNKPSALFSPLPTSIAQLQKYTE 300

Ak kA kA A hhkdhhA kA hhd kA hhkdhkhkhhhkhdhhhrhhkhhhkh ,hhhhkdhdhkhrkhhkdhkrkhhkhhxk%

komb. Seq. SDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQVQEDENIVTYAANASTDKDPITIASAGRQLAAD 360

klon. Seq. SDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQVQEDENIVTYAANASTDKDPITIASAGRQLAAD 360
Kok o o ok kK Kk kK ok ok kK K Kk ok ok kK kK ko ok ok ok Rk kK ok ok ok Kk ko ok ok ok kK Kk ok ok kR K Kk kK

komb. Seq. LKKLAAVFLVNSAQLDDONTPYDVLAPEQLANAIVI 396

klon. Seq. LKKLAAVFLVNSAQLDDONTPYDVLAPEQLANAIVI 396

kA hkkhk Ak hkkhk A hkk A hkhkrkhkhk A hkkhkhkhkhkhkhkkxhkhxhkkhkxhxkxx*x

Abb. 3.44: Vergleich der aus 2 Fragmenten zusammengesetzten cDNA-Sequenz
(komb. Seq.) mit der klonierten Gesamtsequenz der cDNA der Oxygenase (klon. Seq.);

fett: Aminosaureunterschied

3.8.6 Berechnung eines Strukturmodells

Die Aminosauresequenzen der Oxygenase aus Pleurotus sapidus und der
Rontgenkristallstruktur der Lipoxygenase-1 aus der Sojabohne (Glycine max,
PDB-ID 1YGE) wurden miteinander verglichen und ergaben eine Homologie von
20% (Abb. 3.45).
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FM200795 = mmmmm e e e e
1YGE MFSAGHKIKGTVVLMPKNELEVNPDGSAVDNLNAFLGRSVSLQLISATKADAHGKGKVGK 60
FM200795  mm e e
1YGE DTFLEGINTSLPTLGAGESAFNIHFEWDGSMGIPGAFYIKNYMQVEFFLKSLTLEAISNQ 120
FM200795 @ mmmmm e e
1YGE GTIRFVCNSWVYNTKLYKSVRIFFANHTYVPSETPAPLVSYREEELKSLRGNGTGERKEY 180
FM200795 mm e e e oo e o
1YGE DRIYDYDVYNDLGNPDKSEKLARPVLGGSSTFPYPRRGRTGRGPTVTDPNTEKQGEVEYV 240
FM200795 mmmmm e
1YGE PRDENLGHLKSKDALEIGTKSLSQIVQPAFESAFDLKSTPIEFHSFQDVHDLYEGGIKLP 300
FM200795 mmm e e e e e
1YGE RDVISTIIPLPVIKELYRTDGQHILKFPQPHVVQVSQSAWMTDEEFAREMIAGVNPCVIR 360
FM200795 e MRYG--- 4
1YGE GLEEFPPKSNLDPAIYGDQSSKITADSLDLDGYTMDEALGSRRLFMLDYHDIFMPYVRQI 420
*  x
FM200795  ——mm———— CAAVALFYLTAMGKLHPLAIIPDYKGSMAASVTIEFNKRTNPLDISVNQANDW 56
1YGE NQLNSAKTYATRTILFLREDGTLKPVAIELSLPHSAGDLSAAVSQVVLPAKEGVEST——— 477
HE FokpkokR * oL HE P A
FM200795 PWRYAKTCVLSSDWALHEMI IHLNNTHLVEEAVIVAAQRKLSPSHIVFRLLEPHWVVTLS 116
1YGE IWLLAKAYVIVNDSCYHQLMSHWLNTHAAMEPFVIATHRHLSVLHPIYKLLTPHYRNNMN 537
* 'k'k *: .* . *::: * * ok k . *..::*: *k * % * I . kk **k
FM200795 LNALARSVLI-PEVIVPIAGFSAPHIFQFIRESFTNFDWKSLYVPADLESRGFPVDQLNS 175
1YGE INALARQSLINANGIIETTFLPSKYSVEMSSAVYKNWVFTDQALPADLIKRGVAIKDPST 597
H R HEE I R iR R R
FM200795 PK--—-—- FHNYAYARDINDMWTTLKKFVSSVLQDAQYYPDDASVAGDTQIQAWCDEMRSG 230
1YGE PHGVRLLIEDYPYAADGLEIWAAIKTWVQEYVP——LYYARDDDVKNDSELQHWWKEAVEK 655
*: H O HERO S RO S S I R O T
FM200795 MGAGMTN--FPESITTVDDLVNMVTMCIHIAAPQHTAVNYLQQYYQTFVSNKPSALFSPL 288
1YGE GHGDLKDKPWWPKLQTLEDLVEVCLIIIWIASALHAAVNFGQYPYGGLIMNRPTASRRLL 715
_____ *: *** : H * ** . * *** * * e * * * *
FM200795 P-TSIAQLQKYTESDLMAALPLNAKRQWLLMAQIPYLLSMQVQEDENIVTYAANASTDKD 347
1YGE PEKGTPEYEEMINNHEKAYLRTITSKLPTLISLSVIEILSTHASDEVYLGQRDNPHWTSD 775
* . *  x . . K. . **
FM200795 PITASAGRQLAADLKKLAAVEFLVN-—-———--— SAQLDDONTPYDVLAP-—-—————— EQLAN 392
1YGE SKALQAFQKFGNKLKEIEEKLVRRNNDPSLQGNRLGPVQLPYTLLYPSSEEGLTFRGIPN 835
O HES Lorx HE R R
FM200795 AIVI 396
1YGE SISI 839

I

Abb. 3.45: Vergleich von Aminosauresequenzen der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
(Zugriftsnummer FM200795) und der Réntgenkristallstruktur der Lipoxygenase-1 aus
Glycine max (PDB-ID 1YGE) mit potentiellen und identifizierten Funktionen
(Minor et al. 1996)

(rot: potentielle Eisenbindung; blau: potentielle N-Glykosidierungsstelle;

grun: potentielle O-Glykosidierungsstelle; violett: Antigendeterminante)



3 Ergebnisse 112

Das Strukturmodell der Oxygenase wurde mit SWISS-MODEL (Arnold et al.
2006) anhand dieses Sequenzvergleichs berechnet (Abb. 3.46).

Abb. 3.46: Strukturmodell der Oxygenase

(rot: potentielle Eisenbindung His-g, Hisgs, His,g3, ASN,g7, llesgs; blau: potentielle
N-Glykosidierungsstelle Asngg; : potentielle O-Glykosidierungsstelle Throg;

lila: Antigendeterminante)

Das Strukturmodell der Oxygenase verfugt Uber 2 Domanen. Die kleinere
N-Domaéne ist aus 2 antiparallelen g-Faltblattregionen aufgebaut. Die C-Domaéane
beinhaltet das katalytisch aktive Zentrum mit der Eisenbindungsregion und be-
steht aus 12 a-Helices. Anhand des Strukturmodells wurde die exponierte
Aminosauresequenz QDAQYYPDDASVAGD als Antigendeterminante fir die
Produktion polyklonaler Antikorper ausgewahlt (s. 2.19.1).

3.8.7 Heterologe Expression in Hansenula polymorpha

Die Versuche zur heterologen Expression der Oxygenase (lox) wurde von der
Firma Artes Biotechnology durchgefihrt. Als Expressionsorganismus dienten die
Hefen Hansenula polymorpha und Arxula adeninivorans. Die cDNA-Sequenz
der Oxygenase wurde an die Codon Usage der Hefen angepasst (Geneart). Fur

die intrazellulare Expression wurden die Plasmide pFPMT-lox und
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pFPMT-lox6His konstruiert. Die sekretorische Expression erfolgte mit den
Plasmiden pFPMT-MFlox und pFPMT-MFlox6His. Die Hefe Arxula
adeninivorans wurde ausschlief3lich mit dem Konstrukt ohne Histidin-Tag (6His)
transformiert. Das Screening auf positive Transformanten wurde mittels Dot Blot
(native Proben, nicht gezeigt) bzw. Western Blot nach denaturierender SDS-
PAGE unter Verwendung des Antiserums gegen die Oxygenase durchgefuhrt.
Als Positivkontrolle wurde resuspendiertes Lyophilisat von Pleurotus sapidus
eingesetzt. Fur die Negativkontrolle wurde der entsprechende Vektor ohne

Oxygenasegen in den Expressionsstamm transformiert.

In Arxula adeninivorans wurde bei keinem der beiden Genkonstrukte ein
oxygenase-spezifisches Produkt nachgewiesen. In Hansenula polymorpha wur-
den beide Konstrukte lox und MFlox exprimiert. Das Genkonstrukt lox fihrte zur
Synthese eines loslichen Proteins von 45 kDa, das dem berechneten Moleku-
largewicht des transformierten Gens entspricht. Das Produkt von MFlox war
54 kDa gro3 und wurde nicht sekretiert, sondern verblieb zum grof3ten Teil in
unléslicher Form innerhalb der Zelle. Das Lyophilisat von Pleurotus sapidus
wies 2 Banden von 75 kDa und 50 kDa GroRRe auf, die mit dem oxygenase-
spezifischen Antikdrper reagierten (Abb. 3.47).
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Abb. 3.47: Western Blot der sekretorischen und intrazellularen Expression
der Oxygenase in Hansenula polymorpha (Artes Biotechnology);

(I: Referenzproteine; II: Positivkontrolle; 111: MFlox Kulturiiberstand, 10x konz.;
IV: lox, l6sliche Fraktion des Zellextrakts; V: Negativkontrolle lox, l6sliche Fraktion
des Zellextrakts; VI. MFlox, losliche Fraktion des Zellextrakts; VII: MFlox, unlésliche
Fraktion des Zellextrakts)

Um den Abbau des C-Terminus durch den verwendeten Stamm von Hansenula
polymorpha auszuschlieBen, wurde das Konstrukt pFPMT-lox6His exprimiert

und mittels Western Blot untersucht. Der C-Terminus war intakt (Abb. 3.48).
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Abb. 3.48: Western Blot von lox6His in Hansenula polymorpha (Artes Biotechnology);
(a: Antiserum gegen Oxygenase; I: Referenzproteine; Il: Negativkontrolle;
I1l: Positivkontrolle; 1V: lox6His;
b: Antiserum gegen His-Tag; |: Referenzproteine; Il: Negativkontrolle;
llI: lox6His)
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Eine Behandlung der nativen Oxygenase mit Endoglykosidase H fuhrte zu kei-
ner Veranderung des Molekulargewichts (Abb. 3.49).
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Abb. 3.49: Western Blot der nativen Oxygenase vor und nach der
Behandlung mit Endoglykosidase H (Artes Biotechnology);

(I: Referenzproteine; Il: Oxygenase vor Behandlung; lll: Oxygenase nach Behandlung)

3.8.8 Nachweis von Aktivitat

Von 72 lox-Transformanten zeigten 40 eine deutliche Expression im Dot Blot
und wurden sowohl auf die Transformationsaktivitat von (+)-Valencen zu
(+)-Nootkaton (s. 2.8.5) als auch auf Lipoxygenaseaktivitat (s. 2.8.6) getestet.
Bei beiden Enzymassays wurde keine Aktivitdt nachgewiesen. Die Verwendung

von lox6His-Transformanten fiihrte ebenfalls zu keiner Aktivitét.
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4 Diskussion

4.1 Enzyme fur die Weinbereitung

Der Einsatz von Enzymen fir die Herstellung von Wein fuhrt zu optimaler Quali-
tat in kurzeren Produktionszeiten und ist weltweit Stand der Technik. In Europa
ist ihre Verwendung durch die Durchfihrungsverordnung der EU-Kommission
(EG) Nr. 606/2009 zur europaischen Marktorganisations-Verordnung fur Wein
(EG) Nr. 1493/1999 gesetzlich geregelt. Auf internationaler Ebene tragt die Or-
ganisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIV) zur Harmonisierung der
bestehenden Praktiken und Normen bei. Derzeit sind in Europa mit Pektinase,
Exo-1,3-p4-Glucanase, Urease und Lysozym 4 Enzympraparate fur die Weinbe-

reitung zugelassen.

Der Traubenmost enthalt neben den fruchteigenen Glykanen auch durch Mikro-
organismen gebildete Glykane. Die Mikroorganismen siedeln sich wahrend der
Fruchtentwicklung auf den Trauben an. Als ein im Weinanbau gleichwohl ge-
furchteter wie ersehnter Mikroorganismus gilt der Schimmelpilz Botrytis cinerea,
der als Erreger der Graufaule bei Befall von unreifen Trauben den weiteren Rei-
fungsprozess unterbindet. Die Folge konnen erhebliche Ernteverluste sein. Bei
Befall im spaten Reifestadium wird jedoch von Edelfaule gesprochen. Durch
Perforation der Beerenhaut werden die traubeneigenen Zucker und charakter-
istischen Aromastoffe in der Traube konzentriert, was zu einer deutlichen Quali-
tatssteigerung des Weins fihrt. Dartiber hinaus hat Botrytis cinerea die Eigen-
schaft, aus der Glucose der Traube das hochmolekulare f-1,3-1,6-D-Glucan
Cinerean zu synthetisieren. Cinerean behindert im erheblichen Mal3 die wah-
rend der Weinbereitung notwendigen Klar- und Filtrationsschritte. Die Verwen-
dung des Enzympraparats Exo-1,3-p-Glucanase verbessert durch Hydrolyse
des Cinereans die Klarung und erhoht die Filterleistung. Bedingt durch die
Exoaktivitdt dieses Enzympraparats sind jedoch lange Standzeiten ndétig. Inhalt

dieser Arbeit war deshalb, im Rahmen eines Screenings von Basidiomyceten
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eine Endo-p-Glucanase zu finden, die durch eine effizientere Endoaktivitat zu

einer Minimierung der Standzeit wahrend der Cinereanhydrolyse fuhren soll.

4.2  Glykosidhydrolasen

4.2.1 Klassifizierung

Kohlenhydrate in Form von Mono-, Oligo- und Polysacchariden spielen in der
Natur eine einzigartige Rolle. Insbesondere die Oligo- und Polysaccharide ha-
ben in den verschiedensten biologischen Prozessen eine grof3e Bedeutung, die
Strukturbildung, Metabolismus, Infektion und interzellulare Erkennung betreffen
(Kanemitsu und Kanie 1999). Die Vielfalt der Oligo- und Polysaccharide sowie
der glykosidierten Moleklle wie Proteine, Lipide, Nukleinsauren, Antibiotika
spiegelt sich in der Anzahl der Glykosidhydrolasen wider (Cantarel et al. 2009).
Die Klassifizierung dieser Enzyme erfolgt nach zwei verschiedenen Richtlinien.
Die Empfehlung der International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB) beruht auf einer Einteilung nach der Substratspezifitdt des Enzyms, die
in EC-Nummern (Enzyme Commission) ausgedrtickt wird. Eine Liste aller publi-
zierten Enzyme nach EC-Nummern geordnet reprasentiert die regelmafig aktu-
alisierte Datenbank BRENDA (BRaunschweig ENzyme  DAtabase,
http://www.brenda-enzymes.org). O-Glykosidhydrolasen werden unter der EC-
Nummer 3.2.1.x gefiihrt, wobei x den Wert 1 bis 165 fir die verschiedenen bis-
her bekannten Substratspezifitaiten annimmt (http://www.chem.gmul.ac.uk/
iubmb/enzyme/EC3/cont3aa.html). Die Endoglucanasen, die fur den Abbau des
f1,3-1,6-D-Glucans Cinerean in Betracht kommen, besitzen die EC-Nummern
3.2.1.6 (unspezifische Endo-1,3(4)-p-Glucanase) bzw. 3.2.1.39 (Endo-1,3-5-

Glucanase).

Diese Methode der Klassifizierung wird jedoch jenen Enzymen nicht gerecht, die
mehrere Substratspezifitditen aufweisen. Unspezifische Endo-1,3(4)-5-Gluca-

nasen haben eine breite Substratspezifitat, da sie das lineare £-1,3-D-Glucan
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Curdlan, die verzweigten p-1,3-1,6-D-Glucane wie Laminarin und Cinerean
ebenso wie das f-1,3-1,4-D-Glucan Lichenan hydrolysieren. Das f$-1,4-D-Glucan
Cellulose wird dagegen kaum abgebaut (Kawai et al. 2006b). Im Gegensatz
dazu bendtigen Endo-1,3-4-Glucanasen mindestens zwei aufeinanderfolgende
1,3-verknupfte p-Glucosylreste, so dass keine oder nur minimale Aktivitat ge-
genuber p-1,4-verknupften Substraten vorhanden ist (Pesentseva et al. 2008).
Zur Unterscheidung beider Enzymklassen sollte demzufolge eine Inkubation
sowohl mit 4-1,3- als auch mit $-1,3-1,4-D-Glucanen erfolgen. Liegt eine Aktivitat
bei beiden Substraten vor, handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine
Endo-1,3(4)-p-Glucanase der Klasse 3.2.1.6. Endo-1,3-4-Glucanasen der Klas-
se 3.2.1.39 weisen dagegen im Vergleich zu $-1,3-D-Glucanen eine deutlich
niedrigere Aktivitdt gegenuber f-1,3-1,4-D-Glucanen auf. Die Aktivitat der Endo-
f-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium dieser Arbeit wurde aus-

schlie3lich mit dem f-1,3-1,6-D-Glucan Laminarin Uberpruft.

Eine alternative Methode zur Klassifizierung von Glykosidhydrolasen besteht
basierend auf der Aminoséuresequenz der Enzyme in der Einordnung in Fami-
lien. Mit der immer gréRer werdenden Menge an verfigbaren Sequenzdaten
und Rontgenkristallstrukturen fihrte Henrissat im Jahr 1991 diese Art der Klassi-
fizierung von Glykosidhydrolasen und verwandten Enzymen ein (Henrissat
1991). Sie gibt die strukturellen Merkmale wider, die sowohl die Rahmenbedin-
gungen fur das Verstehen mechanistischer Vorgange bilden, als auch die Auf-
klarung der evolutionaren Beziehungen zwischen diesen Enzymen mdglich
macht. Auf dem Server fur kohlenhydrataktive Enzyme (Carbohydrate-Active
EnzZYmes CAZY, http://lwww.cazy.org/) sind die bekannten Glykosidhydrolasen
inklusive der Transglykosidasen zurzeit in 118 Familien gegliedert. 846 Sequen-
zen sind bislang keiner Familie zugeordnet. In der Datenbank CAZY machen die
Glykosidhydrolasen neben Glykosidtransferasen, Polysaccharidlyasen, Kohlen-
hydratesterasen und Kohlenhydratbindemodulen (CBM) 47% aus und gehoren
dort zu den am besten biochemisch charakterisierten Enzymen (Cantarel et al.
2009). Da die Tertiarstruktur von Proteinen teilweise besser konserviert ist als

ihre Aminosauresequenz, wurden einige Glykosidhydrolasefamilien in 14 Clans
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von GH-A bis GH-N eingruppiert. Ein Clan ist dabei eine Gruppe von Familien
mit gemeinsamer Abstammung und wesentlicher Ahnlichkeit in der Ter-
tiarstruktur samt konservierten katalytisch aktiven Aminosauren und damit glei-
chem Reaktionsmechanismus (Henrissat und Bairoch 1996).

Unspezifische Endo-1,3(4)-#-Glucanasen mit der EC-Nummer 3.2.1.6 sind aus-
schliel3lich in der Familie 16 und dem Clan GH-B vorhanden. Charakteristisch
fur diesen Clan ist die Proteinfaltung in Form eines g-Jellyrolls (Abb. 4.1) und

das Motiv der katalytisch aktiven Aminosauren.

Abb. 4.1: Aufbau eines g-Jellyrolls am Beispiel von Concanavalin A
(Richardson 1981)

Aufgrund von Unterschieden im katalytischen Motiv wird der Clan GH-B in 2
Untergruppen unterteilt. Das Motiv EXDXXE bildet zwischen den Aminosauren
Asparaginsaure (D) und der zweiten Glutaminsaure (E) einen f-Bulge, bei dem
die erste Glutaminsaure mit der Asparaginsdure gemeinsam auf einem
p-Faltblatt lokalisiert ist. Die zweite Glutaminsaure befindet sich nach dem
F-Bulge auf einem weiteren p-Faltblatt (Abb. 3.31). Dagegen ist das Motiv
EXDXE der zweiten Untergruppe um eine Aminoséure kirzer und bildet ein
regulares pg-Faltblatt aus (Michel et al. 2001). Strohmeier et al. (2004) unterteil-
ten die Glykosidhydrolasefamilie 16 ebenfalls basierend auf dem Unterschied im
katalytischen Motiv in GH16a (4 Aminosduren zwischen den beiden Glutamin-
sauren) und GH16b (3 Aminosauren zwischen den beiden Glutaminsauren). Die
von ihm im Jahr 2004 erstellte Datenbank GHDB (Glycoside Hydrolase Databa-
se, http://www.ghdb.uni-stuttgart.de/) ist seitdem nicht mehr aktualisiert worden,
wird aber weiterhin zur Klassifizierung genutzt (Cao et al. 2010). Unspezifische

Endo-1,3(4)-#-Glucanasen mit dem katalytischen Motiv EXDXXE gehéren dem-
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nach der Familie GH16a an. Bei den Datenbanken BRENDA und CAZY ist
Phanerochaete chrysosporium als Quelle fir diese Enzymklasse bzw. -familie

aufgefuhrt.

Endo-1,3-4-Glucanasen mit der EC-Nummer 3.2.1.39 sind in den Glykosid-
hydrolasefamilien 16, 17 (Clan A, (8/a)s-Barrel, katalytisches Motiv EXGXP), 55,
64 und 81 zu finden. Die Familien 55, 64 und 81 wurden bisher keinem Clan
zugeordnet und trotz teilweise vorhandener Rontgenkristallstrukturen (Ishida et
al. 2009) sind die katalytischen Motive nicht eindeutig. Sowohl bei BRENDA als
auch bei CAZY ist keine Endo-1,3-4-Glucanase aus Pilzen bekannt. Beispiels-
weise wurden die bei BRENDA als Endo-1,3-4-Glucanasen aus Trichoderma
harzianum aufgefuhrten Enzyme (Noronha und Ulhoa 2000, El-Katatny et al.
2001) hinsichtlich ihrer Substratspezifitat nicht auf das f-1,3-1,4-D-Glucan
Lichenan oder das f-1,4-pD-Glucan Cellulose untersucht, so dass es sich bei
diesen Enzymen auch um eine unspezifische Endo-£-1,3(4)-Glucanase handeln
kann. Noronha und Ulhoa 2000 selbst bezeichneten das gereinigte Enzym als S-
1,3-Glucanase und charakterisierten es hinsichtlich der Endo- oder Exoaktivitat
nicht naher. Ebenfalls bei BRENDA wurde eine Endo-1,3-p-Glucanase aus
Schizophyllum commune erwahnt, die jedoch aufgrund ihrer Aktivitat gegentber
Laminarin und Lichenan eher als Endo-1,3(4)-5-Glucanase bezeichnet werden
sollte (Prokop et al. 1994). Bei CAZY werden unter der Glykosidhydrolasefamilie
16 und der Klasse 3.2.1.39 nach Genomsequenzierungen von Aspergillus
fumigatus und Yarrowia lipolytica mutmaRliche Endo-1,3-4-Glucanasen aufge-
fuhrt (Weinstock und Bush 2009, Dujon et al. 2004). Bisher sind weder aus
Phanerochaete chrysosporium noch aus Basidiomyceten im Allgemeinen En-

zyme dieser Klasse bzw. Familie bekannt.

4.2.2 Unterscheidung Endo-/Exoaktivitat

Fur die Unterscheidung von Endo- und Exoaktivitat einer Glykosidhydrolase
stehen verschiedene Methoden zur Verfigung (Tab. 4.1). Durch Variation der

Eluenten und des S&ulen- bzw. Dunnschichtmaterials bietet Methode 2) zahlrei-
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che Mdoglichkeiten der Analyse, weshalb die angegebenen Referenzen nur ein

Beispiel darstellen.

Tab. 4.1: Methoden zur Unterscheidung von Endo- und Exoaktivitat einer

Glykosidhydrolase

Methode Referenz

1) Hydrolyseprodukte von Laminarin:
Verhaltnis red. Zucker/Glucose

2) Hydrolyseprodukte von Laminarin:  Shu et al. (2006), McCarthy et al. (2003),
HPLC-/HPAEC-/TLC-Analyse Suzuki et al. (1987)

3) Substrate fur Endoaktivitét:
Periodatoxidiertes Laminarin,
Laminarin azur

4) Substrate fur Exoaktivitat:
4-Nitrophenyl-4-D-glucopyranosid,  Galan et al. (1999)
D(-)-Salicin

Dubourdieu et al. (1985)

Nelson et al. (1963),
Philpott und Chapman (1977)

5) Inhibitor fu_r_ Exo-f-Glucanasen: La Cruz et al. (1995)
D-Gluconséure-5-lacton

Die Untersuchung der Hydrolyseprodukte von Laminarin nach erfolgter Enzym-
inkubation bestehen zum einen in der Ermittlung des Verhéltnisses von reduzie-
renden Zuckern zu Glucose (Methode 1). Bei einer Exoglucanase, die vom
nichtreduzierenden Ende des Glucans Glucose bzw. von verzweigten Glucanen
auch Disaccharide abspaltet (Tsujisaka et al. 1981), entspricht das Verhaltnis
nahezu 1. Dagegen ist das Verhéltnis bei einer Endoglucanase gréf3er 1 und
tendiert mit langerer Inkubationszeit zu 1 (Dubourdieu et al. 1985). Zum anderen
werden die Hydrolyseprodukte chromatographisch analysiert, wobei anhand
geeigneter Standards eine Bestimmung der gebildeten Hydrolyseprodukte Uber
ihre Mengenverteilung hinaus erfolgen kann (Methode 2). In dieser Arbeit wur-
den die Methoden 2) und 3) verwendet. Fur die HPLC wurde eine GrofRenaus-
schlusssaule gewahlt (Methode 2) und als Substrat fur die Endoaktivitat diente
Laminarin azur (Methode 3). Das $-1,3-1,6-D-Glucan Laminarin ist mit dem pho-
tometrisch erfassbaren Farbstoff Remazol Brillantblau R kovalent verkntpft, der
zur Unl6slichkeit des Substrats fuhrt. Enzymatische Endoaktivitat fihrt durch

Hydrolyse dieser Substrate zu einem gefarbten Uberstand, der nach Abzentri-
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fugation der ungeldsten Bestandteile photometrisch analysiert wird. Liegt eine
enzymatische Exoaktivitat vor, wird der Uberstand mangels Substratabbau nicht
gefarbt (Philpott und Chapman 1977). Bei periodatoxidiertem Laminarin sind die
Glucoseeinheiten an den Enden der Haupt- und Seitenketten zum Dialdehyd
geoffnet (Abb. 4.2), so dass Exo-#-Glucanasen im Gegensatz zu Endo-4-Gluca-

nasen nicht mehr in der Lage sind, dieses Substrat zu hydrolysieren (Nelson et

al. 1963).
CH,OH CH,OH CH OH CH,OH CH,OH
OH
o (o]
HO
OH

Natriumperiodat

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
o}
/o oo oo oo \
CHO
CHO
CHo HO HO HO HO —CHO
OH OH N OH

Abb. 4.2: Oxidation von f-1,3-D-Glucan mit Natriumperiodat; die 1,6-Verzweigungen
von Laminarin sind zur besseren Ubersichtlichkeit nicht gezeigt, sie reagieren wie das
nichtreduzierende Ende dieser Abbildung; nach Nelson et al. (1963)

Die fur Exo-p-Glucanasen spezifischen Substrate der Methode 4) setzen sich

aus einer p-D-Glucopyranosideinheit und einem aromatischen Rest zusammen
(Abb. 4.3).

NO,
HO /©/ Ho. HO
0

HO HO
a) OH b) OH

Abb. 4.3: Substrate zur Bestimmung von Exo-S-Glucanaseaktivitat;

a) 4-Nitrophenyl-4-D-glucopyranosid; b) D(-)-Salicin
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Im Fall von 4-Nitrophenyl-g-D-glucopyranosid fihrt die Hydrolyse zu einer Far-
bung des Reaktionsansatzes, die photometrisch verfolgt wird. Mit dem Substrat
D(-)-Salicin werden die freigesetzten reduzierenden Zucker anschliel3end nach
der Nelson-Somogyi-Methode umgesetzt und photometrisch analysiert (Galan et
al. 1999).

Methode 5) beschreibt die Verwendung des D-Gluconsaure-5-lactons (Abb. 4.4)
als Inhibitor fur Exo-f4-Glucanasen, um Rickschluss auf die Endo- oder Exoakti-
vitdt eines Enzyms zu ziehen (La Cruz et al. 1995). Von Chesters und Bull
(1963b) wurde jedoch gezeigt, dass die Inhibierung von der Konzentration des

Inhibitors und nicht vom Hydrolysetyp des Enzyms abhangt.

CH,OH
HO O,

HO
OH —O

Abb. 4.4: D-Gluconsaure-5-lacton

4.3 Screening von Basidiomyceten auf Endo-4
Glucanaseaktivitat

Im Reich der Pilze nimmt die Abteilung Basidiomyceten mit Gber 30.000 Arten
einen bedeutenden Platz ein (Kirk et al. 2008). Vertreter dieser Abteilung sind
als Pathogene von Pflanzen, Tieren und Menschen, als Mykorrhizen und als
teilweise essbare Weil3- und Braunfaulepilze in den verschiedensten biologi-
schen Nischen zu finden (Martinez et al. 2004). In Bezug auf ihr Arsenal an
hydrolytischen Enzymen sind Weil3- und Braunfaulepilze besonders hervorzu-
heben und wurden infolgedessen in einem Screening auf Endo-f#-Glucanase-
aktivitdt untersucht. Weil3faulepilze sind in der Lage, mit Hilfe ihrer Enzymaus-
stattung alle Bestandteile der Holzzellwand abzubauen, insbesondere jedoch
das komplexe Polymer Lignin. Die Holzzellwand besteht vorwiegend aus Cellu-
lose in einer Matrix von Hemicellulose und Lignin. Nach dem Abbau des braunli-

chen Lignins sind bei dem verrotteten Holz die weil3lichen Polysaccharide Cellu-
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lose und Hemicellulose sichtbar, was zur Bezeichnung ,Weil3faule® fuhrte
(Blanchette 1991). Braunfaulepilze hydrolysieren tberwiegend die Polysaccha-
ride, greifen das Lignin hingegen in geringem Malf bis gar nicht an (Wilcox
1968). Neben Cellulose und Lignin sind in der Natur Glucane weit verbreitet.
Glucane sind Polysaccharide bestehend aus mindestens 11 Glucose-Einheiten,
die glykosidisch miteinander verknipft sind und in Pflanzen, Algen, Bakterien,
Pilzen und Hefen vorkommen. Die Zellwand von Hefen setzt sich aus 4-1,3- und
F-1,6-D-Glucanen zusammen (Klis 1994). Die Hyphen der meisten Pilze besit-
zen eine Hulle aus f-1,3-1,6-D-Glucan, die sowohl morphogenetische Verédnde-
rungen des Organismus als auch pathogene und symbiotische Beziehungen
ermdglicht (Zekovi¢ et al. 2005). Die Fulle an Glucanasen zeigt sich in den ver-
offentlichten Genomsequenzen von zurzeit 10 Basidiomyceten, darunter die des
Weildfaulepilzes Phanerochaete chrysosporium (Lavin et al. 2010). Phanero-
chaete chrysosporium ist in den Waldern geméaRigter Klimazonen von Nordame-
rika, Europa und im Iran auf abgestorbenen Baumen, heruntergefallenen Asten
und Sagespanen zu finden (Burdsall 1985). Das Genom des Stamms RP78 mit
30 Millionen Basenpaaren codiert schatzungsweise fur mindestens 166
Glykosidhydrolasen. Uber die fiir den Abbau von Cellulose und Hemicellulose
notwendigen Enzyme hinaus werden zahlreiche weitere Enzyme fiur die Hydro-
lyse anderer Polysaccharide wie Starke, Glykogen, Mutan (e-1,6-1,3-D-Glucan),

Chitin und g-Glucane vermutet (Martinez et al. 2004).

Im Plattenscreening mit Cinerean als Kohlenstoffquelle zeigten mit 19 Basi-
diomyceten 2/3 der insgesamt 29 Basidiomyceten Wachstum und damit potenti-
elle p-Glucanaseaktivitdt (s. 3.2.1). Diese 19 Basidiomyceten wurden in
Submerskultur auf Endo-f-Glucanaseaktivitat untersucht. Zur Bestimmung der
Endo-f-Glucanaseaktivitdt wurde das Substrat Laminarin azur verwendet. Bei
den 4 Basidiomyceten Armillaria mellea, Hericium erinaceus, Lentinula edodes
und Marasmius scorodonius 166.44 war nach Wachstum auf den
Screeningplatten in Submerskultur keine Endo-g-Glucanaseaktivitat zu ver-
zeichnen. Geringe Endo-p-Glucanaseaktivitditen wurden bei 11 Basidiomyceten

gefunden. Hohe Endo-p-Glucanaseaktivitdten zeigten die 3 Basidiomyceten
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Trametes sp., Pleurotus sapidus und Polyporus sp., die hochste Aktivitat wies
Phanerochaete chrysosporium auf (s. 3.2.2). Im Kulturverlauf von
Phanerochaete chrysosporium trat am 10. Kulturtag maximale Endo-f-
Glucanaseaktivitat auf, die im weiteren Verlauf von 16 Tagen um diesen Wert
schwankte (s. 3.3.1).

Die Bestimmung der Endo-f-Glucanaseaktivitat mit Laminarin azur ist mit einer
Inkubationsdauer von 40 Stunden sehr langwierig. Fir die Charakterisierung
und Reinigung der Endo-S-Glucanase wurde daher ein Aktivitatstest mit einer
Inkubationszeit von 15 min ausgewahlt. Nach Inkubation des Substrats Lami-
narin mit der enzymhaltigen Probelésung wurden die gebildeten reduzierenden
Zucker mit einem Reagenz umgesetzt und photometrisch analysiert. Fur die
Umsetzung der reduzierenden Zucker sind in der Literatur hauptséchlich zwei
verschiedene Verfahren beschrieben. In der Methode nach Miller (1959) reagie-
ren die reduzierenden Zucker mit einer alkalischen 3,5-Dinitrosalicylsaureldsung
(DNS-Assay). Ein alternatives Verfahren nach Nelson und Somogyi (Nelson
1944, Somogyi 1952) basiert auf der Reduktion einer alkalischen Kupfer(ll)-
Losung zu Kupfer(l)-oxid, das in einem zweiten Reaktionsschritt
Ammoniumarsenomolybdat zu Molybdanblau reduziert. Die Menge des redu-
zierten Kupfers ist dabei direkt proportional zu der Menge der reduzierenden
Zucker. Im Gegensatz dazu verhalt sich das Reagenz des DNS-Assays nicht
stochiometrisch zu den reduzierenden Zuckern, sondern ist abh&angig vom
Polymerisationsgrad des Substrats. Zudem ist der DNS-Assay storanfalliger
gegenluber Substanzen aus dem Kulturmedium und weniger empfindlich als die
Nelson-Somogyi-Methode (Breuil und Saddler 1985). Daher wurde in dieser
Arbeit fir die Bestimmung der Gesamtglucanaseaktivitat die Nelson-Somogyi-
Methode eingesetzt.

Die Glucanaseaktivitat im Kulturverlauf von Phanerochaete chrysosporium,
Trametes sp., Pleurotus sapidus und Polyporus sp. war ebenfalls bei Phanero-
chaete chrysosporium am hoéchsten und bestatigte somit das Ergebnis des

Screenings in Submerskultur (s. 3.3.2).
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Phanerochaete chrysosporium ist einer der am besten untersuchten
Weildfaulepilze. In Bezug auf den Cellulose- und Ligninabbau wurden bereits
mehrere Cellulasen (Henriksson et al. 1999, Uzcategui et al. 1991a),
Cellobiohydrolasen (Uzcategui et al. 1991b), Endoxylanasen (Decelle et al.
2004), a-Galactosidasen (Hart et al. 2000), eine Xyloglucanase (Ishida et al.
2007), eine 1,3-p-Glucosidase (Kawai et al. 2006a) sowie eine Endo-1,3(4)-5-
Glucanase (Kawai et al. 2006b) auf proteinbiochemischer und molekularbiologi-
scher Ebene untersucht. Das f-1,3-1,6-D-Glucan Cinerean diente bislang nicht
als Induktor von Enzymen. Die Genregulation von Glykosidhydrolasen hangt
jedoch in groBem MalRe von den Kultivierungsbedingungen ab (Vanden
Wymelenberg et al. 2009). Die mit Cinerean induzierte Glucanaseaktivitat aus
Phanerochaete chrysosporium wurde daher im weiteren Verlauf dieser Arbeit

naher charakterisiert.

4.4  Phanerochaete chrysosporium L13-2

Die ITS-Regionen (Internal Transcribed Spacer) von ribosomaler DNA sind hoch
variable Sequenzen, die mittels PCR Analysen der Unterscheidung von Pilzar-
ten dienen (Martin und Rygiewicz 2005). Zur ldentifizierung und phylogeneti-
schen Einordnung des Basidiomyceten L13-2 wurden die Primer ITS5 und ITS4
nach White et al. (1990) verwendet. Die 5,8S rDNA inklusive der flankierenden

ITS-Regionen wurde amplifiziert und sequenziert (Abb. 4.5).

ITS5

5,85

18S rDNA | ITS (DNA

ITS 28S rDNA

>—
ITS4

Abb. 4.5: Position des Vorwartsprimers ITS5 und des Rickwartsprimers ITS4 in
der ribosomalen Kassette, bestehend aus der kleinen Untereinheit 18S rDNA,
den ITS-Regionen, der 5,8S rDNA und der grol3en Untereinheit 28S rDNA,
modifiziert nach White et al. (1990)
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Die DNA-Sequenz der 5,8S rDNA mit den ITS-Regionen wies eine Homologie
von 99% zu 5 Stdmmen von Phanerochaete chrysosporium auf. Die Identitéat
des Stammes L13-2 wurde nicht als Lentinellus cochleatus bestatigt, sondern

erwies sich als Phanerochaete chrysosporium.

Die phylogenetische Einordnung des Stammes L13-2 erfolgte nach Singh und
Chen (2008). Phanerochaete chrysosporium L 13-2 ist mit den 6 Stammen
KCTC 6728, ATCC 24725, KCTC 6293, AFTOL-ID 776, PV1 und FCL 208 nah
verwandt. Eine davon abgegrenzte Gruppe bilden die beiden Stdmme
IFM 47473 und IFM 47494, Dies |aRt auf eine hohe Variabilitat innerhalb der
Unterarten von Phanerochaete chrysosporium schliel3en, die auf das Expressi-

onsmuster von Enzymen erweitert werden kann (Singh und Chen 2008).

4.5 Endo-fGlucanase aus Phanerochaete chrysosporium

Seit den 60er Jahren wird Phanerochaete chrysosporium als Modellorganismus
fur die Weil3faule intensiv erforscht (Ahlgren und Eriksson 1967). Im Mittelpunkt
des Interesses stehen extrazellulare hydrolytische und oxidative Enzyme, die flr
den Weildfauleprozess verantwortlich sind (Sato et al. 2007). Zum einen wurde
die Sekretion dieser Enzyme unter Stickstoff- oder Kohlenstofflimitierung unter-
sucht, zum anderen erfolgte die direkte Induktion mit Cellulose, Laminarin oder

verschiedenen Holzsubstraten.

Phanerochaete chrysosporium und andere Pilze sind in der Lage, den sie um-
gebenden Glucosegehalt zu kontrollieren. So wird die Katabolitrepression von
Hydrolasen und Oxidasen durch Uberschissige Glucose vermieden, indem die
Pilze aus vielen Glucosemolekilen ein Glucan aufbauen. Bei Glucosemangel
werden wiederum Glucanasen induziert, die zum Glucanabbau fihren (Bes et
al. 1987, Stahmann et al. 1992). Unter Kohlenstofflimitierung werden schlie3lich
vermehrt f-1,3-Glucanasen zum Abbau des f-1,3-Glucans der Pilzzellwand

induziert. Im besonderen Mal3e wird die Exo-1,3-f-Glucanase Lam55 exprimiert
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(Bes et al. 1987, Vanden Wymelenberg et al. 2009). Bei Stickstoffmangel wer-
den die Gene der Glykosidhydrolasen dagegen nicht hochreguliert (Vanden
Wymelenberg et al. 2009).

Die mit Cellulose oder Holz der Roteiche induzierten Sekretionsmuster unter-
schieden sich nicht voneinander (Sato et al. 2007). Mit diesen Substraten wur-
den neben Peroxidasen und Proteasen uber 30 verschiedene Glykosid-
hydrolasen sekretiert, darunter Mitglieder der Glykosidhydrolasefamilie 16
(Vanden Wymelenberg et al. 2005). Ein Minimalmedium mit Laminarin als Koh-
lenstoffquelle fuhrte Uberwiegend zu der Sekretion einer unspezifischen Endo-
1,3(4)-p-Glucanase und einer weiteren nicht n&dher untersuchten f-1,3-
Glucanase (Kawai et al. 2006b). Die Peptidsequenzierung der unspezifischen
Endo-1,3(4)-#-Glucanase erfolgte nach Konzentrierung des Kulturiiberstands
mittels Ultrafiltration und anschlieender SDS-PAGE.

Mit dem in dieser Arbeit verwendetem Induktionsmedium wurden neben dem
erwlinschten Enzym nur wenige weitere Proteine sekretiert, was die Reinigung
der Endo-f-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium bis zur elektrophore-
tischen Homogenitdt mit einem chromatographischen Schritt ermdglichte
(Abb. 3.21). Nach Konzentrierung des Kulturiiberstands und anschlieRender
Gelfiltrationschromatographie wurde in einer Fraktion Glucanaseaktivitat nach-
gewiesen (3.4.1). Das gereinigte Enzym hatte bei einer Anreicherung von 5,2
und einer Ausbeute von 4,4% einen Anteil von 0,8% am Gesamtprotein des
Kulturiberstands (Tab. 3.6). Die geringe Wiederfindung der auf die Saule gege-
benen Aktivitat von 4,0% kann auf einen Verdinnungseffekt zuriickgefihrt wer-
den und héatte gegebenenfalls durch Konzentrierung oder Zugabe von
Polyethylenglycol als ,molecular crowder” erhéht werden kénnen (Minton 2000).
Die Konzentrierung mittels Ultrazentrifugation hatte einen Ausbeuteverlust von
knapp 70% zur Folge. Diese Problematik bei Verwendung kommerziell erhaltli-
cher Ultrafiltrationseinheiten fur die Reinigung von g-Glucanasen ist beschrieben
(Martin et al. 2006). Vermutet werden Enzymbindestellen auf der

Membranoberflache, die zur irreversiblen Bindung der Enzyme fiihren. Geeigne-
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te Membranen fir die Konzentrierung von Glucanasen wurden bisher nicht er-
wahnt (Martin et al. 2007). Galan et al. (1999) und Shu et al. (2006) nutzten als
ersten Reinigungs- und Konzentrierungsschritt von Endo-g-Glucanasen aus
Basidiomyceten alternativ zu Ultrafiltrationseinheiten die Ammoniumsulfat-
fallung. Die verwendeten Kultivierungsmedien enthielten jedoch kein Glucan,
das durch Ammoniumsulfat ebenfalls ausféllt und die weitere Aufarbeitung stort
(Li et al. 2006). Die Ausbeute einer Endo-f-Glucanase aus Agaricus bisporus
lag nach weiterer Reinigung mittels Gelfiltrationschromatographie und
praparativer nativer PAGE bei 2,9%, der Anreicherungsfaktor betrug 17,9
(Galan et al. 1999). Eine Endo-f-Glucanase aus Agaricus brasiliensis wurde
mittels hydrophober Interaktionschromatographie um den Faktor 13,1 mit einer
Ausbeute von 6,7% gereinigt (Shu et al. 2006).

4.5.1 Proteinbiochemische Eigenschaften

Die proteinbiochemischen Eigenschaften von p-Glucanasen aus Pilzen sind mit
wenigen Ausnahmen sehr ahnlich. Das pH-Optimum liegt haufig im sauren
pH-Bereich zwischen 4,0 und 6,0 (Pitson et al. 1993). Fur kurze Inkubationszei-
ten wurden T-Optima von bis zu 60 °C ermittelt (Marcovi¢ et al. 1991). Bei f-
Glucanasen aus Ascomyceten bewegen sich die isoelektrischen Punkte zwi-
schen 4,0 und 8,0, wohingegen die Werte fur f-Glucanasen aus Hefen in einem
engeren Bereich zwischen 3,0 und 4,5 liegen. Das Molekulargewicht von
S-Glucanasen aus Pilzen variiert stark zwischen 20 kDa und 80 kDa (Pitson et
al. 1993). Die Einordnung der Enzyme nach IUBMB erfolgt nach Inkubation mit
unterschiedlich verknlUpften Glucanen. Fir Enzyme der Klassen 3.2.1.6 und
3.2.1.39 aus Basidiomyceten wurden die Optima und isoelektrischen Punkte
bisher nur von einer unspezifischen Endo-1,3(4)-5-Glucanase (EC-Nummer
3.2.1.6) aus Schizophyllum commune beschrieben, die bei BRENDA trotz der
Aktivitat gegentber dem f-1,3-1,4-D-Glucan Lichenan offensichtlich falsch in die
Klasse 3.2.1.39 eingeordnet wurde. Dieses Enzym besitzt ein Molekulargewicht
von 36 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 3,9. Die Optima liegen bei
einem pH-Wert von 5,5 und einer Temperatur von 50 °C (Prokop et al. 1994).
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Kawai et al. (2006b) untersuchte eine heterolog exprimierte unspezifische Endo-
1,3(4)-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium mit einem Molekularge-
wicht von 36 kDa hinsichtlich ihrer Aktivitat gegentber unterschiedlich verknipf-
ten und verzweigten Substraten und ordnete dieses Enzym der Klasse 3.2.1.6
sicher zu. Eine durch horizontalen Gentransfer aus Bakterien erworbene Endo-
1,3-p-Glucanase aus dem Kiefernholznematoden Bursaphelenchus xylophilus
mit einem Molekulargewicht von 26 kDa zeigte mit dem ebenfalls in dieser Ar-
beit genutztem Citrat-Phosphat-Puffer mit pH 4,9 und 65 °C die gleichen Optima
wie die Endo-p-Glucanase dieser Arbeit (Kikuchi et al. 2005). Bei einem pH-
Optimum von 5,0 (s. 3.3.3) wurde ein Temperatur-Optimum von 63 °C bis 68 °C
(s. 3.3.4) ermittelt. Dieser hohe Temperaturbereich l&asst eine Stabilisierung des
Enzyms durch das Substrat vermuten (Bodenmann et al. 1985). Im Kulturtber-
stand von Phanerochaete chrysosporium wurden nach isoelektrischer Fokussie-
rung 2 Enzyme nachgewiesen, die Aktivitat gegeniiber Laminarin zeigten. Die
jeweiligen isoelektrischen Punkte betrugen 6,7 und 5,5 (s. 3.3.5). Das Moleku-
largewicht  der  gereinigten  Endo-fp-Glucanase aus  Phanerochaete
chrysosporium betrug 39 kDa (GFC) bzw. 42 kDa (denaturierende SDS-PAGE)
(s. 3.4.1).

Chesters und Bull (1963a) unterteilten pg-Glucanasen nach papier-
chromatographischer Analyse der Hydrolyseprodukte von Laminarin in 3 Typen:
Exo-p-Glucanase (hoher Glucoseanteil und Spuren von Laminaridextrinen),
Endo-g-Glucanase (Spuren von Glucose und hoher Anteil von Lami-
naridextrinen) und Endo-Exo-f-Glucanase (hohe Anteile von Glucose und
Laminaridextrinen). Bei #-1,3-1,6-D-Glucanen stoppen einige Exo-f4-Glucanasen
nicht an der f-1,6-Verzweigung, sondern spalten neben Glucose auch das f
1,6-Disaccharid Gentiobiose ab (Tsujisaka et al. 1981). Das Phanomen der
Endo-Exo-f4-Glucanase ist auf unzureichende Enzymreinigung und damit
synergistische Wirkung mehrerer p-Glucanasen zurtickzufihren (Pitson et al.
1993). Dieser Sachverhalt spiegelt sich in den GrélRenausschlusschro-

matogrammen dieser Arbeit wider (s. 3.3.6). Wahrend mit den Exo-f-
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Glucanasepraparaten aus Penicillium funiculosum Laminarin Uberwiegend zu
Glucose abgebaut wurde, erfolgte die Hydrolyse von Laminarin mit der Endo-4-
Glucanase (EC 3.2.1.39) aus der Weinbergschnecke Helix pomatia Uberwie-
gend zu Laminaridextrinen unterschiedlicher Grof3e, die im weiteren Verlauf der
Inkubation zu Glucose abgebaut wurden. Auffallig war die Anreicherung von
Abbauprodukten bei einer Retentionszeit von ca. 10 min, die nach Kalibrierung
der Saule einem Molekulargewicht von 514 Da und damit einer Laminaritriose
entsprechen koénnte.

Hydrolyseprodukte dieser Grol3e wurden ebenfalls bei den Inkubationen mit den
Exo-f-Glucanasepraparaten aus Trichoderma longibrachiatum und Trichoderma
harzianum, der Endoglucase der TU Braunschweig und dem Kulturiberstand
von Phanerochaete chrysosporium erhalten. Insbesondere bei den Exo-g-Glu-
canasepraparaten ist dies auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass es sich um
ungereinigte Enzympraparate mit entsprechenden Nebenaktivitdten handelt
(Abb. 3.9). Beispielsweise setzt sich das in der Weinherstellung haufig verwen-
dete Produkt Glucanex neben einer 1,3-4-Glucosidase (EC 3.2.1.58) aus einer
Exo-1,3-p4-Glucanase, einer Endo-1,3-4-Glucanase und einer Exo-1,6-4-Gluca-
nase zusammen (Villettaz et al. 1984). Generell war das Auflésungsvermogen
der verwendeten GroRenausschlusssaule nicht ausreichend, um die gebildeten
Laminaridextrine voneinander zu trennen. Zudem war eine exakte Bestimmung
des Molekulargewichts der Hydrolyseprodukte aufgrund der Verwendung des
a-1,6-D-Glucans Dextran als Standard nicht moglich. Dennoch ist anhand der
Analyse mittels GroRenausschlusschromatographie eine Einstufung in Exo-
oder Endoaktivitat von f-Glucanasepraparaten moglich. Die Anreicherung von
Abbauprodukten bei einer Retentionszeit von ca. 10 min im GroRenausschluss-
chromatogramm deutete auf eine Endoaktivitat hin. Bezuglich des Kulturtiber-
stands von Phanerochaete chrysosporium wurde das Ergebnis des Screenings
in Submerskultur, bei dem mit Hilfe des Substrats Laminarin azur eine Endo-4-

Glucanaseaktivitat nachgewiesen wurde, bestatigt.
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4.5.2 Molekularbiologische Charakterisierung

Die gereinigte Endo-f#-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium wurde
tryptisch verdaut und de novo ansequenziert (s. 3.4.2). Die 2. Peptidsequenz
VNYVNQATAVAK (Tab. 3.7) wurde neben anderen Sequenzen bereits von
Vanden Wymelenberg et al. (2005) und Sato et al. (2007) nach
Sekretomanalysen von Phanerochaete chrysosporium Kulturen mit Cellulose
bzw. Holz erwahnt (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Bekannte Peptidsequenzen der Endo-fS-Glucanase aus Phanerochaete

chrysosporium

Referenz Peptidsequenzen

Vanden Wymelenberg et al.(2005) VNYVNQATAVAK
AYTTHVAIIDVR
NAYWDIAAVR

Sato et al.(2007) VNYVNQATAVAK
ADDTTVLSPSGPGR

In der Aminosauresequenz des Enzyms sind alle in der Literatur beschriebenen

Peptidsequenzen enthalten (Abb. 4.6).

MRPTLTSEVALAYCLSGALAGSYTLIDNYVGSTFLSAFVHEATIADPTHGRVNYVNQATAV
AKNLTFASGNTLILRADDTTVLSPSGPGRNSVRIRSVKAYTTHVATIDVRHMPQGCGTWP
AFWETDGSNWPNGGEVDIIEGVNDQSPNAMTLHTGANCNMPASRAETGTPTGLNCDVNTD
GNTGCGVQAPTANSYGPALNAIGGGWYAMERTNNFIKVWEEFPRNGNTPSDLKNGASSINT
DNWGTPTAFFPNTNCDIGSHFDONNITIINLTFCGDWAGAVYGNSGCPSTCVDYVNNNPSA
FKNAYWDIAAVRVYE¥*

Abb. 4.6: Aminosauresequenz der Endo-f-Glucanase aus Phanerochaete
chrysosporium; unterstrichen: in der Literatur beschriebene Peptidsequenzen
(vgl. Tab. 4.2)

Abbas et al. (2005) induzierte mit Roteichenholz die Expression einer unspezifi-
schen Endo-1,3(4)-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium, die auf
Aminosauresequenzebene eine Homologie von 78% zu der Endo-f-Glucanase
aufweist (s. 3.6.4). Dieselbe Endo-1,3(4)-p-Glucanase wurde von Kawai et al.

(2006b) mit Laminarin induziert und in Pichia pastoris heterolog exprimiert. Die
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Regulation der Expression von Endo-1,3(4)-4-Glucanase und Endo-f-
Glucanase ist unterschiedlich, aber noch nicht verstanden (Kawai et al. 2006b,

Vanden Wymelenberg et al. 2009).

Die von Vasur et al. (2006) generierte Rontgenkristallstruktur der Endo-1,3(4)-
F-Glucanase (PDB-ID 2CL2) diente der Berechnung des Strukturmodells der
Endo-f-Glucanase (Abb. 3.31). Zudem existieren Rontgenkristallstrukturen im
Komplex mit den Hydrolyseprodukten von Lichenan und Laminarin (Vasur et al.
2009). Die Endo-p-Glucanase weist alle Sequenzmerkmale der Endo-1,3(4)-4-

Glucanase an identischen Stellen auf (Abb. 3.30).

Beide Enzyme besitzen das fur die Glykosidhydrolasefamilie 16 charakteristi-
sche katalytische Motiv EXDXXE. Die Aminosauren Gluiis und Gluio der Endo-
1,3(4)-fp-Glucanase bzw. Gluizs und Gluise der Endo-f-Glucanase entsprechen
dem Nukleophil sowie der katalytischen Saure und korrespondierenden Base.
Aspii7 bzw. Aspisz ist hoch konserviert und dient der Stabilisierung des
Nukleophils (Kawai et al. 2006b). Zunéachst wird der vom Glucan abzuspaltende
Kohlenhydratrest durch die Koordination des glykosidischen Sauerstoffatoms
mit der Kkatalytischen Saure Gluiye aktiviert. Anschlielend erfolgt ein
nukleophiler Angriff durch Glui1s, der zu der Bildung eines Glykosidesters flhrt.
Der so abgespaltene Kohlenhydratrest diffundiert vom aktiven Zentrum weg und
wird durch ein Wassermolekil ersetzt. Dieses greift unter Deprotonierung durch
die korrespondierende Base der katalytischen Saure nukleophil am anomeren
Zentrum an und spaltet die Esterbindung. Da beide Substitutionen unter Konfi-
gurationsumkehr ablaufen, wird die Konfiguration insgesamt erhalten
(Heightman und Vasella 1999). Der urspriinglich von Koshland (1953) vorge-
schlagene  Reaktionsmechanismus der hydrolytischen  Spaltung von
glykosidischen Verbindungen wurde nach zahlreichen Untersuchungen um
Ubergangszustande erganzt, die einem Oxycarbenium-lon dhneln und zwischen
den Substitutionen durchlaufen werden (Sinnott 1990, Vasella et al. 2002,
Abb. 4.7).
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Ho ROH
2

OH

Abb. 4.7: Konfigurationserhaltender Reaktionsmechanismus von f-Glykosidasen mit
den potentiell katalytisch aktiven Aminosauren Gluzs (Nukleophil) und Gluy4, (Sau-
re/Base) der Endo-f-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium;
modifiziert nach Yip und Withers (2004)

Sowohl die Endo-1,3(4)-p-Glucanase als auch die Endo-fg-Glucanase besitzen
2 potentielle N-Glykosidierungsstellen NXS/T. Vasur et al. (2006) identifizierte
an Asnyz ein verzweigtes Heptasaccharid mit 2 N-Acetylglucosaminen, 1 -
Mannose-Einheit und 4 a-Mannose-Einheiten, von denen eine verzweigt ist
(Abb. 4.8).
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Asnyz-f3 (4<1)p 4<1)p ® (61 ® (61 ® 2o ®

Ry

Abb. 4.8: N-Glykosidierung der Endo-1,3(4)-f#-Glucanase
aus Phanerochaete chrysosporium an Ashys; modifiziert nach Vasur et al. (2006)
(] - N-Acetylglucosamin; (X)— Mannose)

Die Glykanstruktur der Endo-g-Glucanase setzt sich nach Sequenzierung der
Peptide mittels LC-MS/MS vermutlich aus 2 N-Acetylglucosaminen und

6 Mannose-Einheiten zusammen.

Die potentielle Glykosidierungsstelle an Asnyso in der Néhe des katalytischen
Zentrums ist nicht glykosidiert. Eine Glykosidierung an dieser Stelle hatte eine
Besetzung der Bindungsstellen -1 und -2 zur Folge, so dass keine Substratbin-

dung mehr méglich wéare und in einem inaktiven Enzym resultieren wirde.

Von Davies et al. (1997) wurde eine Nomenklatur von Kohlenhydrat-
Bindungsstellen in Glykosidhydrolasen vorgeschlagen. Die Bindungsstellen
werden von -n bis +n bezeichnet, wobei n einer ganzen Zahl entspricht. Die
Spaltung des Substrats findet zwischen den Bindungsstellen -1 und +1 statt.
Ausgehend von der Spaltstelle werden die Bindungsstellen in Richtung des
nichtreduzierenden Endes mit negativen Zahlen belegt, in Richtung des reduzie-

renden Endes mit positiven (Abb. 4.9).

nichtreduzierendes Ende < » reduzierendes Ende

OOOCO000:

4 3 2 47

Abb. 4.9: Schema der Kohlenhydrat-Bindungsstellen von Endo-Polysaccharidasen,

der Pfeil markiert die Spaltstelle; modifiziert nach Davies et al. (1997)
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Charakteristisch fur alle O-Glykosidhydrolasen ist ein hydrophober Bereich in
Form einer aromatischen Aminoséure an der Bindungsstelle -1 (Nerinckx et al.
2003). Bei der Endo-1,3(4)-p-Glucanase und der Endo-g-Glucanase handelt es
sich um Tryptophan (Trpi03 bzw. Trpi23). An der Bindungsstelle -2 befindet sich
ein weiterer Tryptophanrest (Trpi10 bzw. Trpiso). Trpios und Trpiio Sind in einem
rechten Winkel zueinander angeordnet und entsprechen damit der Geometrie
einer S-1,3-Verknupfung. Dies schliel3t eine #-1,4-Verknipfung des Substrats an
den Bindungsstellen -1 und -2 aus. Dadurch vermag die Endo-1,3(4)-5-
Glucanase nur dann eine g-1,4-Verknipfung zu spalten, wenn sich diese in
Nachbarschaft zu p-1,3-Verknupfungen befindet. Dementsprechend wird das
f1,3-1,4-D-Glucan Lichenan hauptsachlich zu 4-O-Glucosyl-Laminaribiose ab-
gebaut (Kawai et al. 2006b, Abb. 4.10).

OH

OH OH
HO A p-1,4
HO o] Q Ho Q
OH HO 0 OH
OH

OH
51,3

Abb. 4.10: 4-O-Glucosyl-Laminaribiose, Hydrolyseprodukt von Lichenan

Weitere fur die Substratbindung wichtige Aminosauren sind Hisizz bzw. His;s3 an
der Bindungsstelle +1, eine Schleife von 4 Aminosauren (ThrisoAspisoGlyie1
Asniex bzw. Thri7gAspi1goGlyi1s1Asnigy) und Trposy bzw. Trpaze. Zwischen Hisiss
und Asnie; sowie zwischen Asnie; und dem Nukleophil Gluiis bilden sich bei
Substratbindung Wasserstoffbrickenbindungen aus, die zu einer Konfor-
mationsanderung der Schleife fuhren. Indem dadurch das Substrat an der Bin-
dungsstelle -1 im Ubergangszustand stabilisiert wird und gleichzeitig das
anomere Kohlenstoff dem Nukleophil Glui;5 naher kommt, wird das aktive Zent-
rum zur Katalyse beféhigt. Bewegliche Schleifen werden unter den bekannten
Kristallstrukturen im Komplex mit Substrat auch von anderen Mitgliedern der
Glykosidhydrolasefamilie 16 beschrieben (Mark et al. 2009).
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Als Besonderheit gegeniuber anderen Strukturen des Clans B koordiniert die
exponierte aromatische Aminosaure Trpzsz nicht die Hauptkette des Substrats
Laminarin, sondern die p-1,6-Verzweigung. Weiterhin ist die helikale Struktur
des Laminarins zu sperrig, um der Lange nach in die enge und an beiden Seiten
gedffnete katalytische Spalte zu passen. Tatséchlich ist die Achse der Hauptket-
te senkrecht zu der Spalte ausgerichtet, so dass die Windungen der Helix nach-
einander, jeweils gebunden an der f-1,6-Verknipfung, hydrolysiert werden
(Abb. 4.11).

7’
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Abb. 4.11: Strukturmodell von Laminarin (SWEET2, Bohne et al. 1999)

Als Hydrolyseprodukt wird hauptsachlich unverzweigte 6-O-Glucosyl-Lami-
naritriose mit einem Molekulargewicht von 667 Da gebildet (Abb. 4.12). Unter
Berlcksichtigung des Auflosungsvermdgens der verwendeten GroRRenaus-
schlussséaule und des Standards ist die Bildung dieses Abbauprodukts mit dem
Kulturiberstand von Phanerochaete chrysosporium nicht ausgeschlossen
(s. 4.5.1).

How-lﬁ
HO O OH OH

OH e}

»
51,3 51,3

Abb. 4.12: 6-O-Glucosyl-Laminaritriose, Hydrolyseprodukt von Laminarin
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Die katalytische Spalte ist fur £-1,3-1,6-Glucane mit der Verzweigung an jeder
dritten Glucoseeinheit wie Laminarin oder Cinerean ausgelegt. Eine
Hydrolysierung starker verzweigter f-1,3-1,6-Glucane wie Lentinan ist vermut-

lich nicht moglich, dies ist jedoch noch zu prifen.

Bei der Bindung von Lichenan spielt Trp2s7 keine Rolle. Lichenan wird aufgrund
der unverzweigten und weniger raumfillenden Struktur der Lange nach in die

katalytische Spalte gebunden.

Zum derzeitigen Stand ist allein basierend auf der Aminosduresequenz eine
Einordnung von Glykosidhydrolasen in die Enzymklassen 3.2.1.6 bzw. 3.2.1.39
nicht moglich. Die bei BRENDA und CAZY gelisteten Enzyme aus Pilzen der
Klasse 3.2.1.39 und Glykosidhydrolasefamilie 16 sind entweder augenscheinlich
falsch eingeordnet oder unzureichend charakterisiert, so dass eine Zugehorig-
keit zur Klasse 3.2.1.39 nicht sicher bestatigt werden kann (s. 4.1). Bei einem
Enzym aus dem thermophilen Bakterium Thermotoga neapolitana handelt es
sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um eine Endo-1,3-4-Glucanase, da die Akti-
vitdt gegeniiber Laminarin mit 3.100 U mg™ deutlich hther war als gegenuber
Lichenan mit 90 U mg™ (Zverlov et al. 1997). Ein Sequenzvergleich (Cobalt,
Papadopoulos und Agarwala 2007) dieses Enzyms mit Endo-1,3(4)-f-
Glucanasen aus Phanerochaete chrysosporium und dem phytopathogenen Pilz
Cochliobolus carbonum zeigte bei einer geringen Gesamthomologie eine grol3e
Ubereinstimmung von Aminosauren, die fur die Bindung und katalytische Um-
setzung des Substrats verantwortlich sind (Abb. 4.13).



4 Diskussion 140

Z47974 DENARFEFQLGKSTGTVWIDTVWIDDVVMEDVGTLEVSGEENEIYTEEDEDKVEDWQLV-—————— WSQEFD-DGVIDPN 232
AB092837 -—--—----- MRFAALASLVAAALI--—-—————-—— pssYy---——----—---—- AATYHLEDNWVGSAFLSTFTHEAIADPT 47
Ug8le06 - —-———---- MSLKSL--FVSAPLLWRGVTALPAGPGSWTHGNSTIVSSSDFSAAAAYNLIDTYDASNWASKFNFEDIADPT 70

747974 VWNFEIGNGHAKGIPGWGNAELEYYTDKNAFVENGCLVIEARKEQVSDEYGTYDYTSARITTEGKFEIKYGKIEIRAKLP 312

AB092837 HGRVNY-—-——-———-———— VDQATALAKNLTYASGDTLILRADHTTTLSPSGPGRNSVRIRSIKTYTTHVAVFDVRHMP- 113

U8l606 HGFVDY-—-—-—-—==—-————- VTLOQAQQYGLFKTQONNQVYMGVDSTSTLNPNGPGRRSVRIQSKTAYNRALVIADFAHVPG 137
. (] vvy v hd

747974 KGKGIWPALWMLGNNIGEVGWPTCGEIDIMEMLGHDTRTVLRTAHGPGYS--=-—-=--=-—-———————————————— GGASIG 368

AB092837 QGCGTWPAAWETD----EGDWPNGGEVDIIEGVNDQSPNAMTLHTGANCAMPASRT-MTGHATNNNCDVNTDGNTGCGVQ 188

U8le606 SACGSWPAFWMVG—----P-NWPNQGEIDIYEGVHLSSSNQVTLHTSPGCNPSIGPGGETGRRLAGDCGAD-GGFNGCGIQ 211

747974 VAYHLPEEVPDFSEDFHVFSIEWDENEVE-WYVDGQLYHVLSKDELAELG---LEWVFDHPFF--—-—-—-—-——-—-—-—-———— LI 429

AB092837 APTANSYGPSFNANGGGWYAMERTNSFIKVWFEFPRNAGNVPNDIASGPATINTDNWGTPTAFFPNTNCDIGSHFDANNII 268
U81606 ADNPVSFGTPFNANGGGVYATLWTSSGVKVWYFATR--NIPANIKSGNP--DPSAWGTPIANFGNNGCDFDAKFRDLNIV 287

.
7247974 LNVAMGGYWPGYP-—-———————————————— DETTQFPQRMY-IDYIRVYKDMNPETITGEVDDCEYEQSQQQTGPEVTY 490
AB092837 INLTFCGDWAGQA-SIFNGAGCPGSCVDYVNNNPSAFANAYWDIASVRVYQ-———————————————————————————— 318
U81606 FDVTFCGDWAGGVWGSTTRAQVNPSCVAYVASQPONFSESYWLINSVKVYSV----—-—-—-—-———————————————————— 339

Abb. 4.13: Vergleich der Aminosduresequenzen von verschiedenen f-1,3-glucan-
hydrolysierenden Glucanasen der Glykosidhydrolasefamilie 16
(Endo-1,3-p-Glucanase aus Thermotoga neapolitana (Zugriffsnummer Z47974),
Endo-1,3(4)-4-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium
(Zugriffsnummer AB092837), Endo-1,3(4)-p-Glucanase aus
Cochliobolus carbonum (Zugriffsnummer U81606);

e: konservierte Aminosauren fir Substratbindung und -koordination;

v katalytisch aktive Aminosauren; unterstrichen: bewegliche Schleife)

Alle 3 Enzyme weisen die katalytisch aktiven Aminosauren auf. Die bewegliche
Schleife der Endo-1,3(4)-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium
scheint nicht konserviert und nicht ausschlaggebend fir die Substratspezifitat zu
sein, da sowohl die Endo-1,3(4)-4-Glucanase aus Cochliobolus carbonum als
auch die Endo-1,3-4-Glucanase aus Thermotoga neapolitana an gleicher Positi-
on keine Homologie aufweisen. Hinsichtlich der fur die Substratbindung wichti-
gen Aminosauren besteht der einzige Unterschied in einem Histidinrest hinter
dem katalytischen Motiv, den die Enzyme der Klasse 3.2.1.6 aufweisen und das
Enzym der Klasse 3.2.1.39 nicht. Es ist unwahrscheinlich, dass allein durch
diese Aminosadure die Substratspezifitat des Enzyms bestimmt wird. Folglich ist
es anhand der Aminosduresequenz moglich, Enzyme in Glykosidhydrolase-
familien einzuordnen. Die phylogenetische Untersuchung zwischen Vertretern
verschiedener Enzymklassen auf Basis der Aminoséauresequenz kann zudem

Hinweise auf die Zugehorigkeit einer Klasse geben. Die Aminosauresequenz
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der Endo-f-Glucanase zeigte eine deutliche Verwandschaftsbeziehung zur En-
zymklasse 3.2.1.6 (s. 3.6.6). Eine sichere Kategorisierung in Klassen gelingt
jedoch ausschlief3lich durch die Untersuchung der jeweiligen Substratspezifita-

ten im Vergleich zwischen den Glucanen Laminarin und Lichenan.

4.5.3 Heterologe Expression

Fur die Produktion groRerer Enzymmengen zur ndheren Charakterisierung der
Endo-1,3-4-Glucanase wurde die heterologe Expression im Bakterium E. coli
angestrebt. Um eine korrekte Translation in E. coli zu gewahrleisten, wurde die
Codon Usage des Gens inklusive der potentiellen Signalsequenz an den Ex-
pressionsorganismus angepasst. Die Berechnung mdglicher Signalpeptidase-
schnittstellen erfolgte mittels SignalP 3.0, das jedoch bei Enzymen aus
Basidiomyceten nur bedingt geeignet erscheint. Sowohl bei einer polyvalenten
Peroxidase aus Pleurotus eryngii (Scheibner 2006) als auch bei einer
Xanthophyllesterase aus Pleurotus sapidus (Bouws 2007) stimmte die mittels
SignalP 3.0 vorhergesagte Signalsequenz nicht mit der nach N-terminalem
Edmanabbau erhaltenen Sequenz Uberein. Bei der Endo-1,3(4)-f-Glucanase
aus Phanerochaete chrysosporium ergibt sich dagegen als Ergebnis der Analy-
se mittels SignalP 3.0 eine Ubereinstimmung mit der bestimmten N-terminalen
Sequenz (Kawai et al. 2006b). Dieses Enzym wurde in der gereiften Form mit
der hefespezifischen o-Faktor-Signalsequenz in Pichia pastoris exprimiert. An-
dere Glycosidasen aus Pilzen wurden ebenfalls ohne Signalsequenz und ohne
Anpassung der Codon Usage erfolgreich in E. coli exprimiert (Ooi et al. 1993,
Okada et al. 1998). Die Endoglucanase EGL 1 aus dem phythopathogenen Pilz
Macrophomina phaseolina besitzt selbst keine Signalsequenz. Die Fusion mit
der Signalsequenz der Endoglucanase EGL 3 aus Trichoderma reesei fuhrte
nach Expression in E. coli zu keinem Aktivitatsverlust gegenuber der heterolo-
gen Expression ohne Signalsequenz (Wang und Jones 1999). Welche Auswir-
kungen die Signalsequenz auf Expression und Enzymaktivitat hat, muss im Ein-

zelfall untersucht werden.
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Bakterielle Systeme sind nicht in der Lage, eine posttranslationale Modifizierung
eukaryontischer Enzyme wie z. B. Glykosidierung, die fiir die Funktionalitat von
Enzymen notwendig sein kann, auszufuihren. Die Endo-f-Glucanase besitzt
zwei potentielle Glykosidierungsstellen. Eine ahnliche Endo-1,3(4)-#-Glucanase
aus Phanerochaete chrysosporium ist an einer dieser Stellen glykosidiert, was

jedoch keinen Einfluss auf die Enzymaktivitat hat (Vasur et al. 2009).

Als Expressionssystem wurde das pMAL Protein Fusion and Purification System
(New England Biolabs) mit chemisch kompetenten E. coli K12 TB1 und die Vek-
toren pMAL-c4X fiur die cytoplasmatische bzw. pMAL-p4X fir die peri-
plasmatische Expression verwendet. Gemald Southworth et al. (1996) erfolgte
die Induktion bei 20 °C, um eine moglichst hohe Enzymlgdslichkeit zu erreichen.
Das Zielenzym wurde mit beiden Vektoren als Fusionsprotein mit einem Mal-
tosebindeprotein exprimiert. Die Expression war insofern erfolgreich, dass das
Fusionsprotein mittels Western Blot und polyklonalen Antikérpern gegen das
Maltosebindeprotein nachgewiesen wurde (s. 3.7.2). Dennoch ist der Abbau des
Fusionsproteins bis zum stabilen Maltosebindeprotein eindeutig, der durch Ver-
wendung eines proteasedefizienten Stammes wie z. B. E. coli BL21 vermindert
werden koénnte. Insgesamt war die exprimierte Proteinmenge zu gering und die

Abbaurate zu grol3, um Gesamtglucanaseaktivitat nachweisen zu kénnen.
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4.6 Oxygenase aus Pleurotus sapidus

Eine Schliisselkomponente des Grapefruitaromas und damit ein viel gefragter
Aromastoff ist (+)-Nootkaton. Als Ausgangsstoff flr die biotechnologische Pro-
duktion dient (+)-Valencen, das bei der Herstellung von Orangensaft in grof3en
Mengen als Reststoffstrom anféllt. Die Biotransformation von (+)-Valencen zu
(+)-Nootkaton wurde bereits mit isolierten Enzymen aus der Klasse 1 der Oxido-
reduktasen sowie mit Ganzzellsystemen bzw. Zellextrakten aus Bakterien,
Pflanzen und Pilzen untersucht. Mit einer Lipoxygenase aus Sojabohnen wurde
nur unter drastischen Reaktionsbedingungen und dadurch fraglicher Enzymakti-
vitdit eine hohe Ausbeute an (+)-Nootkaton erreicht (Muller et al. 1998).
(+)-Valencen wurde unter anderem mit gentechnisch verandertem Cytochrom
P450cam aus Pseudomonas putida bzw. Cytochrom P450gu.3 aus Bacillus
megaterium umgesetzt (Sowden et al. 2005). Dennoch eignen sich Cytochrom
P450 Enzyme aufgrund ihrer Komplexitat, ihres Bedarfs an Cofaktoren und der
diffizilen Reinigung unter Erhalt der Aktivitat derzeit nicht fir den industriellen
Produktionsmalf3stab (van den Brink et al. 1998). Der Einsatz von pflanzlichen
Suspensionskulturen fuhrte zwar ebenfalls zu einer Umsetzung von
(+)-Valencen zu (+)-Nootkaton (Sakamaki et al. 2005), generell ist diese Art der
Kulturfhrung bei einer niedrigen Produktausbeute allerdings langwierig und
kostenintensiv (Fraatz et al. 2009). Wé&hrend mit dem Ascomyceten
Chaetomium globosum nur geringe Konzentrationen von (+)-Nootkaton gebildet
wurden (Kaspera et al. 2005), lieferte die Transformation von (+)-Valencen mit
frischem bzw. gefriergetrocknetem Myzel des Speisepilzes Pleurotus sapidus
grof3e Mengen (+)-Nootkaton (Fraatz et al. 2009). Das fur diese Reaktion ver-
antwortliche Enzym wurde gereinigt und nach tryptischem Verdau de novo
sequenziert. Einige der ermittelten Peptidsequenzen zeigten Homologien aus-
schlie3lich zu Lipoxygenasen aus den Ascomyceten Aspergillus ochraceus,
Aspergillus fumigatus und Gibberella moniliformis (Fraatz 2007). Aus
Basidiomyceten war zu jenem Zeitpunkt noch kein vergleichbares Enzym Kklo-

niert worden.
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Lipoxygenasen zahlen zur Familie der monomeren nichthameisenhaltigen
Dioxygenasen. Sie katalysieren die Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren
zu den korrespondierenden Hydroperoxiden. Typische Substrate stellen bei
Pflanzen Linol- und Linolensaure dar (Rosahl 1996), wahrend bei Saugetieren
Uberwiegend Arachidonsdure umgesetzt wird (Yamamoto 1992). Die von
Lipoxygenasen gebildeten Hydroperoxide dienen anderen Enzymen wiederum
als Substrat, was zu einer Vielfalt von Sekundarmetaboliten fuhrt (Knust und von
Wettstein 1992). Produkte von Lipoxygenasen haben in Saugetieren einen phy-
siologischen Effekt auf verschiedenste Vorgange in der Zelle und spielen z.B.
bei der Biosynthese von Leukotrienen und Lipoxinen eine Rolle (Samuelsson
1983). Produkte pflanzlicher Lipoxygenasen dienen als Vorstufe des Phytohor-
mons Jasmonsaure und ihrer Methylester, die Funktionen in der Wundheilung
und der Abwehr von Pathogenen besitzen (Gardner 1991). Uberdies ist die Bil-
dung aromaaktiver Komponenten wie unter anderem Aldehyde, Ketone und
Alkohole aus ungesattigten Fettsdurehydroperoxiden in Frichten und Gemise
bekannt (Filippovich et al. 2001). Im Gegensatz zu den umfassend untersuchten
Lipoxygenasen aus Pflanzen und Saugetieren st Uber mikrobielle
Lipoxygenasen wenig bekannt. Aus Pilzen wurden Lipoxygenasen unter ande-
rem aus den Phytopathogenen Fusarium proliferatum (Bisakowski et al. 1998)
und Gaeumannomyces graminis (Su und Oliw 1998) sowie aus dem
Basidiomyceten Pleurotus ostreatus (Kuribayashi et al. 2002) beschrieben. Auf
molekularer Ebene wurden Lipoxygenasen aus Pilzen Uberwiegend im Rahmen
von Genomprojekten erwahnt. Ausnahme bildet eine kirzlich veréffentlichte
cDNA-Sequenz einer Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus, die bisher nicht

naher charakterisiert wurde (Zugriffsnummer AB472334).

4.6.1 Molekularbiologische Charakterisierung

Basierend auf den von Fraatz (2007) ermittelten Peptidsequenzen wurde fir die
Oxygenase aus Pleurotus sapidus eine cDNA-Sequenz mit 1.191 bp kloniert,
die einer Proteinsequenz von 396 Aminosauren entspricht. Das berechnete
Molekulargewicht des Proteins betragt 44 kDa (s. 3.8.4) und ist damit kleiner als
die Uber SDS-PAGE bestimmten Molekulargewichte von 60 kDa, 63 kDa und
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66 kDa (Fraatz 2007). Zudem enthielt die Proteinsequenz nicht alle der zuvor
ermittelten Peptidsequenzen. Mit der Veroffentlichung der Genomsequenz des
nah verwandten Pilzes Pleurotus ostreatus wurde ein Sequenzvergleich von
Lipoxygenasen beider Basidiomyceten moglich. Eine  mutmalliche
Lipoxygenase mit der Protein-ID 77103 und einem berechneten Molekularge-
wicht von 74 kDa wies Ahnlichkeit mit 2 der fehlenden Peptidsequenzen und
eine Homologie von 96% zu der Oxygenase aus Pleurotus sapidus auf (JGI,
Pleurotus ostreatus PC9 v1.0). Geringere Homologie von 77% zeigte eine
Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus mit einem berechneten Molekulargewicht
von 72 kDa, die ebenfalls Hinweise auf die 2 Peptidsequenzen gibt (Abb. 4.14).
Beide Lipoxygenasen haben ein geringflgig gréReres berechnetes Molekular-
gewicht gegenuber der gereinigten Oxygenase aus Pleurotus sapidus. Die
Peptidsequenzen 3, 8, 9, 12, 15 und 16 fehlen weiterhin, was auf eine ungenu-
gende Reinigung der Oxygenase zurtickzufihren ist. Im Genom von Pleurotus
ostreatus befinden sich die Lipoxygenasen an unterschiedlicher Position. Wah-
rend sich die der Oxygenase sehr ahnlichen mutmallichen Lipoxygenase auf

Scaffold 3 befindet, liegt die klonierte Lipoxygenase auf Scaffold 11.
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Abb. 4.14: Vergleich der Aminosauresequenzen von zwei mutmallichen

Lipoxygenasen aus Pleurotus ostreatus mit der Oxygenase aus

Pleurotus sapidus (77103: mutmalliche Lipoxygenase, JGI PC9 v1.0; FM200795:

Oxygenase; AB472334: mutmaliliche Lipoxygenase; unterstrichen: dhneln den

Peptidsequenzen 1 und 5, vgl. Tab. 3.13)
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Die Adaptersequenz SMART II A der cDNA befand sich am nicht-kodierenden
Bereich des 5'-Endes (Abb. 3.43). Gemeinsam mit dem Vorhandensein eines
Startcodons und eines offenen Leserahmens ohne Stopcodon lag die Vermu-
tung nahe, die cDNA-Sequenz der Oxygenase sei mit 1.191 bp vollstéandig. Die
erst seit kurzer Zeit moglichen Sequenzvergleiche mit Lipoxygenasen aus
Pleurotus ostreatus lassen einen anderen Schluss zu. Vermutlich wurde die
Sequenz der Oxygenase aus Pleurotus sapidus nicht vollstandig kloniert. Der
Grund dafur kann in der Sekundarstruktur der RNA in Form von Schleifen oder
Haarnadeln liegen, die zu einem verfriihten Abbruch der cDNA-Synthese fuhren
(Zhang et al. 2001). Eine mdgliche Degradierung der RNA wurde durch eine
kapillargelelektrophoretische Qualitatskontrolle ausgeschlossen (s. 3.8.1). Fur
die volistandige Klonierung der Oxygenase sollte die cDNA-Synthese zur Ver-
ringerung der RNA-Sekundarstrukturen bei erhdhter Temperatur mit geeigneter
reverser Transkriptase erfolgen. Eine erneute Primerableitung sollte anhand der
Sequenz der mutmallichen Lipoxygenase aus Pleurotus ostreatus mit der Pro-
tein-ID 77103 erfolgen.

Die Lipoxygenase-1 aus der Sojabohne (Glycine max) fungiert nach intensiver
Erforschung (Andreou und Feussner 2009) und aufgeklarter Rontgenkristall-
struktur (Minor et al. 1996) als Modellenzym fiir die Familie der Lipoxygenasen
verschiedener Quellen. Obwohl es sich bei der Lipoxygenase-1 mit 839 Amino-
sauren um ein deutliches grol3eres Protein als die Oxygenase mit 396 Amino-
sauren handelt und die Homologie beider Sequenzen nur 20% betragt, befinden
sich die notwendigen Aminosauren fir die Bindung des Eisens im katalytischen
Zentrum bei beiden Enzymen an gleicher Positition. Aus diesen Griinden diente
die Rontgenkristallstruktur der Lipoxygenase-1 (PDB-ID 1YGE) als Grundlage
fur die Berechnung des Modells der Oxygenase aus Pleurotus sapidus
(s. 3.8.6). Lipoxygenase-1 besteht aus einer Polypeptidkette, die in einer Zwei-
doméanenstruktur gefaltet ist (Mei et al. 2008). Die kleinere N-terminale Doméane
mit 146 Aminosauren bildet ein p-Barrel. Die ubrigen 693 Aminosauren der
C-terminalen Doméne sind in 23 o-Helices und 8 p-Faltblattern organisiert

(Maccarrone et al. 2001). Die C-terminale Doméne beinhaltet das katalytische
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Nichthameisen, welches tief in der mutmalilichen Substratbindungstasche liegt
(Mei et al. 2008). Die Komplexierung des Eisens erfolgt durch die Imidazolringe
der drei Histidinreste Hisagg, Hissos, Hisego Und der Carboxylgruppe des termina-
len Isoleucin llegzg (Minor et al. 1996). Der in Lipoxygenasen aller Quellen hoch
konservierte Aminosaurerest Asparagin Ashggs Und ein Wassermolekil kommen
als weitere Liganden in Frage, sind mit einem Abstand von 3,3 A jedoch zu weit
vom Eisen entfernt. Moglich ist aber ihre Beteiligung an der Eisenkomplexierung
wahrend des katalytischen Zyklus (Prigge et al. 1997). Innerhalb der Sequenz
fur die Oxygenase aus Pleurotus sapidus entspricht dies den Aminosauren
Hiszg, Hisgs, Hisyes, Ashaez und llezgs (Abb. 3.45). Eine Glykosidierung liegt bei
der Lipoxygenase-1 vermutlich nicht vor (Minor et al. 1996). Die Oxygenase
scheint ebenfalls nach einem Deglykosidierungsversuch mit Endoglykosidase H
nicht glykosidiert zu sein (Abb. 3.49).

Typischerweise werden von Lipoxygenasen Substrate mit (Z,Z)-Penta-1,4-dien-
Struktur Gber die Bildung eines mesomeriestabilisierten Pentadienylradikals zu
dem korrespondierenden Hydroperoxid umgesetzt (Prigge et al. 1997,
Abb. 4.15).

HOO Fe3+
M
R R

Abb. 4.15: Mesomeriestabilisierter Mechanismus von Lipoxygenasen;
modifiziert nach Prigge et al. (1997)

Ein weiterer moglicher Reaktionsmechanismus wurde von Corey und Nagata
(1987) vorgeschlagen, bei dem eine konzertierte Deprotonierung durch die
elektrophile Addition des Eisen(lll)-lons erfolgt, die zu einem Organo-Eisen-

Intermediat fuhrt.
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Die Einfuhrung molekularen Sauerstoffs fuhrt zu der Bildung des Hydroperoxids
(Abb. 4.16).

Enzym—B} Enzym-BH Enzym-B
H H
:: 02
R\:&/R‘ - RWRI - RWRI
& —: 3+ _:
Enzym-Fe’’ e ooH
Y € Enzym Enzym—Fe3+

Abb. 4.16: Organo-Eisen-Mechanismus von Lipoxygenasen;
modifiziert nach Corey and Nagata (1987)

In Bezug auf das Substrat (+)-Valencen vermutete Fraatz (2007) in Analogie zu
Abb. 4.16 eine allylische Hydroperoxidation. Eine anschlielende Schenck-
Umlagerung sollte zu (+)-Nootkaton und in geringen Mengen zu den Nebenpro-
dukten o und p-Nootkatol fuhren. Krigener et al. (2010) isolierte aus dem
Transformationsansatz die sekundaren Valencen-Hydroperoxide [3] und [37], die
als Zwischenprodukte entstehen (Abb. 4.17).
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" 2] 3 © ]

Abb. 4.17: Transformation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton Uber allylische
Hydroperoxidation durch eine Oxygenase aus Pleurotus sapidus
([1]: (+)-Valencen; [2]: tertiares (+)-Valencen-(S)-hydroperoxid;
[21: tertiares (+)-Valencen-(R)-hydroperoxid; [3]: sekundéares (+)-Valencen-(S)-
hydroperoxid; [37]: sekundares (+)-Valencen-(R)-hydroperoxid; [4]: f-Nootkatol;
[4: e-Nootkatol; [5]: (+)-Nootkaton; modifiziert nach Kriigener et al. (2010)

4.6.2 Nachweis mittels polyklonaler Antikdrper

Anhand des berechneten Strukturmodells der Oxygenase wurde ein an der
Oberflache exponierter Bereich als Antigendeterminante fir die Herstellung
polyklonaler Antikdrper ausgewahlt. Bei der Verwendung von frischem Myzel
von Pleurotus sapidus wurde im Western Blot selektiv eine einzelne Bande mit
einem Molekulargewicht von ca. 75 kDa nachgewiesen. Allerdings fihrte die
Nutzung von gefriergetrocknetem Myzel oder Ultrafiltrationseinheiten im Reini-
gungsprozess zu einem Abbau der Bande zu mehreren Abbaubanden, die
hauptsachlich ein Molekulargewicht von 66 kDa und kleiner besitzen (Schmidt et
al. 2010). Fraatz (2007) nutzte fur die Reinigung der Oxygenase Lyophilisat und
Ultrafiltrationseinheiten, was zu 3 Banden mit Molekulargewichten von 66 kDa,
63 kDa und 60 kDa fuhrte.
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Der polyklonale AntikGrper war bei nativen Proben nur eingeschrankt nutzbar,
da sowohl das Wildtypenzym als auch das rekombinante Enzym fur eine Detek-

tion mittels Western Blot denaturiert werden mussten (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Western Blot der Zellaufschliisse von Hansenula polymorpha und
Pleurotus sapidus nach halbnativer SDS-PAGE, 12%ig
(Lebensmittelchemikerin Katharina Schmidt)

(I: Zellaufschluss von Hansenula polymorpha, denaturiert, 20 uL; II: Zellauf-
schluss von Hansenula polymorpha, denaturiert, 20 pL; lll: Zellaufschluss von
Pleurotus sapidus, denaturiert, 20 pL; IV: Zellaufschluss von Pleurotus sapidus,
denaturiert, 20 uL; V: Referenzproteine; VI: Zellaufschluss von Hansenula
polymorpha, nativ, 20 uL; VII: Zellaufschluss von Hansenula polymorpha, nativ,
20 pL; VI Zellaufschluss von Pleurotus sapidus, nativ, 20 pL; IX: Zellauf-

schluss von Pleurotus sapidus, nativ, 20 L)

Dagegen erfolgten die Dot Blots mit nativen Proben (s. 3.8.7), bei denen jedoch
eine geringfligige Denaturierung durch beispielsweise die Membranbindung
nicht ausgeschlossen werden kann. Vermutlich befindet sich die nach dem
Strukturmodell an der Oberflache liegende Antigendeterminante bei den Enzy-
men an verdeckter Stelle, so dass erst eine Entfaltung des Proteins eine Anti-
korperbindung ermdglicht. Dies ist auf die geringe Homologie von 20% zwischen
Lipoxygenase-1 aus Sojabohne und Oxygenase aus Pleurotus sapidus und

damit auf eine ungenaue Berechnung des Strukturmodells zurtickzufihren.
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4.6.3 Heterologe Expression

Um die fur eine Charakterisierung der Oxygenase notwendige Proteinmenge zu
erhalten, erfolgte die heterologe Expression einer an die Codon Usage der Hefe
Hansenula polymorpha angepassten Sequenz durch die Firma Artes Biotechno-
logy. Das Molekulargewicht des exprimierten Iéslichen Konstrukts lox entsprach
mit 45 kDa dem berechneten Molekulargewicht der vermutlich im N-terminalen
Bereich unvollstandigen cDNA-Sequenz (s. 3.8.7 und 4.6.1). Wahrend der
C-terminale Bereich die katalytisch aktiven Aminosauren beinhaltet und bei vie-
len Lipoxygenasen oftmals grof3e Homologien aufweist (Minor et al. 1993), ist
die Funktion des kleineren, bei Lipoxygenasen aus Saugetieren gar nicht vor-
handenen N-terminalen Bereichs noch nicht vollstandig verstanden (Maccarrone
et al. 2001). Vermutet werden Einfliisse bei der Substratbindung (Brash 1999)
und der Proteinfaltung (Sudharshan und Appu Rao 1997). Maccarrone et al.
(2001) zeigte bei der Lipoxygenase-1 aus Sojabohne, dass die Entfernung der
30 kDa grof3en N-Doméne in keiner Aktivitatsminderung, sondern sogar in einer
-steigerung resultiert. Dagegen lieferte die Expression am N-Terminus verkirz-
ter Gene von Lipoxygenase-1 inaktive Enzyme (Steczko et al. 1991). Dies legt
die Vermutung nahe, dass die N-Domane fur eine korrekte Faltung des Enzyms
notwendig ist. Die Expression der unvollstindigen cDNA-Sequenz der
Oxygenase aus Pleurotus sapidus resultierte dementsprechend in einem inakti-
ven Enzym. Mit der Klonierung der vollstandigen cDNA-Sequenz sollte die Ex-

pression aktiven Enzyms maoglich sein.

4.7  Nachhaltigkeit

Gemald der Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)
ist ein wesentliches Element der Nachhaltigkeit in der Industrie, durch kontinu-
ierliche Neuerung, Optimierung und Anwendung umweltfreundlicher Technolo-
gien zur Minimierung von Schadstoffbelastungen und Ressourcenverbrauch
beizutragen. Praktisch bedeutet dies, Material- und Energieflisse sowie Schad-

stoffe zu reduzieren, die Verwendung von erneuerbaren Ressourcen zu maxi-
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mieren und recyclefahige bzw. biologisch abbaubare Produkte herzustellen
(Sang und Ryu 2005). Biotechnologische Herstellungsprozesse werden haufig
als umweltfreundlich angesehen, well sie fiir gewohnlich bei moderaten Driicken
und Temperaturen ablaufen und somit einen entsprechend geringeren Energie-
bedarf als die aquivalenten chemischen Prozesse besitzen (Stottmeister et al.
2005). Zudem kommen unter dem Gesichtspunkt der Nachhaltigkeit bei
biotechnologischen Prozessen Uberwiegend erneuerbare Rohstoffe, wie Rest-
stoffstrome aus anderen verarbeitenden Industrien, zum Einsatz. Vorteile bieten
biotechnologische Verfahren insbesondere wenn es um die Herstellung von
Fein- und Spezialchemikalien geht, weil konventionelle chemische Methoden
oftmals aufgrund der mangelnden Regio- und Stereospezifitdt versagen. Die
Implementierung enzymatischer Reaktionen in chemische Synthesestrategien
kann dagegen in umweltschonender Weise zum Erfolg fiihren (Sang und Ryu
2005).

Inzwischen flhrten einige Untersuchungen zu der Erkenntnis, dass biotechnolo-
gische Prozesse nicht grundséatzlich 6konomisch und Okologisch vorteilhaft ge-
genuber chemischen Prozessen sind (Brinkmann et al. 2010). Daher sollte be-
reits im Stadium der Forschung und Entwicklung mit Hilfe geeigneter Software
eine Okoeffizienzanalyse erfolgen, um die 6konomische und 6kologische Effizi-
enz eines Prozesses vergleichend beurteilen zu kdnnen. Hinsichtlich der nativen
Oxygenase aus Pleurotus sapidus wurde dies im Rahmen eines vom DBU-
Verbund ChemBioTec geférderten Projekts (Az. 13187) durchgefihrt. Dabel
erfolgte in Kooperation mit der Ifu Hamburg ein Okoeffizienzvergleich zwischen
einem biotechnologischen und einem chemosynthetischen Verfahren zur Syn-
these von (+)-Nootkaton. Mit Hilfe der Software Sabento wurde zunachst die
Herstellung des Biokatalysators bilanziert. Dagegen erfolgte fir das chemo-
synthetische Verfahren noch keine ndhere Untersuchung auf weitere Energie-
bedarfe und Abfallstrome. Wahrend flr das biotechnologische Verfahren die
Umweltbewertungszahl UBZ bei 3 lag, wurde fur die Chemosynthese von
(+)-Nootkaton eine UBZ von 726 berechnet. Die Hohe der UBZ korreliert mit den

potentiellen Umweltwirkungen. Des Weiteren betrug der Energieindex der
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Chemosynthese basierend auf den vorliegenden Daten ca. 48.000 kJ kg™ und
ist damit um den Faktor 5 hoher als fur das biotechnologische Verfahren. Fur
eine abschlieRende Okoeffizienzanalyse sind Daten zu Produktausbeute und
Substratrecycling notwendig. Allerdings wurden durch die deutlich geringeren
Werte von Umweltbewertungszahl und Energieindex des biotechnologischen
Verfahrens die erwarteten Vorteile hinsichtlich der 6kologischen Kompatibilitat

nachgewiesen.

Eine Okoeffizienzanalyse in Bezug auf die rekombinante Oxygenase und auf die
Endo-p-Glucanase aus Phanerochaete chrysosporium ist zum derzeitigen For-

schungsstand noch nicht mdglich.
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5 Ausblick

Fur die erfolgreiche heterologe Expression einer aktiven Endo-f-Glucanase aus
Phanerochaete chrysosporium sollte zunachst ein proteasedefizienter Stamm
wie z. B. E. coli BL21 genutzt werden. Anschlie3end sollte das Enzym zur Ein-
ordnung in die richtige Enzymklasse auf den Abbau des f-1,3-1,4-D-Glucans
Lichenan untersucht werden. Die Substratspezifitdt kann mit Substraten wie
Cellulose (f-1,4-D-Glucan), Curdlan (f4-1,3-D-Glucan) und Pustulan (f-1,6-D-
Glucan) Uberprift werden. Die Anwendung des Enzyms zur Viskositatserniedri-
gung und damit der Verbesserung der Filtrationsfahigkeit von Most mit relevan-
tem Cinereangehalt sollte, gegebenenfalls in Kombination mit Exo-f-

Glucanasen, erprobt und mittels Viskositatsmessungen analysiert werden.

Die cDNA-Sequenz einer Oxygenase aus Pleurotus sapidus gilt es zunachst
anhand der Genomsequenz von Pleurotus ostreatus vollstdndig zu klonieren.
AnschlieBend kann die heterologe Expression des aktiven Enzyms in der Hefe
Hansenula polymorpha erfolgen. Angestrebt wird eine Optimierung der Trans-
formation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton im Fermentermal3stab von bis zu
100 L. Weiterhin bleibt zu klaren, inwieweit die Oxygenase lipoxygenase-
spezifische Reaktionen durchzufiihren vermag. Dies kénnte Aufschluss tber die
Biosynthese weiterer Aromen wie z. B. Oct-1-en-3-ol, dem Schlisselaromastoff
im Champignon- und Camembertaroma, geben. Eine Kristallisierung des re-
kombinanten Enzyms mit angeschlossener Rontgenstrukturanalyse konnte kla-
ren, welches Metallion sich im katalytischen Zentrum befindet und tGberdies wei-

tere Informationen Uber den auRergewohnlichen Reaktionsmechanismus liefern.
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