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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Bei der industriellen Lebensmittelverarbeitung fallen ligninhaltige Abfallstoffe wie
beispielsweise NuBschalen oder Extraktionsriickstinde der Essenzengewinnung in groBem
Malistab an. Insbesondere Basidiomyceten verfiigen iiber eine Reihe lignolytischer Enzyme,
welche in der Natur fiir den Abbau von Lignin und Lignocellulose verantwortlich sind. 46
Basidiomyceten wurden in Oberfldchenkulturen mit gemahlenen Erdnufschalen iiber einen
Zeitraum von 28 Tagen kultiviert. Die Expression und Aktivitit vier verschiedener
lignolytischer Redox-Systeme (Polyphenoloxidasen, Laccasen, Tyrosinasen und Peroxidasen)
wurde im Verlauf der Kultivierung durch Farbreaktionen iiberpriift und mit Kulturen ohne
Zusatz von Erdnuf3schalen verglichen. Besonders hohe Enzymaktivitdten sowohl mit als auch
ohne ErdnuBschalen zeigten die Basidiomyceten Pleurotus sapidus (ein naher Verwandter des
Austernseitlings (P. ostreatus)), Marasmius scorodonius (Knoblauchschwindling), Lepista
irina (Veilchen-Rotelritterling) und Meripilus giganteus (Riesenporling). Fiir die Analyse der
in das Kulturmedium sekretierten Proteine mittels hochauflosender zweidimensionaler
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) wurden L. irina und P. sapidus ausgewéhlt.
Die Organismen wurden auf Erdnuf3schalen bzw. Glaswolle immobilisiert und sieben Tage
statisch inkubiert. Danach wurde mit Ndhrmedium versetzt und unter Schiitteln weitere sieben
Tage bis zur Aufarbeitung der Kulturmedien inkubiert. Die sekretierten Proteine aus
Kultivierungen auf Erdnufschalen und Glaswolle wurden mittels 2D-PAGE verglichen.
Ausgewihlte Proteinspots aus 2D-PA-Gelen von P. sapidus-Kultivierungen wurden einer de
novo-Sequenzierung mittels ESI-MS/MS zugefiihrt und anhand von Datenbankrecherchen
bestimmten Enzymklassen zugeordnet. Hochsignifikante Homologien zu Manganperoxidasen
und verschiedenen Peptidasen wurden erhalten. Zur Untersuchung der Expressionskinetik in
das Kulturmedium sezernierter Proteine von P. sapidus auf Erdnuflschalen wurden 2D-PA-
Elektropherogramme nach Inkubationszeiten von zwei, vier, sechs und acht Tagen erstellt.
Fiir eine molekularbiologische Charakterisierung der Enzyme wurde eine ¢cDNA-Bibliothek
von P. sapidus erstellt und Primerpaare fiir die PCR konstruiert. Durch multiple sequence
alignment von Laccase-cDNA-Sequenzen verschiedener Basidiomyceten wurde eine
Konsensussequenz formuliert. An die Konsensussequenz bindende Primerpaare lieferten nach
PCR-Amplifikation, Ligation des erhaltenen Amplifikats in einen Plasmidvektor und
Sequenzierung eine cDNA-Sequenz mit hochsignifikanten Homologien zu Laccasen aus
P. ostreatus und P. sajor-caju. Durch Kombination von klassischer IEF mit immobilisiertem
pH-Gradienten und SDS-PAGE als Variante der zweidimensionalen Gelelektrophorese wurde
eine neue Lipase aus P. sapidus charakterisiert, die effektiv die Hydrolyse von Sorbitanestern

katalysiert.

Schlagworte: Basidiomyceten, Pleurotus sapidus, Lepista irina, extrazelluldre Proteine,
Laccase, zweidimensionale Gelelektrophorese




ABSTRACT

ABSTRACT

Food processing industry produces high amounts of lignin-containing waste, i.e. nutshells or
extraction residues. Especially basidiomycetes are capable of degrading lignin and

lignocellulose.

46 basidiomycetes were cultivated on agar plates containing ground peanut shells over 28
days. Four different lignolytic enzyme systems (polyphenol oxidases, laccases, tyrosinases
and peroxidases) were tested by dye forming reactions and compared to basidiomycetes
growing without peanut shells. Pleurotus sapidus, Marasmius scorodonius, Lepista irina and

Meripilus giganteus showed high enzyme activity with and without peanut shells as substrate.

During submerged cultivation of P. sapidus and L. irina with peanut shells proteins secreted
into the culture medium were analysed by two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2D-PAGE). Both organisms were incubated separately over seven days (non
shaken) on peanut shells or glass wool for complete immobilization to the substrate. 2D-gel
protein patterns of cultivations on peanut shells or glass wool were compared and protein
spots were analysed by ESI-MS/MS de novo sequencing. Significant homologies to
manganese peroxidases and several peptidases were obtained. In order to analyse the kinetics

of protein secretion 2D-gels were made after two, four, six and eight days of incubation.

For further characterization of the proteins a cDNA library of P. sapidus and PCR primers
were constructed. A consensus for laccase was formulated by multiple sequence alignment of
different laccase cDNAs. After PCR amplification, ligation into a plasmid vector and
sequencing a new laccase ¢cDNA was obtained, highly homologous to P. ostreatus and

P. sajor-caju laccases.

By combination of conventional IEF using immobilized pH gradients and SDS-PAGE as an
variation on two-dimensional gel electrophoresis, a new P. sapidus lipase capable of

hydrolysing sorbitane esters was found.

Keywords:  basidiomycetes, Pleurotus sapidus, Lepista irina, extracellular proteins,

laccase, two-dimensional gel electrophoresis.
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2D-PAGE  Zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese

AA Acrylamid

AAO Arylalkoholoxidase

ABTS 2,2¢-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsiure)-Diammoniumsalz

ad auffiillen auf

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

b Base(n)

bidest. Bidestilliert

BisAA N,N-Methylen-bisacrylamid

BFM Biofeuchtmasse

bp Basenpaar(e)

BSA Bovines Serumalbumin

BTM Biotrockenmasse

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures

cDNA komplementire Desoxyribonukleinsiure

Chl Chloramphenicol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTP Desoxyribonukleosid-5"-triphosphat

dsDNA doppelstringige DNA

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DTT 1,4-Dithiothreitol

E Erwartungswert als MaB fiir die Ahnlichkeit von DNA- u. Peptid-
sequenzen

EC Enzymkommission

EDTA Ethylendiamintetraacetat, Dinatriumsalz

EMBL European Molecular Biology Laboratory

€x nm Extinktionskoeffizient bei x nm

ESI Elektrospray-lonisierung

g Gramm oder Erdbeschleunigung

h Stunde(n)

HAc Essigsédure

IPG Immobilisierter pH-Gradient

IPTG Isopropyl-p-thiogalactosid

k kilo

KAc Kaliumacetat

kDa Kilodalton

L Liter

LB Luria Bertani

LiP Ligninperoxidase

Lsg. Losung

M molar

MALDI matrix assisted laser desorption ionization

m milli oder Meter

mA Milliampere

u mikro
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min
MnP
MOPS
mRNA
MS
MW
MWCO

NTA
NTP
NTA
OD X nm
PAGE
PCR

rpm
RT

SDS
SEC

SL

Taq
TCA
TEMED
TOF
Tris

Uv

Vh

% (v/v)
% (m/v)
X-Gal

Minute(n)

Manganperoxidase
3-Morpholinopropansulfonsédure
Messenger-Ribonukleinsdure
Massenspektrometrie

Molekulargewicht

molecular weight cut-off (GroBenausschlul3)
nano

Nitrilotriessigsiure
Ribonukleosid-5"-triphosphat
Nitrilotriessigsiure

Optische Dichte bei x nm
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion
plaque forming units

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Sekunde(n)

Natriumdodecylsulfat

Size Exclusion Chromatography, Gré3enausschluSchromatographie
Stammldsung

Thermus aquaticus

Trichloressigsiure
N,N,N‘N¢-Tetramethylethylendiamin

time of flight

Trishydroxymethylaminomethan

Unit

ultravioletter Wellenldngenbereich des Lichts
Volt

Voltstunden

Volumenprozent pro Volumen
Gewichtsprozent pro Volumen
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid

Aminosduren werden nach dem internationalen Ein- oder Drei-Buchstabencode abgekiirzt.

Eine Zahl hinter der Bezeichnung kennzeichnet die Position der Aminoséure innerhalb des

Proteins.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Lignin ist nach Cellulose das zweithdufigste Biopolymer auf unserem Planeten. Es gehort
ebenso wie Cellulose zu den Hauptkomponenten pflanzlichen Materials und ist eine in nahezu
unbegrenzter Menge verfiigbare Form aromatischer Verbindungen. Der Abbau von Lignin ist

deshalb von unmittelbarer Bedeutung fiir den globalen Kohlenstoftkreislauf.

In der Natur liegen Lignin und Cellulose fast immer vergesellschaftet vor. Lignocellulose ist
ein kompakter, teilweise kristalliner Komplex. Polysaccharide formen Cellulose- oder Hemi-

cellulosemicrofasern, die dicht gepackt zwischen Ligninschichten liegen.
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Abb. 1.1:  Strukturmodell von Fichtenholzlignin nach Adler [CHO & DREHER, 2001]

Diese Ligninschichten schiitzen vor einem hydrolytischen Angriff, wirken als Bestandteil des

Xylem durch Hydrophobisierung unterstiitzend bei der Regulation des Wassertransportes und
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verleihen der Pflanze die notige Festigkeit und Steitheit [LEONOWICZ et al., 1997]. Der
Terminus ,,Lignin®“, abgeleitet vom lateinischen ,,lignum* (= Holz), wurde erstmals 1838 von

PAYEN eingefiihrt. In Abbildung 1.1 ist ein Strukturmodell von Lignin dargestellt.

Die komplexe Natur des Lignins ensteht durch die verschiedenen Verkniipfungsmoglichkeiten
der drei Grundbausteine Coniferyl-, Sinapyl- und Cumarylalkohol [SARKANEN & LUDWIG,
1971]. So stellt der komplexe Aufbau des Lignins fiir die meisten Mikroorganismen eine
Barriere dar. Ein Abbau ist nur durch oxidativen Angriff mdglich, da sich die Bindungen im

Ligninpolymer hydrolytisch nicht spalten lassen [HOFRICHTER & STEINBUCHEL, 2001].

Die effizientesten und am besten untersuchten ligninabbauenden Mikroorganismen sind die
zu den Basidiomyceten (Stdnderpilzen) gehdrenden Weillfaulepilze. Bekannte Vetreter dieser
Gruppe sind z.B. beliebte Speisepilze wie Shiitake (Lentinus edodes), Hallimasch (Armillaria
mellea) oder der Austernseitling (Pleurotus ostreatus). Als Saprophyten leben sie vom Um-

und Abbau des Lignins und verfiigen daher {iber eine Reihe extrazelluldrer Enzyme.

Diese Enzyme konnen in drei Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe falit die Enzyme
zusammen, die direkt das verholzte Material angreifen. Dazu gehoren Enzyme, die entweder

Kohlenhydratkomponenten (Cellulose und Hemicellulose) oder das Lignin umwandeln:

» Cellulasen:
Endo-1,4-B-glucanasen (EDG; EC 3.2.1.4)
Exo-1,4-B-glucanasen (EXG; Cellobiohydrolasen (CBH; EC 3.2.1.91),
Glucohydrolasen (GCH))
B-Glucosidasen (BGS; EC 3.2.1.21).

*  Phenoloxidasen fiir den Ligninabbau:
Ligninperoxidasen (LiP; EC 1.11.1.14)
Manganperoxidasen (MnP; EC 1.11.1.13)
Laccasen (LAC; EC 1.10.3.2)
Tyrosinase (TYR; als Monophenol-Monoxygenase EC 1.14.18.1 oder
Catechinoxidase EC 1.10.3.1).

» Dioxygenasen:
Protocatechuat-3,4-dioxygenase (P34D; EC 1.13.11.3)
1,2,4-Trihydroxybenzen-1,2-dioxygenase (TBH12D)
Catechol-1,2-dioxygenase (C12D; EC 1.13.11.1).
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Die zweite Gruppe der extrazelluliren Enzyme beinhaltet Superoxid-Dismutasen
(SOD; EC 1.15.1.1) und Glyoxaloxidasen (GLO; EC 1.2.3.5). Diese Enzyme arbeiten mit
denen der ersten Gruppe zusammen und katalysieren den Abbau verholzten Gewebes nur
indirekt. Superoxid-Dismutasen treten in nahezu allen Organismen auf. In ihrem aktiven
Zentrum konnen verschiedene Metallionen wie z.B. Eisen (FeSOD), Mangan (MnSOD) oder
Kupfer und Zink (CuZnSOD) enthalten sein. Thre Aufgabe besteht darin, die Zelle vor
oxidativem StreB zu schiitzen. Als Oxidoreduktasen wandeln sie das Radikalanion Hyperoxid
0O, (,,Superoxid®) in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff um [MCCORD & FRIDOVICH, 1969;
LEHMANN et al., 1996]. Die toxischen Hyperoxidradikale treten gewohnlich wihrend des
Chinon-Redoxzyklus auf, bei dem wiederum Laccasen eine wichtige Rolle spielen

(LEONOWICZ et al., 1999).

Zur dritten Gruppe gehoren die sogenannten feed back-Enzyme. Sie spielen eine wichtige
Rolle bei der Verkniipfung der unterschiedlichen Metabolismen wahrend des Abbaus von
verholzten Substraten. Dazu gehoren folgende Enzyme: Glucose-1-oxidasen (GOD;
EC 1.1.3.4), Arylalkoholoxidasen (AAO; EC 1.1.3.7, z.B. Veratrylalkoholoxidase VAO),
Pyranose-2-oxidase (P20; EC 1.1.3.10), Cellobiose:Chinon-Oxidoreduktase (CBQ; EC
1.1.5.1) und Cellobiosedehydrogenase (CDH; EC 1.1.99.18).

Die oben genannten Enzyme sind in der Lage, sowohl einzeln als auch in Kooperation

miteinander zu arbeiten.

Lignolytische Enzyme wurden jedoch nicht nur in Weillfaulepilzen gefunden, sondern
beispielsweise auch in Neurospora crassa [GERMANN et al., 1988], Aspergillus nidulans

[ARAMAYO & TIMBERLAKE, 1990] oder Rhizoctonia solani [WAHLEITHNER ef al., 1996].

Eine schematische Darstellung des Abbaus von Lignocellulose ist in Abbildung 1.2 gezeigt.
Das Enzym Glucoseoxidase spielt dabei eine zentrale Rolle. So sorgt es fiir die Verkniipfung
der einzelnen, zunichst getrennten Abbauwege des Lignins und der Cellulose. Cellulose wird
durch Cellulasen hydrolysiert. Die dabei entstandene Glucose dient als Substrat fiir die GOD.
Anstelle von Sauerstoff konnen auch die von Laccase produzierten Chinone aus Lignin-
oligomeren als Substrate der GOD dienen. D-Glucose-6-lacton wird als Produkt der Glucose-
Oxidation im Pentosephosphat-Zyklus oder in der Glykolyse weiterverwertet. Das bei der
Glucose-Oxidation ebenfalls entstehende Wasserstoffperoxid aktiviert Manganperoxidasen
und Lignin, das in kleinere Fragmente mit Methoxygruppen zerfallt. Laccasen demethylieren
diese Oligomere und bauen sie dadurch zu noch kleineren Fragmenten ab [POTTHAST et al.,

1995]. Glucoseoxidasen verhindern weiterhin, daB ein UberschuB an Chinonen ensteht und

3
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damit eine mogliche Repolymerisation stattfindet. Die Chinone werden zu den
entsprechenden Phenolen reduziert, welche wiederum als Substrat fiir die Dioxygenasen
dienen. Es entstehen Ketosduren als Abbauprodukte der aromatischen Systeme, die im Krebs-
Zyklus weiter verstoffwechselt werden. Nach diesem Mechanismus kann der Abbau von
Lignocellulose durch diejenigen Pilzen erfolgen, die iiber die beschriebene Enzymausstattung

verfiigen [LEONOWICZ et al., 1999].

LIGN]N\A

.o H,0,
Ligninabbauende
Enzyme
METHOXYPHENYLDERIVATE
P
Vod CO; PENTOSEPHOSPHAT-
Laccase
CH;0H P ¥ ZYKLUS
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-oxidase
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Abb. 1.2:  Hypothetischer Mechanismus fiir die Lignocellulose-Transformation durch Enyzme aus Weifaule-
pilzen (nach LEONOWICZ et al., 1986).

Entsprechend der ausgeschiedenen lignolytischen Enzyme konnen fiinf Gruppen der

Weillfaulepilze unterschieden werden [HATAKKA, 1994]:
*  Mn- und Lignin-Peroxidase-Gruppe (MnP-LiP)
» Lignin-Peroxidase- und Laccase-Gruppe (LiP-LAC)
»  Mn-Peroxidase- und Laccase-Gruppe (MnP-LAC)
*  Mn-Lignin-Peroxidase- und Laccase-Gruppe (MnP-LiP-LAC)

» Streuzersetzer (Mn-Peroxidase und Laccase).
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Bei der menschlichen Erndhrung spielen Lignin, Cellulose und Hemicellulose als
Ballaststoffe eine wichtige Rolle. Sie sind unverdauliche Nahrungsbestandteile, regen die
Darmtitigkeit und die Verdauung an und verkiirzen die Darmpassage. Dariiber hinaus soll
eine Einnahme von 25-35 g Ballaststoffen pro Tag das Risiko flir Darmkrebs deutlich senken

[EASTWOOD, 1974; KELSAY, 1978; MARLETT et al., 2002].

Das phenylpropanoide Ligninpolymer stellt einen idealen Ausgangsstoff fiir eine Bio-
transformation in potente Aromastoffe oder antioxidativ wirksame Verbindungen dar. Um die
enzymatische Lyse eines bestimmten pflanzlichen Substrates zu optimieren, ist es zunichst
notwendig, einen fliir den Abbau geeigneten Organismus zu finden. Bei Beschrinkung auf
ausschlieBlich in der Natur vorkommende Organismen und Substrate fiir eine Bio-
transformation werden nach europdischem Lebensmittelrecht ,natiirliche Aromen oder
Antioxidantien erhalten [AROMENVO §1(1) i.V.m. Anl. 1]. Ein kostengiinstiges ligninhaltiges
Substrat stellen ErdnuB3schalen (Arachis hypogaea L.) dar, die bei der industriellen Lebens-
mittelverarbeitung in groBen Mengen als Abfall anfallen. Als effiziente Verwerter von
ErdnuBschalen zeigten sich Pleurotus sapidus, ein naher Verwandter des Austernseitlings
(P. ostreatus) und ebenso geschitzter Speisepilz, Lepista irina (Veilchen-Roételritterling), der
»Wiirzpilz Marasmius scorodonius (Kiichenschwindling oder Knoblauchpilz) und Meripilus

giganteus (Riesenporling) (vgl. Kap. 4.2).

Wihrend lignolytische Enzyme aus Weillfaulepilzen in der papierverarbeitenden Industrie
bereits seit langem technologisch genutzt werden und eine Vielzahl von Patentschriften
vorliegt (SCOTT & AKHTAR, 2001), ist das Potential dieser Enzyme zur Produktion hoch-
wertiger Lebensmittelinhaltsstoffe bislang nur wenig untersucht. So erwies sich kiirzlich eine
Lipase aus Pleurotus sapidus als hocheffizient bei der Esterspaltung von Lutein- und
Capsanthinestern [ZORN et al., 2003a]. Diese Carotinoide finden vor allem als Lebens-
mittelzusatzstoffe und Nahrungsergdnzungsmittel Verwendung. Des weiteren bilden L. irina
und M. scorodonius beim Abbau von [,B-Carotin fliichtige Verbindungen, die wertvolle
Aromastoffe fiir die Riechstoffindustrie darstellen [ZORN et al., 2003d & 2003e]. Bei dem
B,B-Carotin-spaltenden Enzym aus L. irina handelt es sich um eine polyvalente Peroxidase,
welche typische katalytische Eigenschaften sowohl von Manganperoxidasen als auch von
Ligninperoxidasen aufweist. Polyvalente Peroxidasen oxidieren ein breites Spektrum an
phenolischen und nicht-phenolischen aromatischen Substraten entweder direkt (wie Lignin-
peroxidasen) oder dhnlich wie Manganperoxidasen indirekt iiber die Oxidation von Mn*" zu

Mn** [GOMEZ-TORIBIO ef al., 2001; RUIZ-DUENAS et al., 1999 & 2001].
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Abb. 1.3:  Links: Fruchtkorper von Lepista irina (Veilchen-Rételritterling),
Quelle: http://www.pilzepilze.de/piga/zeige. htm?name=lepista_irina (17.01.2004)
Rechts: Fruchtkorper von Pleurotus sapidus,
Quelle: http://botit.botany.wisc.edu/images/332/Basidiomycota/
Hymenomycetes/Agaricales/Pleurotus/P.sapidus_in_bag 2 tjv.html (17.01.2004)

Um den Abbau lignocellulosehaltiger Substrate zielgerichtet beeinflussen zu kdnnen, ist es
notig, detaillierte Informationen iiber Art, Expressionsmuster und Induktion der beteiligten
Enzyme zu erhalten und so die hochkomplexen Wechselwirkungen in ihrer Gesamtheit zu
erfassen. Die Charakterisierung des sogenannten ,,Sekretoms®, der extrazelluldren, an die
Umgebung abgegebenen Proteine, erfolgt daher am sinnvollsten mittels zweidimensionaler

Gelelektrophorese als hochauflosende Trennmethode.

Die erste Gelelektrophorese wurde in den Dreifliger Jahren von dem schwedischen
Wissenschaftler Arne Tiselius entwickelt, der unter anderem dafiir 1948 den Nobelpreis fiir
Chemie erhielt [TISELIUS, 1958]. Polyacrylamidgele wurden durch RAYMOND & WEINTRAUB
(1959) und Agarosegele durch HJERTEN (1962) als inerte Matrices eingefiihrt, und kurze Zeit
spater war die sogenannte diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (nach
LAEMMLI, 1970) als Grundlage moderner Elektrophoreseverfahren entwickelt [ORNSTEIN,
1964; DAVIS, 1964].

Durch die Synthese von Tragerampholyten wurde ein neues Trenn- und MeBprinzip fir
Proteine realisiert [VESTERBERG & SVENSSON, 1966]. Bei der sogenannten isoelektrischen
Fokussierung (IEF) wandern Proteinmolekiile in einem pH-Gradienten bis zu dem pH-Wert,
der ihrem isoelektrischen Punkt entspricht und an dem sie eine Nettoladung von Null und
daher keine Wanderungsgeschwindigkeit mehr haben. 1967 kamen die Elektrophorese mit
Natriumdodecylsulfat (SDS) zur Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen [SHAPIRO et

al.] und die Gradientengeltechnik von MARGOLIS & KENRICK hinzu.
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1975 konnten O'FARELL & KLOSE durch Kombination von isoelektrischer Fokussierung und
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) erstmals ganze Zelllysate in ihre
samtlichen Proteine auftrennen und hatten damit die zweidimensionale Elektrophorese (2D-

Elektrophorese) entwickelt.

Durch die Einflihrung immobilisierter pH-Gradienten wurden 1982 die Probleme der
isoelektrischen Fokussierung und der damit verbundenen geringen Reproduzierbarkeit der
2D-Elektropherogramme gelost [BIELLQVIST et al.], worauthin 1988 durch GORG et al. die
2D-FElektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten etabliert werden konnte. Es war eine
neue Generation der 2D-Gelelektrophorese entstanden, eine Analysenmethode mit hochstem
Auflosungsvermogen zur Trennung komplexer Proteingemische, welche sich sowohl durch
ihre hohe Reproduzierbarkeit der 2D-Muster fiir qualitative und quantitative Vergleiche als
auch durch ihre hohe Beladungskapazitit (bis zu 10 mg Protein pro Gel) fiir die mikro-

préparative Auftrennung auszeichnete.

Die ersten 2D-Elektrophoresen wurden unter nicht-denaturierenden Bedingungen durch-
gefiihrt. Erst durch den Einsatz von Harnstoff, 3-Mercaptoethanol und dem nicht-ionischen
Detergenz Nonidet NP-40 gelang es, ganze Zellinhalte mit nochmals erhdhter Reprodu-
zierbarkeit aufzutrennen [STRAHLER et al., 1987]. Die Einfiihrung der Silberfarbung erhohte
deutlich die Sensitivitdt der Analytik mittels 2D-PAGE und erlaubte die Visualisierung
einiger tausend Proteinspots auf einem einzigen Gel [MERRIL & WASHART, 1998]. Dadurch
wurde die Komplexitit verschiedener Proteome vor allem von Séugerzellen deutlich, die
wahrscheinlich umfangreicher ist als das beste Trennungsvermogen aktueller 2D-Systeme.
Denn Proteine sind nach ihrer Synthese in der Zelle posttranslationalen Modifikationen wie
z.B. Acetylierung und Glycosylierung unterworfen. Sdmtliche Stadien der Modifikation eines
einzelnen Proteins sind auf 2D-Gelen sichtbar und generieren Ketten von Spots aus einem

Vorldufermolekiil [GOOLEY & PACKER, 1997].

Zur Zeit ist die 2D-Gelelektrophorese die einzige Trenntechnik, die in der Lage ist, einen
Trennraum fiir etwa 10000 Komponenten zur Verfligung zu stellen [GORG & WESTERMEIER,
1998; GORG et al., 2000].

Die durch 2D-Gelelektrophorese getrennten Proteine lassen sich als angefédrbte Spots in der
Gelmatrix ausschneiden und mit Trypsin in definierte Polypeptide hydrolysieren, die
anschlieBend mittels massenspektrometrischer Analyse (ESI-MS/MS) de novo sequenziert
werden konnen. Eine weitere Charakterisierung erfolgt durch Vergleich der Aminosdure-

sequenzen iiber Online-Datenbanken. Bei Organismen, deren Genom vollstindig sequenziert
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wurde, konnen Proteine anhand ihres charakteristischen Peptidmusters in vergleichsweise

kurzer Zeit mittels automatisierbarer MALDI-MS identifiziert werden.

In der Klasse der Pilze (fungi) befinden sich eine Reihe von Spezies, deren Genome bereits
vollstdndig sequenziert sind. Dazu gehoren neben der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae
(und weiterer Vertreter der Gattung Saccharomyces) und der Spalthefe Schizosaccharomyces
pombe auch Neurospora crassa, Magnaporthe grisea und Aspergillus nidulans. In einem
kommerziellen Gemeinschaftsprojekt mehrerer Firmen wurde 2001 das Genom des
Deuteromyceten Aspergillus niger sequenziert [DSM, 2001]. Das erste frei zugéngliche
Genom eines Basidiomyceten ist das von Phanerochaete chrysosporium, einem der am besten

untersuchten Weillfaulepilze [DOE JOINT GENOME INSTITUTE, 2002].

Bei der Sequenzierung von Mikroorganismen wird heute standardméBig die Methode der
Expressed Sequence Tags (ESTs) eingesetzt [ADAMS et al., 1991]. ESTs sind 100 bis 300
Basenpaar lange Sequenzen von Genen. Sie tragen selbst keine Funktion, erlauben jedoch
iiber die Basensequenz den schnellen Vergleich mit bereits aus anderen Organismen
bekannten Genen und erleichtern so die Entschliisselung eines unbekannten Genoms. Bei
dieser ,,Schrotschuf3*~-Methode wird zunichst eine cDNA-Bibliothek erstellt und die einzelnen
cDNAs in Vektoren kloniert. Die erhaltenen Klone werden anschlieend zufillig ausgewéhlt
und sequenziert. Zum Vergleich kann eine EST-Datenbank (dbEST) beim amerikanischen
National Centre of Biological Information (NCBI) herangezogen werden, wodurch die

erhaltenen ESTs bekannten Genen zugeordnet werden konnen.

Diese Methode eignet sich auch fiir die Untersuchung und den Vergleich verschiedener
Kultivierungsstadien bei Basidiomyceten wie z.B. Agaricus bisporus (Zuchtchampignon)

[OSPINA-GIRALDO et al., 2000].

1.1 Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, den enzymatischen Abbau von Erdnuf3schalen durch
Basidiomyceten zu untersuchen. Um Organismen, die eine effiziente Biotransformation
gewihrleisten, ausfindig zu machen, sollten zunéchst in einem Screening Basidiomyceten auf
die Expression ihrer extrazelluldren, fiir den Ligninabbau verantwortlichen Redox-Enzym-

systeme untersucht werden.
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Fiir den mikrobiologischen ProzeB3 stand die detaillierte Untersuchung der extrazelluldren
Enzyme im Vordergrund des Interesses. Als Methode zur Analyse sdmtlicher durch den
Organismus in das Kulturmedium sezernierter Proteine sollte die hochauflosende

zweidimensionale Gelelektrophorese dienen.

Folgende Plédne wurden fiir die Arbeit formuliert:

1. Screening einer moglichst groen Anzahl von Basidiomyceten auf ihre Fahigkeit zum

effizienten Abbau von Erdnuf3schalen.

2. Detaillierte Analyse des Sekretoms ausgewihlter Basidiomyceten mittels zweidimen-

sionaler Gelelektrophorese.

3. Aufnahme einer Kinetik der Enzymexpression iiber den Kultivierungsverlauf und

Vergleich der Expression bei Kultivierung mit und ohne ErdnufBBschalen.

4. Charakterisierung ausgewdhlter Enzyme des Sekretoms durch de novo-Sequenzierung

mittels ESI-MS/MS und Datenbankrecherche.

5. Konstruktion einer cDNA-Bibliothek fiir eine molekularbiologische Charakterisierung

exprimierter Enzyme.
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2 MATERIAL

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1: Nédhrmedienbestandteile

Bezeichnung Qualitit Hersteller
Agar-Agar f. Mikrobiol. Merck (Darmstadt)
Ammoniumtartrat =299 % Fluka (Neu-Ulm)
CaCl, x 2 H,O p.a. Fluka

CoSO4 x 7 H,O purum Fluka

CuSO4 x 5 H,O 99 % Baker (Griesheim)
D(+)-Glucose-Monohydrat f. Mikrobiol. Merck

FeCl; x 6 H,O reinst Riedel-de Haén (Seelze)
FeSO4 x 7 H,O p.a. Fluka

H;BO; reinst Riedel-de Haén
Hefeextrakt f. Mikrobiol. Merck

KAI(SO4), x 12 H,O p.a. Fluka

KH,PO4 f. Mikrobiol. Merck
L-Asparagin-Monohydrat 99 % Merck
Lignosulfonsdure-Natriumsalz - Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
MgSOq4 DAB 7 Riedel-de Haén
MgSO4 x 7 H,O p.a. Fluka

MnSO4 x H,O > 98 % Fluka

NacCl p.a. Fluka
Nitrilotriacetat purum Fluka
Organosolv-Lignin - Aldrich
Thiaminhydrochlorid > 99 % Fluka

Titriplex III (EDTA) >99 % Merck

ZnS0O4 x 7TH,0 puriss. p.a. Fluka
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Tabelle 2.2: Chemikalien fir die Proteinbiochemie

Bezeichnung Qualitat Hersteller
Acrylamidlsg. (Rotiphorese Gel A) 30 % Roth (Karlsruhe)
Acrylamid-/Bisacrylamidlsg. 40 % (37,5: 1) Merck

Agarose f. Molekularbiol. Roth
Ammoniumperoxodisulfat >98 % Roth

L-Arginin f. Mikrobiol. Fluka
L-Asparaginsiure - ICN (Eschwege)
Bisacrylamidlsg. (Rotiphorese Gel B) 2 % Roth
Bradford-Reagenz (Roti®-Quant) - Roth
Bromphenolblau f. Elektrophorese Roth
Citronensdure Monohydrat puriss. p.a. Fluka
Ethylendiamin - Merck
Formaldehyd 37 % Sigma-Aldrich
L-Glutaminsiure >99 % Fluka

Glycerol >98 % Roth

L-Glycin analytical grade Serva (Heidelberg)
Kerosin purum Fluka

KH,PO4 p.a. Riedel-de Haén
L-Lysin >97 % Fluka
2-Mercaptoethanol 98 % Sigma-Aldrich
Na,HPO, x 2 H,O p.a. Fluka
Natriumdodecylsulfat >99 % Roth

(NH4)2SO4 f. biochem. Zwecke Merck
Rinder-Serumalbumin - Fluka
Saccharose 99 % Sigma

TEMED 99 % Roth
Trichloressigsaure >99,5 % Fluka

Tris >99 % Fluka
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Tabelle 2.3: Sonstige Chemikalien

Bezeichnung Qualitat Hersteller
2,2°-Azino-bis-(3-ethylbenzo-

thiazolin-6-sulfonsdure) >99%  Fluka
Diammoniumsalz (ABTS)

mebostein g
Borax - Riedel-de Haén
2-Butanol p.a. Merck

o oo S e
KOH p.a. Riedel-de Haén
NaySOy4 98 % Riedel-de Haén
NacCl reinst AppliChem (Darmstadt)
NaHCO; reinst Riedel-de Haén
NaOH reinst Riedel-de Haén
Salzsaure (HCI) reinst Riedel-de Haén

2.1.1 Losungsmittel

Hochschullieferungen (FaBware) wurden vor Gebrauch iber eine Fiillkorperkolonne

destillativ aufgereinigt.

Tabelle 2.4: Losungsmittel

Losungsmittel Verwendung Qualitdit  Herkunft
Chloroform Proteinféllung p.a. Merck
Ethanol, unvergéllt Gelelektrophorese redest. Kraul & Wilkening
(Hannover)

. o
Ethanol, vergdllt m. 1% Gelelektrophorese redest.  Hochschullieferung
Petrolether
Methanol Proteinféllung redest. ~ Hochschullieferung

Fiir Gelelektrophorese, enzymatische Tests und Mikrobiologie wurde vollentsalztes Wasser

(spezifischer Widerstand p > 17 MQ x cm) eingesetzt (im folgenden mit ,,HyOpidest

bezeichnet).
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2.1.2 Substrat

Verwendet wurden handelsiibliche Erdniisse (Arachis hypogaea). Lediglich die Erdnuf3-
fruchtwand (Schale), getrennt von Samenschale und Samen, diente als Substrat. Die
Fruchtwand wurde mit einem Kiichenmixer grob zerkleinert und anschlieBend mit einer

Gewlirzmiihle fein vermahlen.

Fiir die Kultivierung der Basidiomyceten auf festem Medium zur Uberpriifung der
Enzymaktivititen (vgl. 3.2.2.4 & 3.2.5.1) wurden die gemahlenen Schalen gesiebt und die

Fraktion mit einer PartikelgroBBe zwischen 1000 und 1400 pm verwendet.

Fiir die fed batch-Kultivierung wurden unzerkleinerte Erdnu3schalen verwendet.

2.2 Basidiomyceten

Die untersuchten Stimme wurden bezogen von:

- der niederldndischen Sammlung fiir Pilzkulturen, Centraalbureau voor Schimmelcultures
(CBS), in Baarn (List of cultures 1994)

- der deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in
Braunschweig

- der Pilzkulturensammlung der Friedrich Schiller Universitit (FSU) in Weimar

- der American Type Culture Collection (ATCC)

- Dept. of Experimental Mycology (CAS), Prag, Tschechische Republik

Die Abkiirzungen der jeweiligen Institute (CBS, DSMZ, FSU, ATCC, CAS) sind in Tabelle
2.5 unter ,,Herkunft & Nr.* wiedergegeben.

Tabelle 2.5: Verwendete Basidiomyceten

Nr. Name Herkunft & Nr.
1 Bjerkandera adusta (Willdenow : Fries) Karsten CBS 414.48
2 Clitocybe lignatilis Karsten FSU C 31-2
3 Collybia peronata Kummer CAS 353
4  Cyathus earlei Lloyd CBS 440.80
5  Cyathus helenae Brodie CBS 372.80
6  Cyathus julietae Brodie CBS 373.80
7  Cyathus limbatus Tulasne CBS 335.81
8  Cyathus pallidus Berkeley & Curtis CBS 376.80
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Nr. Name Herkunft & Nr.
9  Cyathus striatus DSMZ 1652
10  Fomitopsis pinicola DSMZ 4957
11  Ganoderma applanatum (Persoon) Patouillard CBS 250.61
12 Gloeophyllum odoratum (Wulfen : Fries) Imazeki CBS 444 .61
13 Grifola frondosa (Dickson : Fries) S.F. Gray CBS 480.63
14 Hericium erinaceus (Bulliard : Fries) Persoon CBS 260.74
15 Hypomyces odoratus G. Arnold CBS 764.68
16 Ischnoderma benzoinum (Wahlenberg : Fries) Karsten CBS 311.29
17 Lentinellus cochleatus FSU FSUL 13-2
18 Lentinula edodes (Berkeley) Pegler FSU A 20-8
19 Lentinula edodes (Berkeley) Pegler CBS 225.51
20 Lentinula edodes (Berkeley) Pegler CBS 389.89
21 Lentinus lepideus Fries CBS 450.79
22 Lepista irina (Fries) Bigelow CBS 458.79
23 Lepista nuda (Bulliard : Fries) Cooke CBS 300.58
24 Marasmius alliaceus Fries CAS 413
25 Marasmius scorodonius Fries CBS 850.87
26 Marasmius scorodonius Fries CBS 166.44
27 Marasmius scorodonius Fries CBS 137.83
28 Meripilus giganteus (Persoon : Fries) Karsten CBS 561.86
29  Nidula niveo-tomentosa (P. Hennings) Lloyd ATCC 38357
30 Nidula niveo-tomentosa (P. Hennings) Lloyd CBS 380.80
31 Phanerochaete chrysosporium  Burdsall CBS 316.75
32 Phanerochaete chrysosporium  Burdsall CBS 481.73
33 Phanerochaete chrysosporium  Burdsall CBS 671.71
34 Phellinus pini (Tram. pini) DSMZ 5238
35 Piptoporus betulinus Karsten CAS 583
36 Pholiota populnea (Persoon : Fries) Kuyper & Tjallingii  CBS 264.32
37 Pholiota squarrosa DSMZ 5127
38 Pleurotus sanguineus CBS 614.73
39 Pleurotus sapidus DSMZ 8266
40 Polyporus umbellatus Fries CBS 483.72
41 Psilocybe cubensis (Earle) Singer CBS 324.58
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Nr. Name Herkunft & Nr.
42  Trametes suaveolens DSMZ 5237
43 Trametes versicolor ITAL 93

44  Tyromyces floriformis (Quélet) Bondarzew & Singer CBS 232.53
45 Tyromyces sambuceus (Lloyd) Imazeki CBS 492.76
46  Wolfiporia cocos (Schweinitz) Ryvarden & Gilbertson ~ CBS 279.55

2.3 Gerite

Die meisten Gerdte werden bei ihrer Anwendung in den Folgekapiteln spezifiziert.

Tabelle 2.6: Gerite und Hilfsmittel

Gerit Modell Firma

Autoklav VST 50/70 Zirbus (Osterode)
Autoklav Varioklav 75 S H+P (OberschleiBheim)
Brutschrank BE 500 Memmert (Schwabach)
Gewiirzmiihle A 10 IKA-Werke (Staufen)
Kiltezelle CS 0900 S Viessmann (Allendorf)
Magnetriihrer MR 3001 K Heidolph (Schwabach)
Mixer - Krups (Solingen)
pH-Meter 731 Calimatic Knick (Berlin)
Schiittler Infors HAT Infors (Einsbach)
Siebmaschine - Engelsmann (Ludwigshafen)
Spannungsquelle Power Supply 2 Bio-Rad (Miinchen)
Sterile Werkbank Clean Air CARE 4 Thermo Electron (Dreieich)
Thermocycler Mastercycler Personal  Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf
Ultratiefkiihlschrank ~ VX 350 Series 2 Jouan (Unterhaching)
Ultra-Turrax TP-18/10 IKA-Werke (Staufen)
Vakuumzentrifuge RC28 S Kendro (Hanau)
Zentrifuge Varifuge 20 RS Heraeus (Hanau)
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus

Zentrifuge RT7 Plus Kendro

15



MATERIAL

2.4 Materialien fiir die Molekularbiologie

2.4.1 Reagenzienzusammenstellungen

2.4.1.1 RNA-Isolierung aus Pilzen

RNeasy Plant Mini Kit

2.4.1.2 Erstellung von cDNA-Bibliotheken

SMART™PCR c¢DNA Library Construction Kit

2.4.1.3 Verpackung von A-Phagen-DNA

Gigapack®IIl Gold-4 Packaging Extract

2.4.1.4 Priparation von A-Phagen-DNA

QIAGEN® Lambda Kit

2.4.1.5 DNA-Extraktion aus Agarose

MinElute Gel Extraction Kit

QIAGEN (Hilden)

Clontech (Heidelberg)

Stratagene (La Jolla, USA)

QIAGEN

QIAGEN

2.4.1.6 Klonierung von PCR-Fragmenten in Plasmid-Vektoren

Topo TA Cloning® Kit

2.4.2 Enzyme

HotStarTaq™ DNA Polymerase

Proteinase K

2.4.3 Standards

500 kb DNA Standard Roth
1 kb DNA Standard Roth

Invitrogen (Karlsruhe)

QIAGEN

Roth

100 bp DNA Leiter New England Biolabs (Schwalbach)
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500 bp DNA Leiter Roth
1 kb DNA Leiter New England Biolabs

2.4.4 Bakterienstimme

Stamm Genotyp

endAl, gyrA96, hsdR17, lac’, recAl, relAl, supE44, thi-1,
[F’ lacl"Z AM15, proAB, Tn 10] (Stratagene)

E. coli XL1-Blue

2.4.5 Puffer, Medien und Stammlosungen

LB-Agar (Miller) Merck
LB-Medium (Lennox) Becton Dickinson (Heidelberg)

Maltose-SL:
20 g Maltose werden in 80 mL H;Opiges. gelost. Dann wird mit HyOpiges. auf 100 mL
aufgefiillt und die Losung sterilfiltriert.

LB-Medium mit MgSO,4 und Maltose (LB MM):
1 L LB-Medium wird mit 10 mL 1 M MgSO;, versetzt und autoklaviert. Nach
Abkiihlen auf 50 °C werden 10 mL Maltose-SL zugegeben.
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3 METHODEN

3.1 UV/VIS-Spektroskopie

Spektrometer: Perkin Elmer Lambda 12
Datenaufnahme: UV Win Lab (Version 2.0)
Schichtdicke der Kiivette: 1 cm

3.2 Mikrobiologie

3.2.1 Sterilisation der Kulturmedien

Feste Substrate und Instrumente wurden 30 min, feste und fliissige Ndahrmedien 20 min durch
Autoklavieren mit HeiBdampf bei 121 °C und 1 bar Uberdruck sterilisiert.

3.2.2 Kulturmedien fiir Basidiomyceten

Die Medienbestandteile wurden in H,Ogesr. gelost, die Nahrlosung auf den gewiinschten pH-
Wert eingestellt und in 300 mL (100 mL Fiillmenge) oder 500 mL Erlenmeyerkolben
(300 mL Fiillmenge) iiberfiihrt. Die Kolben wurden mit Cellulosestopfen verschlossen, mit

Alufolie abgedeckt und anschlieBend sterilisiert.

3.2.2.1 Standardnihrmedium mit Hefeextrakt (SNL-H) [ SPRECHER, 1959]

D(+)-Glucose-Monohydrat 30,0g L
L-Asparagin-Monohydrat 45¢gL"
Hefeextrakt 30gL’
KH,PO, 1,5gL"
MgSO, 05gL"
Spurenelementlosung (s.u.) 1,0mL L™

Einstellung auf pH 6,0 mit 1 M KOH.

Um festes Ndhrmedium zu erhalten, wurden 1,5 % (m/v) Agar-Agar zugefiigt und vor

dem Sterilisieren durch Aufkochen des Mediums vollstindig gelost.
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Spurenelementldsung:
FeCl;x 6 H,0 0,08 gL
ZnSO,4 x 7 H,O 0,09gL"’
MnSO; x H,0 0,03 gL’
CuSO4 x 5 H,0 0,005 g L™
Titriplex III (EDTA) 04gL".

3.2.2.2 Stickstoffarmes Nahrmedium [mod. nach ABRAHAM, 1994]

Losung A:
1 M Natriumphosphatpuffer pH 5,2 10 mL
Salzlésung 1 100 mL
Salzlésung 2 10,0 mL;
Einstellung auf pH 5,2 mit 1 M HCI,
HyOgest. ad 950 mL.
Losung B:
Ammoniumtartrat 02gL"
D(+)-Glucose-Monohydrat 10gL”!
Thiaminhydrochloridlésung 1,0 mL L™
HyOgest. ad 50 mL.

Salzlésung 1:

KH,PO, 200g L
MgSO0, x 7 H,0 71gL!
CaCl, x 2 H,O 1,1gL™
Salzlésung 2:
Nitrilotriacetat (NTA) 10,5¢g L'
NaCl 70gL!
MnSO; x H,0 35gL"
FeSO4 x 7 H,0 0,7gL"
CoSO, x 7 H,O 0,7gL"’
ZnSO,4 x 7 H,O 0,7gL"
CuSO, x 5 H,0 0,07 gL
KAI(SO4), x 12 H,0 0,07 gL’
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H;BO; 0,07 gL’
Na;MoOj x 2 H,0 0,07 g L™

Losung A wurde wie unter 3.2.1 sterilisiert. Losung B wurde kurz vor Verwendung des
stickstoffarmen Néhrmediums sterilfiltriert (MILLEX-GP, Millipore (Eschborn), 0,22 pm)
und unter sterilen Bedingungen zu Losung A gegeben. AnschlieBend wurde mit sterilem
H;Og4est. auf 1000 mL aufgefiillt. Um festes Ndhrmedium zu erhalten, wurden 1,5 % (m/v)
Agar-Agar zugefiigt und vor dem Sterilisieren durch Aufkochen des Mediums vollstindig

gelost.

3.2.2.3 Festes Nahrmedium mit Lignin und ErdnuB3schalen (L/E-Agar)

1 M Natriumphosphatpuffer pH 5,2 10 mL
Salzlosung 1 (siche 3.2.2.2) 100 mL
Salzlésung 2 (siehe 3.2.2.2) 10,0 mL
D(+)-Glucose-Monohydrat 10,0 g
Hefeextrakt 10,0 g
Malzextrakt 10,0 g
Agar-Agar 150¢g
Tween 40™ 4 mL
Tween 80™ 4 mL
Organosolv-Lignin 25¢g
Lignosulfonsidure —Natriumsalz 25¢g
Gemahlene Erdnuf3schalen 10,0 g;
Einstellung auf pH 5,2 mit 1 M HCI;

HzOuest. ad 1000 mL.

3.2.2.4 Festes Nahrmedium mit Erdnuf3schalen

1 M Natriumphosphatpuffer pH 5,2 10 mL
Salzlosung 1(siehe 3.2.2.2) 100 mL
Salzlosung 2 (siche 3.2.2.2) 10,0 mL
D(+)-Glucose-Monohydrat 10,0 g
L-Asparagin-Monohydrat 03¢g
Malzextrakt 30g
Agar-Agar 15,0 g;
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Einstellung auf pH 5,2 mit 1 M HCI:
H2Odest. ad 1000 mL.

Nach dem Gieflen wurden unter sterilen Bedingungen vor dem Erstarren pro Petrischale
(Durchmesser = 96 mm) jeweils 200 mg sterilisierte, gemahlene ErdnuB3schalen (siche dazu

auch 2.1.2) zugegeben.
3.2.3 Kultivierung der Basidiomyceten

3.2.3.1 Stammkulturen

Von jedem verwendeten Organismus wurden jeweils mindestens zwei Stammkulturen in
Petrischalen auf SNL-H-Agar (vgl. 3.2.2.1) gehalten. Die Platten wurden mit gut
bewachsenen, etwa 1 cm? groBen Stiicken von Agarplatten-Vorkulturen beimpft und je nach
Wachstumsgeschwindigkeit ein bis vier Wochen bei 24 °C im Brutschrank inkubiert. Danach

wurden die Kulturen bis zu sechs Monate bei 4 °C gelagert.

3.2.3.2 Stammkulturen auf festem Nahrmedium mit Lignin

Von Pleurotus sapidus und Lepista irina wurden Stammkulturen auf L/E-Agar (vgl. 3.2.2.3)
angelegt, um die lignolytische Aktivitidt der Organismen zu induzieren. Die Erneuerung der

Stammbkulturen erfolgte nach jeweils drei Monaten.

3.2.3.3 Vorkulturen

Von der Stammkultur wurde ein gut bewachsenes, etwa 1 cm’ groBes Stick aus dem
Randbereich mit einem sterilen Spatel herausgeschnitten, in 100 mL SNL-H (vgl. 3.2.2.1)
tiberfiihrt, mittels Ultra-Turrax homogenisiert und sieben Tage im Schiittler bei 24 °C und
150 rpm inkubiert.

3.2.3.4 Hauptkulturen

Die Vorkultur wurde in sterilen Zentrifugengefilen 10 min bei 3300 x g und 4 °C
zentrifugiert. Nach Bestimmung der Feuchtmasse gemél 3.2.4.3 wurden die Mycelpellets in
den Zentrifugengefden mittels Ultra-Turrax homogenisiert. 25 g Homogenat wurden mit

10 mL steriler Losung A (siehe stickstoffarmes Néhrmedium, 3.2.2.3) resuspendiert und in
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einen 1 L-Erlenmeyerkolben mit 4 g steriler Glaswolle oder mit 7 g gemahlenen
ErdnuB3schalen (ebenfalls steril) gegeben. Die Inkubation erfolgte zunéchst statisch und unter
LichtausschluB im Brutschrank bei 24 °C fiir sieben Tage. Danach wurde mit 250 mL

stickstoffarmem Nahrmedium versetzt und im Schiittler bei 24 °C und 100 rpm inkubiert.
3.2.4 Bestimmung der Kulturparameter

3.2.4.1 pH-Wert

Die Bestimmung des pH-Wertes im Kulturmedium erfolgte direkt nach der Probenahme mit

einem zuvor kalibrierten pH-Meter.

3.2.4.2 Glucose

Der Glucosegehalt im Kulturmedium wurde sofort nach der Probenahme mit Glucose-

Teststreifen, Diabur Test 5000 (Boehringer, Mannheim), halbquantitativ abgeschétzt.

3.2.4.3 Feuchtmasse

Nach Zentrifugation der Kulturen wurde der Uberstand vorsichtig dekantiert und die

Mycelmasse in den Zentrifugenbehéltern ausgewogen.

3.2.4.4 Priifung auf Kontaminationsfreiheit

Durch regelmdBige mikroskopische Untersuchungen wurde sichergestellt, dafl die Kulturen

nicht kontaminiert waren.

3.2.4.5 Bestimmung der Glucoseoxidase-Aktivitét

Der Aktivitétstest beruht auf der Bildung von H,O, bei der Oxidation von D-Glucose durch
Glucoseoxidase (GOD) [BERGMEYER, 1970]. Das gebildete H,O, oxidiert o-Dianisidin
(3,3°-Dimethoxybenzidindihydrochlorid, farblos) zu einem rotem Farbstoff, der spektro-
photometrisch bei 436 nm gegen einen Reagenzienblindwert erfa3t werden kann. Eine Einheit
[U] Glucoseoxidase oxidiert in 1 min 1 pmol B-D-Glucose (25 °C, pH 7). Pro Molekiil
oxidierter P-D-Glucose wird ein Molekiil o-Dianisidin (g436nm= 8,3-10° L mol™ cm™)

oxidiert.
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CH,OH
H O
Glucoseoxidase H
+ 02 OH @] + H202
O
H OH H OH
B-D-Glucose D-Glucono-d-lacton
COOH
CH,OH 00
H 0 H——OH
H e} + H,O HO——H
OH
0 H——OH
H  OH H——OH
D-Glucono-d-lacton CH,OH

D-Gluconsiure

Peroxidase .
H,N NH, — HN NH

o 0 + H,0, 0 o + 2H,0
\ / \ /
o-Dianisidin Chinonderivat des o-Dianisidins (farbig)

Abb. 3.1:  Oxidation von Glucose durch Glucoseoxidase und Entstehung der Farbreaktion (schematisch)

Testansatz fiir eine Halbmikrokiivette:
1,0 mL 3,3¢-Dimethoxybenzidindihydrochlorid-Stammlésung (2 mg mL™" 3,3
Dimethoxybenzidindihydrochlorid in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH
7,0; gesattigt mit O,),
0,25 mL D-Glucose-Losung (100 g L™ in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0),
5uL Peroxidase-Losung (2 mg mL™, Peroxidase aus Meerrettich, Fluka),

zum Starten der Reaktion:

0,25 mL Kulturiiberstand.

Unmittelbar nach Zugabe des Kulturiiberstandes wurde die Zunahme der Extinktion bei
436 nm tiber einen Zeitraum von 5 min aufgezeichnet. Die Aktivitit Agop berechnet sich

nach:

AE-10°-V

gesamt

8 > 3 ’ VProbe

Agop[UL]=
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mit  AE Anderung der Extinktion pro Minute
Vgesamt Gesamtvolumen in der Kiivette in mL
Vprobe Volumen der Probenldsung in mL.

3.2.4.6 Bestimmung der Laccaseaktivitit

Das Prinzip dieses Aktivitétstests beruht auf der Oxidation von ABTS zum griinblauen
Radikalkation ABTS®" durch Laccase [MAJCHERCZYK, 1999]. Die Bildung von ABTS"" 148t
sich spektrophotometrisch bei 420 nm verfolgen (€420 nm = 36000 L mol™! cm'l). Eine Einheit

[U] ist definiert als die Menge an Enzym, die benétigt wird, um 1 pmol ABTS zu ABTS ™ pro

Minute zu oxidieren.

Abb. 3.2: Oxidation von ABTS zum griinblauen Radikalkation ABTS™; weitere Oxidation z.B. mit Peroxo-

ABTS
0,8 S S SO,
L=~ T
) )
CH,CH, CH,CH,
+e -&
ABTS**
0,8 S S SO,
L= LT
+
) )
CH,CH, CH,CH,
+e- -€”
ABTS*
0,8 S S SO,
\E>;/> _N:N_<\+j©/
) )
CH,CH, CH,CH,

disulfat fiihrt zum purpurroten Dikation ABTS**
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Testansatz fir eine Halbmikrokuvette:

800 uL 0,1 M Natriumtartratpuffer pH 4,5,
100 pL 5 mM ABTS,
zum Starten der Reaktion:

100 uL Kulturiiberstand.

Unmittelbar nach Zugabe des Kulturiiberstandes wurde die Zunahme der Extinktion bei
420 nm iiber einen Zeitraum von 1 min gegen einen Reagenzienblindwert aufgezeichnet. Die

Aktivitdt Apaccase 146t sich berechnen nach:

AE-V
ALaccase [ . ] = o
0,036V, .
mit  AE Anderung der Extinktion pro Minute
V gesamt Gesamtvolumen in der Kiivette in mL
Vprobe Volumen der Probenlésung in mL.

3.2.4.7 Bestimmung des Proteingehaltes

A. Bradford-4ssay:

Die Proteinbestimmung nach der Methode von BRADFORD (1976) wurde unter Verwendung
einer kommerziell erhiltlichen Farbstofflosung (Roti®-Quant, Roth) durchgefiihrt. Der Assay
beruht auf der Adsorption von Proteinen an den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue, wobei in
saurer Losung eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm

auftritt.
Testansatz fir eine Halbmikrokiivette:

800 uL Probenlésung,
200 pL Roti®-Quant-Farbstofflosung, Roth.

Nach 10 min Reaktionszeit wurde die Extinktion bei 595 nm spektrophotometrisch gegen
einen Reagenzienblindwert gemessen. Die Kalibriergerade wurde mit Rinder-Serumalbumin

(BSA) als Standard erstellt.

B. Lowry-Assay:

Die Proteinbestimmung nach der Methode von LOWRY et al. (1951) wurde unter Verwendung

von kommerziell erhiltlichen Losungen (DC Protein Assay, Bio-Rad) durchgefiihrt. Der
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Assay beruht darauf, daB Cu'-Ionen aus der Biuret-Reaktion mit dem Folin-Ciocalteau

Reagenz einen blauen Komplex bilden, der als MaB fiir die Proteinkonzentration dient.
Testansatz fiir eine Halbmikrokiivette:

250 uL Probenldsung,
125 uL Bio-Rad DC Lésung A,
1000 puL Bio-Rad DC Losung B.

Nach 15 min Reaktionszeit wurde die Extinktion bei 750 nm spektrophotometrisch gegen
einen Reagenzienblindwert gemessen. Die Kalibriergerade wurde mit Rinder-Serumalbumin

(BSA) als Standard erstellt.

3.2.4.8 Bestimmung der Lipaseaktivitét

Zur quantitativen Erfassung der Lipaseaktivitit in den Kulturiiberstinden diente eine

kommerziell erhéltliche Reagenzienzusammenstellung (Lipase-PS, Sigma-Aldrich).

3.2.5 Ligninabbau: Nachweis relevanter Enzyme

3.2.5.1 Diskontinuierliche Detektion durch Farbreaktionen

46 Basidiomycetenstimme (vgl. 2.2) wurden auf jeweils vier Agarplatten mit Erdnuf3schalen
(Nédhrmedium vgl. 3.2.2.4) bei 25 °C im Brutschrank inkubiert. Nach jeweils sieben Tagen
wurde eine der vier Platten mit vier Reagenzien versetzt, welche die Anwesenheit von
Peroxidasen, Laccasen, Polyphenoloxidasen und Tyrosinasen durch einfache Farbreaktionen

nachweisen [LYR, 1958].

30 Minuten nach dem Auftragen der Reagenzien wurde die Farbintensitét nach folgendem

Schema bestimmt:

keine Aktivitit

“

Il
W N = O

schwache Aktivitit

-

mittlere Aktivitit
starke Aktivitit =
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A. Reagenz zum Nachweis von Peroxidase:

Verwendet wurde eine Mischung von 25 mL 0,6 % (m/v) HO; und 25 mL 1 % (m/v)
Pyrogallol-Losung; bei Anwesenheit von Peroxidasen ist eine gelbbraune Farbung zu

beobachten.

B. Reagenz zum Nachweis von Polyphenoloxidase:

1,6 % (m/v) ethanolische Guajakharzlosung; bei Anwesenheit von Polyphenol-

oxidasen tritt eine blaue Farbung auf.

C. Reagenz zum Nachweis von Laccase:

1,4 % (m/v) ethanolische a-Naphthol-Ldsung; bei Anwesenheit von Laccasen ist eine

violette Farbung zu beobachten.

D. Reagenz zum Nachweis von Tyrosinase:

1,1 % (m/v) ethanolische p-Kresol-Losung; bei Anwesenheit von Tyrosinasen tritt

Orangefarbung auf.

3.3 Gelelektrophorese

3.3.1 Probenvorbereitung

Das Kulturmedium wurde zunéchst abdekantiert und durch Zentrifugation von Mycel- und
Substratbestandteilen getrennt (10 min, 10000 x g, 4 °C) . Nach erneutem Abdekantieren
wurden die Proben durch Ultrafiltration in Centricon Plus-80-Zentrifugationseinheiten
(MWCO = 10 kDa, Millipore) so weit konzentriert, dal mindestens eine Volumenreduzierung

um 80 % erhalten wurde.

3.3.1.1 Dialyse

Die unter 3.3.1 erhaltenen Konzentrate wurden sofort zur weiteren Konzentrierung einer

Dialyse unterzogen.
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Dialysepuffer:

Endkonzentration Menge
Kaliumphosphatpuffer (300 mM pH 7,5) 30 mM 50 mL
HOvigest. 100 mL
Glycerol (p.a.) 70% (v/v) ad 500 mL

Dazu wurde die Probe in nach Herstellerangaben vorbereitete Dialyseschléduche (ZelluTrans
6,0; MWCO 8-10 kDa; Roth) pipettiert und iiber Nacht bei 4 °C unter Riihren equilibriert. Die
konzentrierten Losungen wurden anschlie8end aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

3.3.1.2 Proteinfdllung

A. TCA-Fillung modifiziert nach POLACHEK & CABIB (1981):

Die Proteinlosung wurde mit dem gleichen Volumen 20 % (w/v) Trichloressigséure versetzt,
gut vermischt und 10 min bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 13000 x g, 4 °C)
wurde der Uberstand entfernt. Das Proteinpellet wurde sofort mit eiskaltem Aceton (-20 °C)
gewaschen und anschlieBend erneut zentrifugiert. Nach Abtrennung des Uberstandes wurde

der Waschvorgang nochmals wiederholt und das Pellet anschlieBend bei 4 °C getrocknet.

B. Chloroform-Methanol-Fillung [WESSEL & FLUGGE, 19841:

100 pL Proteinlosung wurden mit 400 uL Methanol versetzt und durchmischt. AnschlieBend
wurden 100 pL. Chloroform hinzugefiigt und die Losung wiederum kurz geschiittelt. Nach
Zugabe von 300 pL H;Opigest, und guter Durchmischung wurde die Probe fiinf Minuten bei
4 °C inkubiert. Es folgte die Zentrifugation (2 min, 9000 x g, 4 °C) bis zur deutlichen

Phasentrennung. Die Proteine befanden sich in der Interphase.

Die wissrige Phase wurde ohne Zerstérung der Interphase abgenommen. Zum verbleibenden
Rest wurden 300 pL. Methanol gegeben und nach dem Mischen fiinf Minuten bei 4 °C
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min, 13000 x g, 4 °C) zur Sedimentation der
Proteine wurde der Uberstand entfernt und das Pellet bei 4 °C getrocknet.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Angewendet wurde die Methode nach LAEMMLI (1970).

Molekulargewichtsmarker:

Roti®-Mark STANDARD, Roth
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Stammldsungen:
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris mit 0,4 % (m/v) SDS; mit HCI auf pH 8,8 eingestellt
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris mit 0,4 % (m/v) SDS; mit HCI auf pH 6,8 eingestellt
SDS-SL: 20 % (m/v) SDS
APS-SL: 40 % (m/v) (NH4)»S,0s, jeweils frisch angesetzt
Acrylamid-SL: 30 % (m/v) Acrylamid (Rotiphorese® Gel A, Roth)
BIS-SL: 2 % (m/v) Bisacrylamid (Rotiphorese® Gel B, Roth)

10 x SDS-Laufpuffer: 0,25 M Tris mit 1,92 M Glycin und 0,4 % (m/v) SDS

Pipettierschema fiir ein diskontinuierliches Gel:

Vernetzungsgrad (Crosslinking) C =3 %

Sammelgel (1 mL.) Trenngel (4 mL)

Totalacrylamid T=6,0% T=12,5%
Acrylamid-SL 0,194 mL 1,617 mL
Bisacrylamid-SL 0,09 mL 0,75 mL
HoObidest 0,466 mL 0,633 mL
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,250 mL -
Trenngelpuffer (pH 8,8) - I mL
Zum Starten der Polymerisation:

TEMED 2 ulL 5uL
APS-SL SuL 10 uL

3.3.3 Isoelektrische Fokussierung

Fiir die IEF wurden Fertiggele verwendet (Servalyte Precotes pH 3-6, 300 um, 125 mm x

125 mm, Serva).

Proteinstandard:

IEF-Marker pl 3-10 Liquid Mix, Serva

Elektrophorese:

Probenauftrag:
Auftragsvolumen:

Bedingungen:

Mit Lochband in der Gelmitte.
Bis zu 12 pL.
Phase 1: 200V 6 mA 12W

100 Vh

Phase 2: 1500V 6 mA 12W 4900 Vh

29



METHODEN

Nach der Elektrophorese wurde das IEF-Gel fiir die nachfolgenden Nachweismethoden in

zwel Halften zerschnitten.

Aktivititsfarbung:

Fiir den Nachweis von Lipasen wurde ein Testagarstiick in Groe des halben IEF-Gels

hergestellt (vgl. 3.4.2), auf das IEF-Gel gelegt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Proteinnachweis:

Zum Vergleich wurde die zweite Gelhélfte mit einer kolloidalen Coomassie-Farbung

behandelt (vgl. 3.3.6.2).

3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

EDTA-L6sung pH 8:

Endkonzentration Menge

EDTA 0,5M 3722 g
Einstellen des pH-Werts mit 4 M NaOH
H;Obidest. ad 200 mL

TAE-Losung (50fach, nach SAMBROOK et al. (1989)):
Endkonzentration Menge

EDTA-Losung pH 8 (s.0.) 50mM 100 mL

TRIS 2M 242 ¢
Eisessig 57,1 mL
HOpigest. ad 1000 mL

TAE-Laufpuffer:

Menge
TAE-Losung (s.o.) 20 mL
H>Opidest. ad 1000 mL

Auftragspuffer (nach GASSEN & SCHIMPF (1999):
Endkonzentration Menge

SDS 0,2% (m/v) 20 mg
Glycerol 50 % (v/v) SmL
Bromphenolblau 1,5 mg
Xylencyanol 1,5 mg
TAE-Laufpuffer ad 10 mL
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Fiir die Auftrennung der DNA wurden 1,2 %ige (m/v) Agarosegele mit TAE-Laufpuffer
hergestellt, denen bei der Herstellung 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt wurde. Die Proben
wurden mit 1/5 Volumen Auftragspuffer versetzt, aufgetragen und die DNA mit einer
angelegten Spannung von 0,5-5 V/cm Elektrodenabstand getrennt. Das in die DNA inter-
kalierte Ethidiumbromid wurde mit UV-Licht sichtbar gemacht (Anregung bei 312 nm; UV-
Transilluminator Vilber-Lourmat TFX-20.M (Torcy, Frankreich)) und das erhaltene Bild
fotografiert (INTAS®, Gottingen; digitale Kamera mit Videoprinter P90, Mitsubishi
(Ratingen)).

3.3.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese

3.3.5.1 Stammldsungen [AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 1998]

A. Lysis-Puffer:

Endkonzentration Menge
Harnstoff &M 192 ¢
CHAPS oder Triton X-100 4% (m/v) 1,6 g
TRIS 40 mM 0,194 g
H2Opidest. ad 40 mL

Die Losung wurde in 1 mL-Aliquots bei —20 °C gelagert. Kurz vor Gebrauch der
Lésung wurden 5 mg mL™ DTT zugegeben.

B. Rehydratationslosung:

Endkonzentration Menge
Harnstoff &M 12 ¢g
CHAPS oder Triton X-100 2% (m/v) 0,5¢g
Bromphenolblau Spuren
H:Opidest. ad 25 mL

Die Losung wurde in 2 mL-Aliquots bei —70 °C gelagert. Kurz vor Gebrauch der
Losung wurden 2,8 mg mL" DTT und 10 pL mL™' Bio-Lyte Ampholytlésung pH 3-10
(Bio-Rad) zugegeben.
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C. SDS-Equilibrierungspuffer:

Endkonzentration Menge
1,5 M TRIS-CI pH 8,8 50 mM 6,7 mL
Harnstoff 6 M 72,07 g
Glycerol 30% (v/v) 60 mL
SDS 2% (W/v) 40¢g
Bromphenolblau Spuren
H:Obidest. ad 200 mL

Die Losung wurde in 40 mL-Aliquots bei —20 °C gelagert. Kurz vor Gebrauch der
Losung wurden 100 mg DTT / 10 mL fiir den ersten Equilibrierungsschritt bzw.

250 mg lodacetamid / 10 mL fiir den zweiten Equilibrierungsschritt zugegeben.

D. Trenngelpuffer (4fach):

Endkonzentration Menge
TRIS 1,5M 181,5¢g
HObidest. 750 mL
HCl (zum Einstellen auf pH 8§,8)
HObidest. ad 1000 mL
Die Losung wurde bei 4 °C gelagert.

E. SDS-Stammldsung:

Endkonzentration Menge
SDS 20 % (m/v) 10g
H,Opidest. ad 50 mL

Die Losung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

F. SDS-Elektrophoresepuffer (10fach):

Endkonzentration Menge
TRIS 250 mM 302 ¢g
Glycin 1,92 M 1442 g
SDS 1 % (m/v) 10g
HOvigest. ad 1000 mL

Die Losung wurde bei Raumtemperatur gelagert. Zum Gebrauch wurden 100 mL der

Losung mit HyOpigest. auf 1 L aufgefiillt.
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G. Agarose-Fixierlosung:

Endkonzentration Menge
SDS-Elektro- )
phoresepuffer (siehe F.) 10 mL
Agarose 0,5 % (m/v) 0,5¢g
Bromphenolblau Spuren
H,Obidest. ad 100 mL

Die Losung wurde bis zum vollstindigen Auflosen der Agarose in der Mikrowelle erhitzt.

3.3.5.2 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung mit immobilisierten pH-

Gradienten

Fiir die Erstellung von zweidimensionalen Elektropherogrammen wurden, wenn nicht anders
erwéhnt, ausschlieBlich Kulturiiberstinde aus Kultivierungen mit stickstoffarmem Nihr-

medium (vgl. 3.2.2.2) ohne zusitzliche Cu”*-Supplementierung verwendet.
Fiir die IEF wurden ausschlieBlich ReadyStrip™IPG-Streifen der Firma Bio-Rad verwendet.

Zunichst wurde die gewiinschte geféllte Proteinmenge in Lysis-Puffer (250 pg Gesamtprotein
pro 10 pL Lysis-Puffer) aufgenommen und 1 h bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert.
Danach wurde 20 min bei 4 °C und 15000 x g zur Pelletierung der unloslichen Bestandteile

zentrifugiert.

Der Uberstand wurde mit Rehydratationsldsung verdiinnt. Dabei wurden fiir IPG-Streifen der
Liange 7 cm hochstens 125 pL und fiir IPG-Streifen der Lange 17 cm hochstens 330 pL

Gesamtvolumen (= Probe+ Rehydratationsldsung) eingesetzt.

Anschliefend wurde die so verdiinnte Probe in eine Vertiefung des Kunststoffeinsatzes der
PROTEAN® IEF-Cell™ pipettiert und der IPG-Streifen luftblasenfrei mit der Gelseite nach

unten hineingelegt.

Um den IPG-Streifen vor Austrocknung zu schiitzen, wurde abschlieend 1 mL Silikon6l auf

den Streifen pipettiert.
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Folgende Parameter wurden fiir die Fokussierung eingestellt:

IPG pH 3-10 (17 cm) IPG pH 3-6 (17 cm)

Temperatur 20 °C 20 °C
Stromstéarke 50 pA / Streifen 50 pA / Streifen
Rehydratisierung 12 h bei 50 V 12 hbei 50 V

Spannung | Gradient Dauer | Spannung | Gradient Dauer
Schritt 1 250 V| schnell 250 Vh 250 V|  schnell 250 Vh
Schritt 2 1000 V|  schnell 1000 Vh 1000 V|  schnell 1000 Vh
Schritt 3 10000 V linear 5h 10000 V linear 5h
Schritt 4 10000 V schnell 45000 Vh 10000 V schnell 20000 Vh
Schritt 5 500 V| schnell biszu 12 h 500 V| schnell bis zu 12 h

Die optimale Fokussierungsdauer wurde fiir jede Probe empirisch ermittelt. In der Regel

betrug die durchschnittliche Gesamtfokussierungsdauer fiir den pH-Bereich 3-10 65000 Vh

und fiir pH 3-6 32000 Vh. Die Fokussierungen wurden daher in Schritt 4 nach Erreichen der

0.g. Vh-Zahl beendet; Schritt 5 diente lediglich zur Vermeidung von Diffusion.

Nach AbschluB3 der Fokussierung wurden die IPG-Streifen entweder sofort fiir die zweite

Dimension verwendet oder auf der Tragerfolie liegend in einem Einmal-Kunststofftray (Bio-

Rad) in Folie eingeschweif3t bei —70 °C gelagert.

3.3.5.3 Zweite Dimension: SDS-Gelelektrophorese

Das homogen vernetzte SDS-Gel wurde ohne Sammelgel hergestellt.

Pipettierschema fiir ein 20 x 20 cm” groBes Gel (Geldicke = 1 mm):

Vernetzungsgrad
Totalacrylamidkonzentration
Acrylamid/Bisacrylamid-SL
Trenngelpuffer (4fach)
SDS-Stammldsung

HObidest.

Zum Starten der Polymerisation:
TEMED

APS-SL

C=3%

T=12,5%
10 mL (40 %; 37,5 : 1; Merck)

8,1 mL
0,162 mL
14,2 mL

20 uL
50 uL
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Um den Gelstreifen auflegen zu kénnen, wurde die Gielkassette nicht vollstindig mit der
Gellosung gefiillt, sondern nur bis 1-1,5 cm unterhalb des Rands. Unmittelbar nach dem
Einfiillen der Gellosung wurde mit 1 mL wassergeséttigtem 2-Butanol {iberschichtet, um eine

glatte Gelkante zu erhalten.

Kurz vor Gebrauch der Gele, d.h. frithestens 2-3 h nach dem Gieflen, wurde das 2-Butanol mit
Filterpapier vorsichtig abgenommen und die Geloberfliche mit SDS-Elektrophoresepuffer

gewaschen.

Der IPG-Streifen wurde zweimal fiir mindestens 15 min bei Raumtemperatur in 10 mL SDS-
Equilibrierungspuffer (ausreichend fiir zwei [PG-Streifen) geschiittelt. Die Losung des ersten
Equilibrierschrittes enthdlt 1 % (m/v) DTT, die des zweiten 135 mM lodacetamid. Beide

Reagenzien wurden erst kurz vor Gebrauch zugegeben.

AnschlieBend wurde der equilibrierte IPG-Streifen kurz in SDS-Elektrophoresepuffer
getaucht, luftblasenfrei auf das SDS-Gel gelegt und mit einem geeigneten Spatel vorsichtig

angedriickt.

Die Befestigung des IPG-Streifens erfolgte mit 1-2 mL heiBler Agarose-Fixierlosung. Nach
dem Erstarren der Agarose wurde die Elektrophorese gestartet. Die Trennung wurde bei einer
maximalen Stromstirke von 25 mA pro Gel iiber 2000 Vh durchgefiihrt (mit Spannungsquelle
MultiDrive XL, Pharmacia).

3.3.6 Fiarbemethoden fiir die Gelelektrophorese

3.3.6.1 Fluoreszenzfiarbung mit Ruthenium-(II)-tris-(bathophenanthrolin-
disulfonat)

Verwendet wurde eine Methode nach RABILLOUD et al. (2001).

Stammldsungen:
Fixierer:
Endkonzentration Menge
Ethanol (96 %, vergillt N
mit Petrolether) 30% (V) 313 mL
Essigsédure (Eisessig) 10 % (v/v) 100 mL
H>Oidest. ad 1000 mL
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Férbelosung:
Endkonzentration Menge
E;%ae‘;;ﬁff 7%, 20 % (v/v) 210 mL
Ruthenium-Chelat 100-200 nM 5-10 uL
H,Opidest. ad 1000 mL

Das Ruthenium-Chelat wurde erst kurz vor dem Férbeschritt zugegeben.

Die Gele wurden fiir mindestens 6 h in der Fixierlosung geschiittelt. Danach erfolgte
viermaliges Waschen fiir jeweils 30 min in 20 % (v/v) Ethanol zur Beseitigung der

iberschiissigen Essigsdure.

AnschlieBend wurden die Gele unter Lichtausschluff iiber Nacht in der Farbeldsung
geschiittelt. Direkt vor der Fluoreszenzmessung wurden die Gele zweimal fiir 10 min in

H;Opigest. equilibriert.

Die Aufnahme der Gelbilder erfolgte mit dem Fluoreszenzscanner Fuji FLA 3000, Fujifilm
(Diisseldorf), unter Verwendung der BASReader-Software, Version 3.14. Die Auswertung
erfolgte mit der Software Raytest AIDA; Image Analyzer Array Compare, Version 3.20.

3.3.6.2 Farbung mit Coomassie Brilliant Blue

Es wurde eine modifizierte Variante der kolloidalen Coomassie-Farbung nach NEUHOFF et al.

(1988, 1990) angewandt.

Stammldsungen:
Losung A:
Endkonzentration Menge
ortho-Phosphorsédure (85%) 2% (m/v) 20¢g
H2Ovidest. 800 mL
(NH4)2SO4 10% (m/v) 100 g
H,Obidest. ad 980 mL
Losung B:
Endkonzentration Menge
Coomassie Brilliant Blue 5% (m/v) lg
CBB - G 250
H2Ovigest. ad 20 mL
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Losung C:

Losung A
Losung B

Endkonzentration

98% (v/v)
2% (v/v)

Losung C wurde vor Benutzung iiber Nacht auf einem Magnetriihrer geriihrt.

Fixierer:

Methanol
Essigsdure (Eisessig)

H7Opidest.

Arbeitsschritte:

Endkonzentration

40% (v/v)
10% (v/v)

Menge
400 mL

100 mL

ad 1000 mL

Die Gele wurden fiir mindestens 1 h im Fixierer geschiittelt. Die Farbung erfolgte in

einer Losung aus 80 % (v/v) Losung C und 20 % (v/v) Methanol fiir mindestens 3 h.

Anschlieflend wurden die Gele mehrmals in HyOye entférbt.

3.3.6.3 Silberfiarbung

Zur Silberfarbung wurde eine modifizierte Methode nach HEUKESHOVEN & DERNICK (1985)

angewandt.

Losungen (ausreichend fiir maximal 2 Gele):

A. Fixierer:

Methanol
Essigsdure (Eisessig)

H3Opidest.

B. Inkubationslosung:

Ethanol

Na,S,05 x 5 H,O
Natriumacetat x 3 H,O
Glutardialdehyd (50 %)
H:Obidest.

Endkonzentration
50 % (v/v)
10 % (v/v)

Endkonzentration
30 % (v/v)
0,2 % (m/v)
0,8 M
6% (V/Vv)

Menge
250 mL

50 mL
ad 500 mL

Menge
75 mL

0,785 ¢
2722 ¢
2,5mL
ad 250 mL
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C. Silbernitratlosung:

Silbernitrat
Formaldehyd (37 %)
H>Ovidest.

D. Entwickler:

N8.2CO3
Formaldehyd (37 %)
H>Opidest.

E. Stoplosung:

EDTA
H>Ovidest.

Arbeitsschritte:

Inkubationslosung, Silbernitratlosung und Entwickler wurden erst kurz vor Gebrauch

angesetzt.

Die Gele wurden zunédchst mindestens 2 h im Fixierer geschwenkt, danach weitere 2 h in der
Inkubationslésung. AnschlieBend wurde dreimal 20 min in H,Opigest. gewaschen. Es folgte

eine Inkubation in der Silbernitratlosung fiir 30 min.

Uberschiissiges Silbernitrat wurde durch kurzes Schwenken (ca. 60 s) in HyOpigest. €ntfernt.

Die Gele wurden dann in eine saubere Schale mit Entwickler iiberfiihrt. Es wurde so lange

Endkonzentration

0,1 % (m/v)
0,01 % (v/v)

Endkonzentration

2,5% (m/v)
0,01% (v/v)

Endkonzentration

0,05 M

entwickelt, bis sich ein deutliches Proteinmuster gebildet hatte.

Die Entwicklung wurde durch Uberfiihren in Stopldsung beendet.

Menge
0,25¢g
72 uL
ad 250 mL

Menge
6,25 ¢g
72 uL
ad 250 mL

Menge
94¢g
ad 500 mL
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3.4 Proteinanalytik

3.4.1 Massenspektrometrische Analyse

Mit Ruthenium-(II)-tris-(bathophenanthrolin-disulfonat) gefirbte 2D-Gele wurden ohne

weitere Fixierung einer Coomassie-Féarbung unterzogen (vgl. 3.3.5.2).

Ausgewihlte Proteinspots wurden anschlieend unter sterilen Bedingungen mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in Eppendorf-Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Um Kreuzkonta-

minationen zu vermeiden, wurde flir jeden Proteinspot eine neue Skalpellklinge verwendet.

Die Gelstiicke wurden in einer Vakuumzentrifuge oder alternativ in einem Exsikkator mittels
Membranpumpe getrocknet, bei —70°C gelagert und zur Analyse verschickt. Die
massenspektrometrische Analyse erfolgte an der Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung, Braunschweig. Hierzu wurden die Proteine im Gel mittels Trypsin in
Peptidfragmente zerlegt und diese nach Standardprotokollen extrahiert und gereinigt. Zur
Elektrospray-Massenspektrometrie diente ein Q Tof [I-Massenspektometer (Micromass) mit
Nanospray-lonenquelle und goldbeschichteten Kapillaren (Protona, Odense). Mehrfach
geladene Molekiilionen wurden vom Quadrupol-Analysator selektiv in die Kollisionszelle
(Kollisionsenergie 25 bis 30 eV) zur kollisionsinduzierten Fragmentierung iiberfiihrt. Die
gebildeten Tochterionen wurden mittels orthogonalem Flugzeit-(time of flight)-Analysator
getrennt und die aufgenommenen MS-MS-Spektren nach Verstirkung (Max. Ent. 3,

Micromass) zur Sequenzbestimmung der tryptischen Peptide verwendet.
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3.4.2 Testverfahren zur enzymatischen Hydrolyse von Sorbitanestern

[nach ZORN et al., 2003a]
Mineralsalzmedium:
Endkonzentration
NH4NO; 2¢L"
K,HPO, 2gL"
KH,PO, 1gL’
MgSO, 02gL’
CaCl, x 2 H,0 0,14gL’"
NaCl 02gL"
Spurenelementlosung 2mL L
(vgl. 3.2.2.1)
Einstellen auf pH 7,0
Losung a:
Menge
Tris-HCI 8 mg
NaCl 25 mg
H,Opidest. ad 100 mL
Losung b:
Menge
Tween 80™ lg
CaCl, 20 mg
H2Ovigest. ad 100 mL

Vorkulturen von P. sapidus wurden in Standardndhrlosung (vgl. 3.2.2.1) fiir sieben Tage bei
150 rpm und 24 °C kultiviert. Das Mycel wurde durch Zentrifugation (10 min, 3000 x g,

4 °C) vom Medium getrennt und anschlieend in Mineralsalzmedium resuspendiert.

Zur Bereitung der Hauptkulturen wurden jeweils 100 mL frisches Mineralsalzmedium mit
20 mL (entsprechen etwa 100 mg Trockenmasse) der homogenisierten Vorkulturen inokuliert.
Nach Zusatz von 10 pL Paprika- bzw. Tagetes-Oleoresin wurde fiir 3 bis 6 Tage bei 24 °C

und 150 rpm submers kultiviert.

Zur Herstellung der Tween 80™-haltigen Testagarplatten wurden 60 mL einer Losung a mit

1,2 g Agar-Agar aufgekocht und anschliefend mit 60 mL Ldsung b versetzt. Der pH-Wert
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wurde mit 0,1 M NaOH auf 6,8 eingestellt. Nach dem Erkalten wurden mit einem Korkbohrer
Locher (& =5 mm) in die Platten gestanzt, in welche die Enzymproben aufgegeben wurden.
Nach Inkubation tiber Nacht wurden die Platten mit 0,1 M NaOH iiberschichtet und sofort

visuell ausgewertet.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der es mdglich ist, schnell und
gezielt DNA-Fragmente zu amplifizieren. Durch den Einsatz entsprechender Primer kdnnen
auch Schnittstellen und Nukleotidaustausche in das PCR-Produkt eingefiihrt werden [MULLIS
& FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988]. Die Reaktion wurde in sterilen 0,5 ml PCR-

Reaktionsgefaflen durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

2 ul Template-DNA (100 ng)

1 ul ANTP-Mix (QIAGEN)

3 ul 3° PCR-Primer (10 pmol pL™)

3 ul 5° PCR-Primer (10 pmol pL™)

5 ul 10 x PCR-Puffer (QIAGEN)

0,3 ul HotStar Taq-Polymerase (QIAGEN)
ad 50 pl HyOpigest. (steril)

Da ein Thermocycler mit Deckelheizung (Eppendorf) benutzt wurde, konnte auf den Einsatz
von Mineraldl verzichtet werden. Fiir die Reaktion wurde folgendes Programmschema
verwendet:
1) 15 min bei 95°C zur Aktivierung der HotStar Tag-Polymerase als einmaliger
erster Schritt
2) 1 min bei 94°C zur Denaturierung der Template-DNA

3) 1 min zur Bindung der PCR-Primer an die Template-DNA (Annealing)
Die optimale Annealing-Temperatur wurde empirisch ermittelt und lag je nach
Primer-Paar zwischen 48 und 60 °C.

4) 2 min 72°C Polymerasereaktion (Elongation)

5) Als letzter Schritt 10 min bei 72°C zur Vervollstindigung unvollstdndiger
Elongationsreaktionen
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Wihrend des Programmablaufs wurden die Schritte 2 bis 4 beliebig oft wiederholt (ca. 25 bis
35 Zyklen).

3.5.2 Temperaturprogramme fiir den Thermocycler

Als Alternative zum o.g. Programmschema fiir die PCR wurde ein Programm fiir eine
Touchdown-PCR benutzt. Es handelt sich um eine Methode mit variabler Annealing-
Temperatur zur Erhohung der Spezifitit der Primerbindung. Die Annealing-Temperatur des
ersten Zyklus sollte 5-10 °C {iber der Schmelztemperatur der Primer liegen. In den folgenden
Zyklen wird die Annealing-Temperatur um 1-2 °C/Zyklus bis zum Erreichen der

Primerschmelztemperatur gesenkt [DON et al., 1991; Roux, 1995].

Tabelle 3.1: Temperaturprogramm fiir Touchdown-PCR mit HotStar Taq-Polymerase (QIAGEN)

Step Temp. [°C] Zeit [min] Step Temp. [°C] Zeit [min]
1 95 15 21 54 0,5
2 94 1 22 72 0,5
3 60 0,5 23 94 1
4 72 0,5 24 53 0,5
5 94 1 25 72 0,5
6 59 0,5 26 94 1
7 72 0,5 27 52 0,5
8 94 1 28 72 0,5
9 58 0,5 29 94 1
10 72 0,5 30 51 0,5
11 94 1 31 72 0,5
12 57 0,5 32 94 1
13 72 0,5 33 50 0,5
14 94 1 34 72 0,5
15 56 0,5 35 GOTO 32 REP 25
16 72 0,5 36 72 10
17 94 1 37 HOLD 4 °C
18 55 0,5
19 72 0,5

20 94 1

3.5.3 Propagation von A-Phagen [nach SAMBROOK et al., 1989]

Zur Isolierung von A-DNA wurde zunidchst eine Phagenpropagation durchgefiihrt. Dazu
wurde eine einzelne Kolonie von E. coli XL1-Blue in 15 mL LB MM suspendiert und iiber
Nacht bei 30 °C und 160 rpm inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend abzentrifugiert
(10 min, 3000 x g, 4 °C), das Pellet in 5 mL steriler 10 mM MgSQO,4 suspendiert und mit
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einem Aliquot die optische Dichte bei 600 nm (ODggo) liberpriift. Nach Versetzen mit einer

geeigneten Menge A-Phagen wurde zur Adsorption an die Zellen 15 min bei 37 °C inkubiert.

Das richtige Mengenverhéltnis zwischen Phagen und E.coli ist zu beachten, damit eine grof3e
Menge an Phagen erhalten wird. Bei der infection at low multiplicity wird eine kleine Menge
Bakterien mit Phagenpartikeln in eine groBe Menge Medium gegeben. Es wird davon
ausgegangen, dall zunichst nur ein kleiner Teil der Bakterien infiziert wird, wihrend sich die
anderen Zellen ungestort teilen konnen. Nach mehreren Wachstumszyklen und Reinfektionen
erhdlt man eine groBBe Anzahl an Bakteriophagen. Im giinstigsten Fall werden alle Bakterien
infiziert und eine komplette Lyse ist zu beobachten. Als Richtwert sollten 5 x 107 pfu pro 10"
Bakterienzellen verwendet werden. Fiir E. coli XL1-Blue gilt: Eine ODggo = 1 entspricht 10'°
Zellen pro Milliliter.

Die Losung wurde zu 100 mL LB MM in einem 500 mL Erlenmeyerkolben gegeben und bei
37 °C und 200 rpm ca. 5 Stunden inkubiert, bis infolge der Lyse der Bakterienzellen eine
deutliche Aufklarung der Losung beobachtet wurde. AnschlieBend wurde mit 2 mL
Chloroform versetzt, gut vermischt und bei 37 °C und 200 rpm 15 min inkubiert. Die Losung
wurde in sterile Gefd3e iiberfiihrt, zentrifugiert (15 min, 15000 x g, 4 °C) und danach vom
Chloroform dekantiert.

Die weitere Vorgehensweise zur Isolierung von A-DNA erfolgte nach Vorschrift mittels

Lambda Kit (QIAGEN).

3.6 Sonstige Methoden

3.6.1 Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach GUTFINGER
(1981)

Es handelt sich um ein Verfahren zur photometrischen Bestimmung des Gesamt-
phenolgehaltes mittels Folin-Ciocalteau-Reagenz. Die in der Probe enthaltenen Phenole
werden im alkalischen Milieu mit Folin-Ciocalteau-Reagenz zu einem blauen Farbstoff

umgesetzt.

100 uL Probe wurden in einen 10 mL Messkolben {iberfiihrt, mit 5 mL mit HyOpjges. verdiinnt

und mit 0,5 mL Folin-Ciocalteau-Reagenz versetzt. Nach 3 min wurde 1 mL gesittigte
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Na,COs;-Losung zugegeben und mit HyOpigest. bis zur Eichmarke aufgefiillt. Nach 60 min
wurde die Extinktion bei 725 nm spektrophotometrisch gegen einen Reagenzienblindwert

gemessen. Eine Kalibriergerade wurde mit Gallussdure als Standard erstellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ErdnuBschalen als ligninhaltiges Substrat

Als ligninhaltiges Substrat wurde die ErdnuB3fruchtwand (Schale), getrennt von Samenschale
und Samen, handelsiiblicher gerdsteter Erdniisse (Arachis hypogaea) verwendet. Die
Fruchtwand wurde mit einem Kiichenmixer grob zerkleinert und anschliefend mit einer
Gewiirzmiihle fein vermahlen. Der ermittelte Ligningehalt lag zwischen 32 und 35 % [WES,

2003].

4.2 Auswahl von ligninabbauenden Basidiomyceten

Zur Auswahl geeigneter ligninabbauender Basidiomyceten wurde ein Screening mit 46
Stimmen durchgefiihrt, in dem auf Anwesenheit und Aktivitidt von Peroxidasen, Laccasen,
Polyphenoloxidasen und Tyrosinasen gepriift wurde (vgl. 3.2.5). Die Kultivierung der

Organismen erfolgte dazu auf festem Nahrmedium mit ErdnuBBschalen (vgl. 3.2.2.4).

Vier Reagenzien wurden im Abstand von sieben Tagen auf das Oberflichenmycel der

Agarkulturen aufgetragen (Abb. 4.1):

» Zum Nachweis von Peroxidasen wurde eine H,O,/Pyrogallol-Lésung verwendet. Bei

Anwesenheit von Peroxidasen war eine gelbbraune Farbung zu beobachten.

» Fiir die Detektion von Polyphenoloxidasen wurde eine ethanolische Guajakharzlosung
aufgetragen. Ein positiver Nachweis von Polyphenoloxidasen duferte sich in einer

Blaufiarbung.

» Eine violette Firbung war bei Zugabe von ethanolischer a-Naphthol-Losung zu

beobachten, wenn Laccasen vorhanden waren.

= Bei Sekretion von Tyrosinasen trat nach Zugabe einer ethanolischen p-Kresol-Losung

Orangefarbung auf.
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Die Enzymaktivititen wurden anschlieend anhand der auftretenden Farbintensititen vier

Aktivititsbereichen zugeordnet:

keine Aktivitét (0),
schwache Aktivitit (1),
mittlere Aktivitét (2) und
starke Aktivitat (3).

AuBerdem wurde Ort der Farbung verzeichnet, wenn eine eindeutige Zuordnung moglich war:

Féarbung des Mycels MY
Féarbung des umgebenden Mediums X (als ,,Hof™)

ES

Farbung an den ErdnuB3schalen

Lepista irina

277
] "

Cyathus striatus Hericium eriﬁaceus
Abb. 4.1: Farbreaktionen zum Nachweis lignolytischer Enzymaktivitdten an unterschiedlichen Kulturtagen.
Auf jeder Oberflachenkultur entsprechen die angefirbten Segmente: Links oben: Polyphenol-

oxidasen (Guajakharz, blau), links unten: Laccasen (a-Naphthol, violett), rechts oben: Tyrosinasen
(p-Kresol, orange), rechts unten: Peroxidasen (Pyrogallol, gelbbraun).
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Dabei wurden die Aktivititen mit Kulturen verglichen, die im gleichen Zeitraum ohne
ErdnuB3schalen inkubiert worden waren. Die vollstindigen Ergebnisse sind im Anhang

aufgefiihrt (vgl. 7.1).

Mehr als die Hilfte der iiberpriiften Spezies (24, entspricht 52 %) zeigten unter den gewédhlten
Kulturbedingungen keine oder nur geringe Enzymaktivititen. Sechs Basidiomyceten (13 %)
zeigten keinerlei Enzymaktivitdt. Mittlere bis hohe Enzymaktivititen wiesen alle Vertreter der
Gattung Cyathus auf. Bis zum 14. Kulturtag waren bei Cyathus earlei (CBS 440.80) hohe
Enzymaktivititen sowohl mit als auch ohne ErdnuBschalen nachweisbar. Im weiteren
Kulturverlauf war die Aktivitit jedoch nur noch schwach ausgepriigt. Ahnlich verhielt sich
Cyathus julietae (CBS 373.80). Cyathus helenae (CBS 372.80) und Cyathus limbatus (CBS

335.81) zeigten keinerlei Tyrosinaseaktivitét iiber den gesamten Beobachtungszeitraum.

Organismen, die ausschlieflich bei der Kultivierung auf ErdnuBschalen Enzymaktivititen
aufwiesen oder wesentlich stirkere Enzymaktivitit zeigten als ohne Induktion, waren
Bjerkandera adusta (CBS 414.48), Ganoderma applanatum (CBS 250.61), Lentinus lepideus
(CBS 450.79), Marasmius alliaceus (CAS 413) und Tyromyces floriformis (CBS 232.53). Der
umgekehrte Fall, d.h. deutlich héhere Enzymaktivitdten im nicht induzierten Fall, zeigte sich

bei den Lentinula edodes-Staimmen CBS 225.51 und CBS 389.89.

AuBlerdem war bei Hypomyces odoratus (CBS 764.68), Ischnoderma benzoinum (CBS
311.29) und Marasmius scorodonius (CBS 137.83) zu beobachten, daB3 sich bei nicht
induzierter Kultivierung einige Enzymaktivitdten wesentlich langsamer entwickelten als bei

Wachstum auf Erdnuf3schalen.

Uberwiegend war die Aktivititsfirbung am Pilzmycel lokalisiert. Bei Cyathus helenae (CBS
372.80) und Hericium erinaceus (CBS 260.74) war Polyphenoloxidaseaktivitit vor allem an
den ErdnuB3schalen zu finden. Eine Farbung des umgebenden Mediums bzw. eine Fiarbung als
Vorhof zum angrenzenden Mycel war im Fall der Laccase besonders ausgepriagt bei Cyathus
pallidus (CBS 376.80), Cyathus striatus (DSMZ 1652), Lepista nuda (CBS 300.58) und
Pleurotus sapidus (DSMZ 8266), bei welchem Aktivitit von Phenoloxidasen, Laccasen und
Peroxidasen nach 28 Kulturtagen auch an den ErdnuBlschalen zu finden war.
Tyrosinaseaktivitdt auBerhalb des Mycels zeigte sich bei keinem der 46 untersuchten

Organismen.

Tabelle 4.1 falit diejenigen Basidiomyceten zusammen, die besonders hohe Enzymaktivititen

aufwiesen.
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Tabelle 4.1: Enyzmaktivitdten ausgewéhlter Basidiomyceten aus Oberflachenkultivierungen mit (induziert) und
ohne ErdnuBschalen (siehe dazu auch Anhang 7.1). Aktivititen: O=keine, 1=schwache, 2=mittlere ,
3=starke Aktivitit. Ort der Firbung (wenn eindeutige Zuordnung moglich): MY=Mycel,
X=Farbungshof, ES=Erdnuf3schalen.

Nr. Organismus Aktivititsiiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
P ert | ndwert | induert | induert
22 Lepista irina
CBS 458.79
Polyphenoloxidase NG T T T G T T G TG T
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 2W 1 |2 33w ogowlgow 3w
Peroxidase | N N B T A T I T
26  Marasmius scorodonius
CBS 166.44
Polyphenoloxidase 2 M 2 My M3y 3y 3o 3w
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 33 3 2w 3w 3w |3 3w
Peroxidase | B A G T T G T
27  Marasmius scorodonius
CBS 137.83
Polyphenoloxidase 2 T G T S . B G 3
Tyrosinase 0 0 3wy 3 ™3 3
Laccase 3+ 1 ™[2™ 1 [3™ 3™[3 3
Peroxidase 1 1 1 2 3 3 3 3
30 Meripilus giganteus
CBS 561.86
Polyphenoloxidase IR U HC N T o G B
Tyrosinase 2 W 3 M3 e 3 3o o 3o 30
Laccase 3% 2k |3 3w 3w 3w ow
Peroxidase P2 T T 0 S T (G T B
39  Pleurotus sapidus
DSMZ 8266
Polyphenoloxidase oM opomv|gowv g owv | 3w g3 03wy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 3% 2% |3 1W[3ow o 3owl3 0 ogow
Peroxidase Px 1 x o px [y o], 3w

Fiir weitere Untersuchungen wurden Pleurotus sapidus und Lepista irina ausgewéhlt.

48



ERGEBNISSE

P. sapidus zeigte als einziger der in Tabelle 4.1 aufgefiihrten Organismen ausgeprigte
Enzymaktivitdten sowohl auflerhalb des Mycels als auch am Substrat. Zudem erwies sich

P. sapidus als vergleichsweise schnell wachsender Basidiomycet.

4.3 Submerskultivierung von Pleurotus sapidus und

Lepista irina

4.3.1 Statisch-dynamische Kultivierung

Um eine moglichst vollstindige Anhaftung des Pilzmycels am Substrat zu gewdhrleisten,
wurde nach Inokulation zunéchst sieben Tage statisch inkubiert. Nach diesem Zeitraum war
ein kompletter Bewuchs des Substrates zu beobachten, wihrend ohne vorangestellte statische
Kultivierungsphase Mycel und Substrat nach Zugabe des Mediums weitgehend getrennt
voneinander vorlagen. Die Inkubation der Submerskultur unter Schiitteln wird im folgenden

als dynamische Kultivierung bezeichnet.

In den im folgenden dargestellten Graphen ist der Zeitpunkt, an dem die immobilisierte
Kultur mit fliissigem Medium versetzt wurde, gleich Null gesetzt (vgl. Abbildungen 4.2 bis
4.15). Alle quantitativen Daten ergaben sich als Mittelwerte aus mindestens Doppel-

bestimmungen.

Referenzkultivierungen ohne Erdnufschalen wurden stets mit Glaswolle als inertem Triger
durchgefiihrt, um die Substratbindung zu simulieren und vergleichbare Kulturbedingungen

sicherzustellen.

Neben den Kulturparametern pH-Wert, Protein- und Glucosegehalt wurden stellvertretend fiir
die extrazelluliren Enzyme die Aktivititen von Laccase (EC 1.10.3.2) und Glucoseoxidase
(EC 1.1.3.4) bestimmt. Aufgrund der Anhaftung des Mycels am Substrat war eine
Bestimmung der Biofeucht- oder Biotrockenmasse nicht durchfiihrbar. Daher wurde als
analytischer Parameter zur Beurteilung der Vitalitdt der Kulturen die Laccase-Aktivitét

herangezogen.

4.3.1.1 Submerskultivierung von Pleurotus sapidus

Die Laccase-Aktivitdat war bei der Kultivierung auf Erdnuf3schalen stets wesentlich héher als
bei der Kontrolle. Bei induzierter Kultivierung war nach einer Kulturdauer von 48 h ein

starker Abfall (ca. 50 %) der Laccase-Aktivitéit zu verzeichnen. Bei der Referenzkultur verlief
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der Abfall iiber einen Zeitraum von vier Tagen. AnschlieBend war die Aktivitit nahezu

konstant (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Laccaseaktivitit im Kulturmedium bei der Kultivierung von P. sapidus mit und ohne ErdnufB3schalen.
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Abb. 4.3: Proteingehalt im Kulturmedium bei der Kultivierung von P. sapidus mit und ohne Erdnufischalen.
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Der durchschnittliche Proteingehalt im Kulturmedium betrug bei Induktion ca. 250 pg mL™
und war damit im Mittel ungefihr 100 pg mL™ hoher als bei der Kontrolle auf Glaswolle. Der
Proteingehalt im Kulturiiberstand war bei Kultivierung auf ErdnuBschalen iiber den
beobachteten Zeitraum hinweg nahezu konstant (Abb. 4.3). In stickstoffarmer Néhrlosung
(ohne Organismus) (vgl. 3.2.2.2), die iiber einen Zeitraum von sieben Tagen mit ErdnulB3-

schalen inkubiert wurde, war mit der Bestimmungsmethode nach LOWRY et al. (1951) kein

Protein nachweisbar.

Die Aktivitit der Glucoseoxidase (GOD) fiel bei induzierter Kultivierung von 230 U L™ nach
24 h innerhalb eines weiteren Kulturtages um fast 95 % auf ca. 15 U L ab. Danach verhielt
sich die Glucoseoxidaseaktivitit dhnlich wie bei der Kultivierung auf Glaswolle, die im

gesamten beobachteten Zeitraum zwischen 15 und 30 U L™ betrug (Abb. 4.4).

250 -
= P, sapidus auf ES

. O P. sapidus Kontrolle
7 _
D
= 200
-
:‘.(E
=
= ]
X P
© -
[0}
(/2]
© 40
S
S 304 '
o 20 o O
(&) T @] O o - . O
E . 9 n n
O 10 - -

0 I I I

I B m m e e e e e LI E e e S e e e
o 1+ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 4.4:  Glucoseoxidaseaktivitit im Kulturmedium bei der Kultivierung von P. sapidus mit und ohne
Erdnuf3schalen.

Der pH-Wert der induzierten Kultur fiel innerhalb der ersten zwei Kulturtage von 5,5 auf 5,0
und erreichte nach sechs Kulturtagen einen nahezu konstanten Wert. Die Glucose im

Kulturmedium war am sechsten Kulturtag nicht mehr nachweisbar (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5:  Verlauf von pH-Wert und Glucosegehalt im Kulturmedium bei der Kultivierung von P. sapidus auf

ErdnufB3schalen.
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Abb. 4.6: Verlauf von pH-Wert und Glucosegehalt im Kulturmedium bei der Kultivierung von P. sapidus auf
Glaswolle.

Der pH-Wert bei der Kultivierung auf Glaswolle erreichte nach fiinf Kulturtagen ein
Minimum von 4,8. Im weiteren Verlauf der Kultivierung stieg der pH-Wert auf einen nahezu
konstanten Wert von 5,4. Nach acht Tagen war im Kulturmedium keine Glucose mehr

nachweisbar (Abb. 4.6).
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4.3.1.2 Submerskultivierung von Lepista irina

Die Laccaseaktivitidt bei der Kultivierung von Lepista irina war allgemein geringer als bei
P. sapidus und iiberschritt 200 U L™ nicht. Die Laccaseaktivitit war bei Kultivierung auf
Glaswolle wesentlich geringer als bei Induktion. Bei der induzierten Kultur trat ein Maximum
der Laccaseaktivitit bei 170 U L™ am neunten Kulturtag auf. Die Aktivitit der Referenzkultur
dagegen blieb gering und iiberstieg 30 U L™ nicht (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Laccaseaktivitit im Kulturmedium bei der Kultivierung von L. irina mit und ohne Erdnufischalen.

Der Proteingehalt im Uberstand der induzierten Kulturen war ca. 50 pg mL™" héher als bei der
Referenzkultur auf Glaswolle. Ein Minimum war bei beiden Kultivierungen am zweiten und

dritten Kulturtag zu verzeichnen (Abb. 4.8).

Die Glucoseoxidaseaktivitit im Kulturmedium erreichte bei der Kultivierung auf
ErdnuBschalen am dritten Tag ein Maximum von 28 U L. Ab dem fiinften Kulturtag betrug
die Aktivtitit nahezu konstant 16 U L. Die Referenzkultur wies am siebten Kulturtag ein

Maximum von 14 U L! auf. Im weiteren Kulturverlauf sank die GOD-Aktivitit auf 12 U L™
ab (Abb. 4.9).
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Abb. 4.8:  Proteingehalt im Kulturmedium bei der Kultivierung von L. irina mit und ohne Erdnuf3schalen.
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Abb. 4.9:  Glucoseoxidaseaktivitidt im Kulturmedium bei der Kultivierung von L. irina mit und ohne Erdnuf3-
schalen.
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Abb. 4.10: pH-Wert und Glucosegehalt im Kulturmedium bei der Kultivierung von L. irina auf Erdnuf3schalen

6,5 —12
- e pH O D-Glucose I
T o 41,0
6,0 - 1
] Hos8 &
o =
| | 8
7 )
5,5 . 106
P ] o . ¢ . 3
1 . 3
=}
- . . H04 5
] L. o
5,0 1
4 . @)
] . 402
1 o ]
4,5 4+——1— —7¢——1——7——7——7—— 0,0

o
N
N -
w

4 5 6 7 8 9 10 1
Kultivierungsdauer [d]

Abb. 4.11: pH-Wert und Glucosegehalt im Kulturmedium bei der Kultivierung von L. irina auf Glaswolle

Bei der Kultivierung von L. irina auf Erdnu3schalen erreichte der pH-Wert im Kulturmedium
ein Minimum von 5,3 am fiinften Kulturtag. Im Gegensatz dazu trat bei der Referenzkultur
ein Minimum von 4,8 am vierten Kulturtag auf. Der Glucosegehalt war bei der Kultivierung
auf ErdnufB3schalen nach neun, bei Kultivierung auf Glaswolle bereits nach sechs Tagen nicht

mehr nachweisbar (Abbildungen 4.10 und 4.11).
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4.3.2 Kultivierung im fed batch-Verfahren

Ein fed batch-Verfahren ist eine ProzeBvariante, die eine Zwischenstellung zwischen einer
geschlossenen Chargenkultur und einer kontinuierlichen Kultur einnimmt. Das hier
angewandte Kultivierungsverfahren unterscheidet sich vom klassischen fed batch-Verfahren
dadurch, daB3 das komplette Kulturmedium nach einer bestimmten Inkubationszeit entfernt
und durch neues ersetzt wurde. Bei dem klassischen fed batch-Verfahren wird lediglich mit

frischer Nahrstofflosung versetzt [ROMPP, 1995].

Zur Gewinnung von extrazelluldren Proteinen wurde eine Kultivierungsmethode entwickelt,
die das Entfernen des kompletten Kulturmediums unter Erhaltung des bereits vorhandenen

Mycels und der Sterilitét erlaubt.
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Abb. 4.12: Laccaseaktivitit im Kulturmedium bei der fed batch-Kultivierung von P. sapidus mit ErdnuB-
schalen; die Pfeile kennzeichnen die Aktivitit kurz vor dem Wechsel des Mediums.
Fir die Kultivierung im fed batch-Verfahren wurden unzerkleinerte Erdnufschalen
verwendet, da diese eine einfachere Abtrennung des Kulturmediums als bei Einsatz

gemahlener Schalen ermoglichten.

Bei der Kultivierung von P. sapidus nahm die Laccase-Aktivitdt nach jedem Wechsel des
Kulturmediums stark zu. Jedoch war liber den gesamten Kulturverlauf gesehen (57 d) eine

Abnahme der durchschnittlichen Aktivitdt zu beobachten (Abb. 4.12). Limitierend war hier
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auBerdem das KulturgefaB3, welches aufgrund des bestindigen Wachstums des Mycels

schlieBlich nicht mehr ausreichend Platz fiir die bendtigte Menge an Kulturmedium lieB3.

Ahnliche Beobachtungen wurden bei der fed batch-Kultivierung von L. irina gemacht. Die
Laccase-Aktivitit nahm ebenfalls nach jedem Wechsel des Kulturmediums zunichst wieder
zu, zum anderen war jedoch iliber die gesamte Kultivierungsdauer gesehen ebenso wie bei

P. sapidus eine Abnahme der durchschnittlichen Aktivitit zu beobachten (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Laccaseaktivitit im Kulturmedium (L. irina, fed batch-Kultivierung); die Pfeile kennzeichnen die
Aktivitdt kurz vor dem Wechsel des Kulturmediums.

Durch Supplementierung des Mediums mit 300 pM Cu®" konnte eine Steigerung der Laccase-
Aktivitit erreicht werden. So wurden Aktivititssteigerungen von iiber 500 U L™ im fiinften

Zyklus (nach einer Kultivierungsdauer von insgesamt 57 d) erreicht (Abb. 4.14).

Unter Cu®*-Supplementierung war der Proteingehalt von P. sapidus stets geringfligig hdher
als ohne, jedoch war in beiden Féllen ein &hnlicher Verlauf {iber den gesamten

Kultivierungszeitraum zu verzeichnen (Abb. 4.15).
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Abb. 4.14: Laccaseaktivitdt im Kulturmedium (P. sapidus, fed batch-Kultivierung, Medium supplementiert
mit 300 pM Cu®" ); die Pfeile kennzeichnen die Aktivitdt kurz vor dem Wechsel des Kultur-

mediums.
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Abb. 4.15: Proteingehalt im Kulturmedium (P. sapidus, fed batch-Kultivierung) mit und ohne Cu**-Supplemen-
tierung
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4.4 Sekretom-Analytik mittels Zweidimensionaler Gel-

elektrophorese

4.4.1 Probenvorbereitung

Um auf eine geniligend grofle Menge extrazelluldrer Proteine zuriickgreifen zu konnen,
wurden die Kulturmedien fiir eine elektrophoretische Trennung zunédchst (wie unter 3.3.1)

konzentriert.

Bei der Ultrafiltration wurde eine Volumenreduzierung um ca. 80 % erreicht. Eine
nochmalige Reduktion um 80 % wurde durch Dialyse der bei der Ultrafiltration erhaltenen

Retentate gegen 70 % (v/v) Glycerol erzielt.

Tabelle 4.2 zeigt beispielhaft die Proteinkonzentration der einzelnen Reinigungsstufen. Durch
die Dialyse waren Proteinverluste von ca. 30 % in Bezug auf das Ultrafiltrationskonzentrat zu

verzeichnen.

Tabelle 4.2: Konzentrierung der extrazelluliren Proteine bei Aufreinigung von Kulturiiberstinden von
P. sapidus auf ErdnuBschalen (7. Kulturtag)

Protein-
Probe Volumen konzentration Gesamtprotein
[mL] [mg mL"] [mg]
Kulturmedium 100 0,27 27
Permeat der Ultrafiltration 85 0,19 16,2
Retentat der Ultrafiltration 15 0,67 10,1
Dialyse-Konzentrat 3 2,37 7,1

Fiir die Erstellung von zweidimensionalen Elektropherogrammen wurden, wenn nicht anders
erwahnt, Kulturiiberstinde aus Kultivierungen mit stickstoffarmem Né&hrmedium (vgl.
3.2.2.2) ohne zusitzliche Cu*"-Supplementierung verwendet, um zu gewihrleisten, daB

ausschlieBlich die Induktion von Enzymen durch Erdnuf3schalen detektiert wird.
4.4.2 Methodenentwicklung zur Visualisierung der Proteinmuster

4.4.2.1 Prazipitation der Proteine

Die Proteinkonzentrate, die wie unter 3.3.1 angegeben gewonnen wurden, wiesen eine

intensiv braune Féarbung auf. Um noch in LoOsung befindliche Salze, die bei der
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isoelektrischen Fokussierung stéren, moglichst vollstindig zu entfernen, wurden die Proteine

ausgefallt.

Bei der Prézipitation mit Trichloressigsdure (vgl. 3.2.5) wurde ein braunes Proteinpellet
erhalten. AuBerdem wiesen alle zweidimensionalen Elektropherogramme induzierter
Kultivierungen, fiir die TCA-gefillte Proteine eingesetzt worden waren, im sauren pl-Bereich
starke Schlierenbildung iiber den gesamten MolekiilgroBBenbereich auf. Ein Beispiel ist in
Abbildung 4.16 dargestellt. Bei Kultivierungen auf Glaswolle trat diese Schlierenbildung
nicht auf (Abb. 4.17).

pH3
. g — -

» pH 10 pH3 - » pH 10

* . e

Abb. 4.16: Links: 2D-Elektropherogramm extrazelluldrer Proteine von L. irina auf ErdnuBlschalen; Schlieren-
bildung durch Polyphenole im sauren pl-Bereich (IPG-Streifen mit einem pH-Bereich von 3 bis 10;
7. Kulturtag, Silberfiarbung.). Rechts: 2D-Elektropherogramm von Standardnéhrlosung mit ErdnuB3-
schalen (ohne Organismus; IPG-Streifen mit pH 3-10; Inkubationsdauer = 7 d; Silberfirbung)

Vergleichbare Beobachtungen wurden bei Kultivierungen von P. sapidus gemacht.

Schlierenbildung war am stidrksten bei mit Silber gefarbten (vgl. 3.3.3.3) zweidimensionalen
Gelen zu beobachten und in etwas schwécherer Form bei der Anwendung der kolloidalen

Coomassie-Farbung (vgl. 3.3.3.2).

2D-Elektropherogramme von Standardnihrlosung, die iiber einen Zeitraum von sieben Tagen
mit ErdnuBschalen inkubiert wurde, zeigten geringfiigige Schlierenbildung im pl-Bereich

groBer 6. Es traten jedoch keine Proteinspots auf.
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pH3 » pH 10

0. “ﬁ ' .

Abb. 4.17: 2D-Elektropherogramm extrazelluldrer Proteine von L. irina auf Glaswolle; (IPG-Streifen mit einem
pH-Bereich von 3 bis 10; 7. Kulturtag, Silberfarbung.).

Die Phenolbestimmung im Proteinkonzentrat mittels Folin-Ciocalteau-Reagenz (vgl. 3.6.1)
zeigte eine Erhohung des Phenolgehalts im Kulturmedium von L. irina bei der Kultivierung

auf Erdnuf3schalen auf etwa das Doppelte im Vergleich zur Kultivierung auf Glaswolle
(Tabelle 4.3).
Tabelle 4.3: Mittels Folin-Ciocalteau Reagenz bestimmte Phenolgehalte in Proteinkonzentraten aus L. irina-

Kultivierungen (7. Kulturtag). Der Blindwert wurde mit nicht inokulierten ErdnuB3schalen erstellt
(Inkubationsdauer = 7 d).

Phenolgehalt

Probe [ng Gallussduredquivalente / mL]
Ultrafiltrationskonzentrat L. irina auf Glaswolle 28
Ultrafiltrationskonzentrat L. irina auf Erdnu3schalen 44
Dialysekonzentrat L. irina auf Glaswolle 155
Dialysekonzentrat L. irina auf Erdnuf3schalen 264
Ultrafiltrationskonzentrat Blindwert 6
Dialysekonzentrat Blindwert 11
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Durch Chloroform-Methanol-Féllung nach WESSEL & FLUGGE (1984) wurde auch aus stark
gefdarbten Proteinkonzentraten prézipitiertes Protein erhalten, welches keine Farbung aufwies.

Dadurch war es moglich, mit Silber gefarbte Gele ohne Schlierenbildung zu erstellen.

Die Fluoreszenzfarbung mit Ruthenium-(II)-tris-(bathophenanthrolin-disulfonat) erwies sich
als am wenigsten anfillig gegeniiber Stérungen durch das Substrat bzw. dessen Abbau-
produkte. Daher wurden zur Minimierung von stérenden Verbindungen die Proteine im
folgenden zunéchst mit Chloroform-Methanol prézipitiert und sémtliche zweidimensionalen

Gele mit Ruthenium-(II)-tris-(bathophenanthrolin-disulfonat) gefarbt (vgl. 3.3.3.1).

4.4.2.2 Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der Proteinmuster zu zeigen, wurden die Kulturmedien
unabhdngiger Kultivierungen von P. sapidus am gleichen Kulturtag aufgearbeitet. Dabei
wurden Kultivierungen auf ErdnuBschalen und auf Glaswolle untersucht. Die Abbildungen

4.18 und 4.19 zeigen, dal} die erhaltenen Proteinmuster gut reproduzierbar waren.

- - i & o )
Abb. 4.18: Ausgewihlte Spofbereiche unabhéngiger Kultivierungen von P. sapidus auf Erdnuf3schalen (7.
Kulturtag) zur Demonstration der Reproduzierbarkeit.

Abb. 4.19: Ausgewihlte Spofbereiche unabhéngiger Kultivierungen von P. sapidus auf Glaswolle (7. Kulturtag)
zur Demonstration der Reproduzierbarkeit.

Von jeder Proteinprobe wurden drei unabhédngige Elektropherogramme angefertigt.

62



ERGEBNISSE

4.4.3 pl-Bereich der Proteinexpression

S . . 3

Abb. 4.20: 2D-Elektropherogramme extrazelluldren Gesamtproteins von P. sapidus (oben) und L. irina (unten)
auf ErdnufBschalen (7. Kulturtag) unter Verwendung von IPG-Streifen mit dem pH-Bereich 3-10.
Die gestrichelte Linie kennzeichnet pH 6.

Sowohl P. sapidus als auch L. irina sekretierten bei Kultivierung auf Erdnuflschalen nahezu
ausschlieBlich Proteine mit isoelektrischen Punkten im Bereich von 3 bis 6 (Abb. 4.20). Fiir
alle folgenden Untersuchungen wurden daher zur Erzielung einer hoheren Auflosung IPG-

Streifen mit einem pH-Bereich von 3 bis 6 verwendet.
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4.5 Expressionsmuster bei induzierter und nicht
induzierter Kultivierung von Lepista irina

Sowohl bei Kultivierungen auf ErdnuB3schalen als auch bei Kultivierungen auf Glaswolle
wurde der siebte Kulturtag zur detaillierten Analyse des extrazelluliren Gesamtproteins von

Lepista irina ausgewéhlt.

10 kDa

Abb. 4.21: 2D-Elektropherogramm von extrazellulirem Gesamtprotein von L. irina auf Erdnuflschalen (7.
Kulturtag). Die Pfeile kennzeichnen Proteinspots, die ausschlieflich bei induzierter Kultivierung
auftraten.
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10 kDa _

Abb. 4.22: 2D-Elektropherogramm von extrazellulirem Gesamtprotein von L. irina auf Glaswolle (7.
Kulturtag). Die Pfeile kennzeichnen Proteinspots, die ausschlieflich bei nicht induzierter
Kultivierung auftraten.

Die iiberwiegende Anzahl der Proteine war im pl-Bereich 4,0 bis 5,0 zu finden. Das
Molekulargewicht der meisten Proteine betrug ca. 30 bis 100 kDa. In den Abbildungen 4.21
und 4.22 sind diejenigen Proteinspots markiert, die ausschlieBlich entweder bei induzierter
Kultivierung (auf ErdnufBschalen) oder bei nicht induzierter Kultivierung (auf Glaswolle)
auftraten. Bei beiden Kultivierungsvarianten waren die neuen Proteinspots iiber den pl-
Bereich 4,0 bis 5,5 verteilt. Bei induzierter Kultivierung von L. irina traten neue Spots

vorwiegend mit Molekulargewichten von ca. 30 kDa und kleiner auf.

Im Gegensatz zu den 2D-Elektropherogrammen von P. sapidus-Kultivierungen zeigten die

Proteinspots von sekretiertem Gesamtprotein von L. irina ein ausgepragtes failing.
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4.6 Kinetik der Proteinexpression bei P. sapidus

pH 3 » pH 6

100 kDa /

?; I:I R,
R,

Y

10 kDa - ~

Abb. 4.23: 2D-Elektropherogramm als Referenzgel fiir die Expressionskinetik mit hervorgehobenen Bereichen
R, bis R; (R = Referenzbereich), (P. sapidus auf ErdnuBschalen, 7. Kulturtag). Die blau markierten
Bereiche R, bis R; entsprechen den Bereichen K, bis K, in den Abbildungen 4.24 bis 4.27.

B

Fir die Untersuchung der extrazelluliren Proteine wurde die statisch-dynamische
Kultivierungsweise angewendet. Um Aussagen dariibber machen zu koénnen, zu welchem
Zeitpunkt der Kultivierung bestimmte Proteine in das Kulturmedium abgegeben werden,
wurden fed batch-Kulturen von P. sapidus auf ErdnuBlschalen wihrend der dynamischen
Kultivierungsphase nach zwei, vier, sechs und acht Tagen aufgearbeitet (vgl. Abbildungen

4.24 bis 4.27). Dabei wurde wie unter 3.3.1 beschrieben vorgegangen.

Ein Vergleichselektropherogramm fiir die Kinetik der Proteinexpression wurde von Kulturtag
7 erstellt (Abb. 4.23), da zu diesem Zeitpunkt im Kulturmedium keine Glucose mehr
nachweisbar war (Abb. 4.5).
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Abb. 4.24: 2D-Elektropherogramm extrazelluldren Gesamtproteins von P. sapidus auf Erdnufschalen, 2.
Kulturtag. Die blau markierten Bereiche K, bis K, entsprechen den Bereichen R, bis R, in Abb. 4.23.
Die Zahl in Klammern bezeichnet den Kulturtag.

Die Spotbereiche K,, Ky, Kq bis K,, K; und K; traten iiber den gesamten Kultivierungs-

zeitraum auf. Ky, trat ab dem vierten, K., Kix und K traten ab dem sechsten Kulturtag auf.

Zahl und Intensitét der Spots nahmen ab Kulturtag 6 deutlich zu (Abb. 4.26). Die Proteine der
Bereiche Kp,, Ky, K; und K; wiesen eine starke Intensititssteigerung mit zunehmender

Kulturdauer auf, wéhrend die {ibrigen Bereiche nahezu gleichbleibende Intensitét aufzeigten.
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pH 3 » pH 6

100 kDa

10 kDa

Abb. 4.25: 2D-Elektropherogramm extrazelluldiren Gesamtproteins von P. sapidus auf ErdnuBschalen, 4.
Kulturtag. Die blau markierten Bereiche K, bis K, entsprechen den Bereichen R, bis R; in Abb. 4.23.
Die Zahl in Klammern bezeichnet den Kulturtag.

Der Bereich K, zeigte an Kulturtag 2 viele Proteinspots hoher Intensitit, welche in dieser
Form im weiteren Kultivierungsverlauf nicht wieder auftraten. Andere Spots aus diesem

Bereich besallen hohe Intensitédt an Kulturtag 6 und nur noch geringe Intensitédt an Kulturtag 8.

Die Bereiche K, K, und K, traten vom vierten bis zum achten Kulturtag auf und erreichten an
Tag 6 ein Maximum an Intensitét. Die Bereiche K, und K, waren an allen Kulturtagen bis auf
Tag 4 sichtbar. An Kulturtag 6 waren noch zwei weitere Spots in Bereich K, zu finden;

Bereich K, zeigte keine klar erkennbaren Spots tiber den gesamten Kulturverlauf.
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pH3 . » pH6

100 kDa

10 kDa

Abb. 4.26: 2D-Elektropherogramm extrazelluldren Gesamtproteins von P. sapidus auf ErdnuBschalen, 6.
Kulturtag. Die blau markierten Bereiche K, bis K, entsprechen den Bereichen R, bis R, in Abb. 4.23.
Die Zahl in Klammern bezeichnet den Kulturtag.
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pH 3 » pH6

100 kDa

10 kDa

Abb. 4.27: 2D-Elektropherogramm extrazelluldren Gesamtproteins von P. sapidus auf ErdnuBlschalen, 8.
Kulturtag. Die blau markierten Bereiche K, bis K; entsprechen den Bereichen R, bis R; in Abb. 4.23.
Die Zahl in Klammern bezeichnet den Kulturtag.

4.6.1 Expressionsmuster bei induzierter und nicht-induzierter

Kultivierung von Pleurotus sapidus

Sowohl bei der Kultivierung auf Erdnuf3schalen als auch bei der Kultivierung auf Glaswolle
wurde der siebte Kulturtag zur detaillierten Analyse des extrazelluldren Gesamtproteins

ausgewahlt.
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i

10 kDa

. tﬁ 3. "’

Abb. 4.28: 2D-Elektropherogramm extrazelluldren Gesamtproteins von P. sapidus auf Erdnuflschalen, 7.
Kulturtag. Der eingerahmte Bereich ist in Abb. 4.30 vergroBert dargestellt.

= X . S -
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pH3 —— » pH 6
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Abb. 4.29: 2D-Elektropherogramm extrazelluldren Gesamtproteins von P. sapidus auf Glaswolle, 7. Kulturtag.
Der eingerahmte Bereich ist in Abb. 4.30 vergroBert dargestellt.

Die liberwiegende Anzahl der Proteine war im pl-Bereich 4,0 bis 5,0 zu finden und in einem

Molekulargewichtsbereich von ca. 30 bis 60 kDa lokalisiert.

In Abb. 4.30 sind diejenigen Proteinspots markiert, die ausschlieBlich entweder bei
induzierter Kultivierung oder bei nicht induzierter Kultivierung auftraten. Bei induzierter
Kultivierung von P. sapidus traten vorwiegend Spots mit geringer Intensitét neu auf, die sich
iber einen pl-Bereich von ca. 3,9 bis 5,3 und iiber einen Molekulargewichtsbereich von ca. 20
bis 70 kDa verteilten. Die neu auftretenden Spots bei nicht induzierter Kultivierung waren

wesentlich intensiver, traten jedoch nur in einem schmalen pI-Bereich von ca. 4,0 bis 4,6 auf.
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Abb. 4.30: VergroBerte Bildausschnitte von Abb. 4.28 (oben; induziert) und Abb. 4.29 (unten, nicht induziert).
Die Kreise kennzeichnen ausgewdhlte Proteinspots, die ausschlieBlich bei induzierter bzw. nicht
induzierter Kultivierung auftraten und einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen wurden.
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Die markierten Spots wurden, wie in Kapitel 3.4.1 angegeben, aufgearbeitet. Die massen-
spektrometrische Analyse erfolgte an der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung,
Braunschweig. Hierzu wurden die Proteine mittels Trypsin im Gel geschnitten und die

resultierenden Peptide nach Standardprotokollen extrahiert und gereinigt.

4.7 Proteinidentifizierung

Die hohe Reproduzierbarkeit der zweidimensionalen Elektrophorese unter standardisierten
Bedingungen erlaubte es, definierte Proteinspots (Abb. 4.30) aus den Gelen auszuschneiden
und diese nach enzymatischer Hydrolyse durch Trypsin mittels ESI-MS-MS partiell de novo
zu sequenzieren. Es wurden die in den Abbildungen 4.30 bis 4.32 markierten Proteinspots

analysiert.

Abb. 4.31: Mittels ESI-MS/MS analysierte Proteinspots von P. sapidus auf ErdnuBschalen (vergroBerter
Gelausschnitt). Die rot markierten Spots 1-13 bis 1-16 wurden zusétzlich analysiert.

Um fiir die massenspektrometrische Sequenzierung ausreichende Proteinkonzentrationen zu
gewdhrleisten, wurden jeweils gleiche absolute Proteinmengen der zweidimensionalen

elektrophoretischen Trennung unterworfen. Dabei wurden entweder 300 pg Gesamtprotein
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oder zur Analyse weniger intensiver Proteinspots 1 mg Gesamtprotein flir die Trennung

eingesetzt.

Abb. 4.32: Mittels ESI-MS/MS analysierte Proteinspots von P. sapidus auf Glaswolle (vergroBerter
Gelausschnitt). Die rot markierten Spots 2-8 bis 2-10 wurden zusétzlich analysiert.

Eine Unterscheidung der isomeren Aminosduren Leucin und Isoleucin war mittels ESI-MS-
MS nicht méglich. Aus diesem Grund steht der Einbuchstaben-Code L jeweils stellvertretend

fir Leucin oder Isoleucin.

Homologievergleiche wurden mit dem Programm FASTA 3 durchgefiihrt [PEARSON &
LipMAN, 1988] (Tabelle 4.4). Angegeben ist jeweils ein charakteristisches Vergleichsprotein
mit seiner Referenznummer (accession number). Ein MaB fiir die Ahnlichkeit der jeweiligen
Peptidsequenz mit dem Vergleichsprotein stellt der "Erwartungswert* E dar. Werte kleiner
0,01 kennzeichnen hochsignifikante Homologien, wahrend Werte kleiner 10 wahrscheinliche

Verwandtschaften darstellen.
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Tabelle 4.4: Mittels ESI-MS/MS ermittelte Aminosduresequenzen (Einbuchstabencode) und Quasi-Molekiil-
ionen MH" der bei der Kultivierung von P. sapidus auf ErdnuBschalen bzw. Glaswolle sekretierten
Proteine. Die Zuordnung der Proteine erfolgte wie in den Abbildungen 4.30/4.31/4.32 (mod. nach

ZORN, 2003c).

Protein Aminosiuresequenz MH" Homologie zu E
1-1 |DLPFLQQL..R 1600,0
FGEPSTFLDPLALP...R 2134,2 | Methioninsynthase; Q55786 7,8
1-2 ..LVGYAALDQSTVSR Enolase; Q49059 1,7
VSPSWSTNLLDQYLR
LSGCDPTVK 975.,5
FGEPSTFLDPLALPDTGSNR 21342
DLPFLQQLGVNTVR 1600,0 Hypothetisches Hefeprotein; 028
Q06135
TQYNQASGPNSPAR 1490,7
1-3 LNVNDFTVQAPSGTSK 2023,0 | Collagenase; 024788 2,2
1-4 LSNTDGWNLYR 1338,6 | Exopolygalacturonase; Q00293 16
Hypothetische Metallprotease;
QVVYNNLHLDAR 1445,1 QSYVKO 6,2
Thermostabile Carboxy-
1-5 VSFWSLNFDLLK 1468.,6 peptidase; AAPO8S45 8,7
.. ATNTAGFDPTDATALLDHD... 3558,8
...YVFNGDASNPASVHL... 2425,1
1-6 ...ATNTAGFDPTDATALLD... 3558,7
Glyko- | WWLQADVNR 1187,5
protein | FAGANSCTLWR 1281,4
ADMWSLNMDLLK 1436,3
1-7 DFFGFLSNLVK
MFAGNLPNLR 1132,6
1-8 | AASPLGLLPEPFDTVTDILAR* 2196,7 | Manganperoxidase; Q12332 | 4,1x10”
..LFSSGDSGV..R 1829,1
STCEWQSFVNNQAK 1683,0 | Manganperoxidase; 074179 1,7x10*
...AFPGVGP...
..DPATGLGTPDFAK 1603,8
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Protein Aminosiuresequenz MH" Homologie zu E
1-9 Analyse lieferte kein Ergebnis.
1-10 GTDLADFATPADGQSGR 3173,7 | Sekretierte Metallprotease; 0,11
QS8NIE3
Sekretierte Metallprotease;
1-11 NNADFATPAD..R QSNIHI 1,8
..ADEALQPD... 2347.6
1-12 | Analyse lieferte kein Ergebnis.
1-13 THPYSTSAT... 1543,4
TNAFYLVNWHGQNYK 1854,5
WWLQADVNRFAQNSCTLWR 2450,9
..LMDALALQPCNPTLPTAR 3520,7 | Extrazelluldre Metallprotease; 0,15
P46075
1-14 | LGLAGYLEEFGNR 1438,5 | Ahnlich 1.15, 1.16, 2.8 und 2.9
Glyko- QWDPATGLGTPDFAK 1603,6
protein | AT PPASCATTVTPACLK 1757,7
LFSSGDSGVGQTCR 1828,6
ALSVGGTSASCPTVAGLVALLNDVR | 2428,2 | Dipeptidylaminopeptidase; 0,039
Q95UC5
Tripeptidylpeptidase A;
1-15 QWDPATGLGTPDFAK 1603,7 BAC56232 0,01
Glyko- PPASCATTVTPACLK 1757,9
protein AYPDLSAQANRFEVFVNR 2097,1 | Cysteinproteinase; AAO23117 1,2
1-16 |..TGFNDLVTGSNPGCGTDGFPAR | 4271,2 | A0rsin (Serinprotease), 0,067
Q8NK92
Glyko- ...GSTLLFSSGDSGYV...GR 2372,0 | Tripeptidylpeptidase; 014773 0,28
protein | ATNTAGFDPTDATALLDHD...
2-1 ELPSPQLP...R 1584,8 | Ahnlich 2.2
TFSTGVGVDPVVQNYR
2-2 ...ELPSPQLWD... 2258,3
TWELPSPQLSVDGR,; 1584,7
QFLTFSTGVGVDPVVQNYR 21272
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Protein Aminosiuresequenz MH" Homologie zu E
2-3 QALQLLQLDK 1169,5
...ELPSPQLSVDGR 1584,8
NTLFETTSGNFGTDLLK 1857,9 | Triacylglycerollipase; Q9KX30 14
NSLPLLSNLEFGHSSFLR 2031,1
PPVGQTSEDLAANLLDVHNQR 2486 4 | Metallabhngige Hydrolase; 15
Q8UCTS
2-4 ..EEEAACCVLFPLD... Ahnlich 2.6
Glyko- Manganperoxidase; Q12332 2,1
protein
2-5 Ahnlich 2.6
Glyko-
protein
Polyvalente Peroxidase;
2-6 LQSDHLLAR 1052,6 Q81154 0,33
Glyko- |FALLGQDQSK
protein |y EpGTPNNQGEVQSPLQGELR 2281,4 | Manganperoxidase; QQUVYS | 3.7x10™
HLVPEPFDSVDTLLAR 25973 | Polyvalente Peroxidase; 33%10™
Q8J1s4
2-7 LFPGTPNNKGEVQSPLQGELR 2282.2 | Ahnlich 2.6
Glyko- Polyvalente Peroxidase; L6x10*
protein QI9UR19 ’
2-8 QWDPATGLGTPDFAK 1603,7 | Ahnlich 1.14
Glyko- Tripeptidylpeptidase A; 0.01
protein BAC56232 ’
AYPDLSAQLNNFEVFVNR 2097,1 | (Peptid ebenfalls vorhanden in
1.14 und dhnlich in 1.15)
2-9 ...LNQLLPASR 3106,4 | d4hnlich 2.8
Glyko-
protein
) potentielle Oxidoreduktase;
2-10 EPFLTQLQPFLNR 1945,0 QSH4J8 4,9

*:  Bei Peptid 1-8 erlaubten MALDI-MS-MS-Analysen im Hochenergiefragmentierungsmodus eine exakte

Zuordnung der IL-Sequenz.
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4.8 Konstruktion einer cDNA-Bibliothek von P. sapidus

Zur molekularbiologischen Charakterisierung der zu den ermittelten Aminosduresequenzen
gehorenden Proteine wurde eine cDNA-Bibliothek konstruiert (Vektor ATriplEx2, SMART
c¢DNA Library Construction Kit, Clontech). Fiir die Isolierung der Gesamt-RNA wurden
Mycelpellets aus einer Kultivierung von P. sapidus auf Erdnuf3schalen von Kulturtag 7 steril
entnommen. Nach Zellaufschluss (Morsern der Mycelpellets unter fliissigem Stickstoff)
erfolgte die Adsorption der Gesamt-RNA an eine modifizierte Kieselgelmembran (RNeasy,
QIAGEN). Die Integritit und GroBenverteilung der isolierten RNA wurde auf einem
denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel iiberpriift (Abb. 4.33). Deutlich zu erkennen sind

zwel Banden, welche der 18S bzw. 26S ribosomalen RNA zuzuordnen sind.

@ <265 (~3.8kB)

8 <«—I85(~2,0kB)

Abb. 4.33: Denaturierendes Formaldehyd-Agarose-Gel der Gesamt-RNA aus P. sapidus; die Anfirbung
erfolgte mit Ethidiumbromid (inverse Darstellung).

Das Funktionsprinzip des verwendeten cDNA-Synthese-Protokolls falt Abbildung 4.34

zusammen:

Durch eine reverse Transkriptase wird polyadenylierte mRNA zunidchst unter Einsatz eines
modifizierten Oligo(dT)-Primers zum cDNA-Erststrang umgeschrieben. Infolge der
terminalen Transferaseaktivitit des Enzyms werden einige zusétzliche Nukleotide
(hauptsichlich Desoxycytidin) an das 3’-Ende des komplementidren cDNA-Stranges angefiigt.
Ein zweites im Reaktionsansatz vorhandenes Oligonukleotid, welches eine Oligo(dG)-
Sequenz am 3’-Ende besitzt, hybridisiert an diese Oligo(dC)-Sequenz und liefert dadurch eine
verldngerte Matrize, die ebenfalls durch die reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben

wird (template switching).

Es resultiert eine einzelstringige cDNA, die das komplette 5’-Ende der mRNA sowie die zum
(dG)-Oligonukleotid komplementédre Sequenz enthélt, welche bei der anschlieBenden long

distance  PCR-Amplifikation (Abb. 4.35) als universelle Primer-Bindungsstelle dient.
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Dadurch ist gewdhrleistet, dall ausschlieBlich komplett transkribierte cDNA-Stringe

amplifiziert werden.

PolyA" RNA

Y VYV VVVVVVVIVVVVVVVVVVVVVV polyA 3’

NS FFTTTF,

Erst;trang— modifizierter Oligo(dT)-Primer mit
Oligonukleotid mit SfiIA- synthese  gAIB-Schnittstelle
Schnittstelle

G
GG 5 RV V.V V.V V.V V.V V.V V.V VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV] pOly A
/ ocC 77777

5’

template switching

— (GG NI DOLY A

PCR-Amplifikation

N

N\
N\
N

\
%
\
\

Sfil-Restriktionsverdau

—— LSS ST ST,
SfilA SfilB
Fraktionierung und
Ligation in ATriplEx2
— —— A —
| /. )
SfilA SfilB
Verpackung

cDNA-Bank von P. sapidus in ATriplEx2

Abb. 4.34: Prinzip der Konstruktion einer cDNA-Bank von P. sapidus im Vektor ATriplEx2 (ZORN, 2003c;
modifiziert nach: SMART cDNA Library Construction Kit, Clontech)

80



ERGEBNISSE

Bei unvollstindig revers transkribierten mRNAs fehlt die terminale Oligo(dC)-Sequenz und
damit auch die Hybridisierungsstelle fiir den 5’-PCR-Primer.

1 2 3

1500 bp —»
1000 bp —>

500 bp —»

Abb. 4.35: DNA-Agarosegel-Elektropherogramm; Amplifikation der P. sapidus-cDNA durch long distance
PCR (22 Zyklen). Spur 1: 100 ng 1000 bp-GroBenstandard; Spur 2: 500 bp-Leiter; Spur 3:
amplifizierte P. sapidus-cDNA (invertierte Darstellung).

Im Anschlul an die PCR wird die DNA-Polymerase durch Behandlung mit Proteinase K
inaktiviert. Die amplifizierte DNA wird mit der Restriktionsendonuklease Sfi I (Streptomyces
fimbriatus) asymmetrisch gespalten. Nach GroBenfraktionierung der entstandenen Fragmente
erfolgt die Ligation in den Phagen-Vektor ATriplEx2, der ebenfalls die Sfi [-Schnittstellen
enthdlt. Die Verpackung des Insertionsvektors in seine Proteinhiille wurde mit

Gigapack 11l Gold Packaging Extract (Stratagene) durchgefiihrt.

Drei Ligationsreaktionen mit 0,5 uL, 1 uLL und 1,5 pL restringierter und gereinigter cDNA
wurden durchgefiihrt, verpackt und der Gehalt an unabhéngigen Klonen tiberpriift. Die drei
Ansidtze wurden anschlieend vereint und amplifiziert. Der Titer der verpackten P. sapidus
cDNA-Bank betrug 1,7x10° pfu mL" vor und 1,0x10' pfu mL" nach der Amplifikation

(Anteil der rekombinanten Phagen > 95 %).

4.8.1 Konstruktion von Primerpaaren fiir die PCR

FASTA-Datenbankrecherchen [PEARSON & LIPMAN, 1988] ergaben fiir die durch ESI-
MS/MS ermittelten Aminosduresequenzen signifikante Homologien zu zahlreichen Proteinen

aus verschiedenen Basidiomyceten (Tabelle 4.4).

Zur Konstruktion von Primern fiir die PCR wurden ausschlieBlich Vergleichsproteine mit
hochsignifikanten Homologien, d.h. mit Erwartungswerten < 0,01, herangezogen. Unter
Beriicksichtigung der codon usage von Pleurotus ostreatus (Abb. 4.36) wurden die

ermittelten Peptidsequenzen in die entsprechenden Basentripletts riickiibersetzt und mit den
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cDNA-Sequenzen der homologen Proteine verglichen. Mit dem Programm Primer 3
[ROZEN & SKALETSKY, 2000] wurden paarweise Oligonukleotide konstruiert, die an die

homologe Sequenzregion der cDNA des Vergleichsproteins binden.

Tabelle 4.5: Mit Primer 3 erstellte PCR-Primer; degenerierte Nucleotidpositionen sind in Klammern angegeben,
I = Desoxyinosin. Die Protein-Nr. entspricht der Bezeichnung der Aminosiuresequenzen in Tab.

4.4.

Bezeichnung Nucleotidsequenz (5‘—>3°) Protein-Nr.
A forward CGC GCC ATT GTG TTG GTA -
A reverse TGC ATA AGC TTG CTC GAG TCT -
2.6-3 forward AC CAG GGT GAA GTT (G/C)A(A/G) TCG 2-6
2.6-3 reverse AGA GGC GA(C/T) T(G/C)A ACT TCA CC 2-6
1.8-3 forward TCA CCC (A/C/T)TI GGA TTG (A/C/T)TI CC 1-8
MnP1-8 forward 1 ~ CG GAA CCA TTC GAT ACC ATT 1-8
MnP1-8 reverse 1 T AAC GAA GGA TTG CCA CTCG 1-8
TripepA forward 1  TTC TC(G/C) TC(G/C) GGC GAC TC(G/C) GGC 1-15
TripepA reverse 1 ~ GAA GCC GTC (A/C/G)GT GCC GCA GCC 1-15

Zur Uberpriifung der cDNA-Bibliothek diente die Primerkombination ,,\ forward/\ reverse*,
mit der unspezifisch alle in die multiple Klonierungsstelle des ATriplEx2-Vektors klonierten
cDNAs amplifiziert wurden [ZORN, 2003c]. Der beobachtete diffuse Bandenbereich zeigte die
durchschnittliche GroBenverteilung der cDNA-Molekiile aus P. sapidus (Spur 1 in Abb.
4.37). AuBerdem wurden fiir eine genauere Uberpriifung Oligonukleotide erstellt, die an eine
Konsensussequenz eines Laccasegens binden (Tabelle 4.6). Dazu wurde ein multiple
sequence alignment verschiedener cDNA-Sequenzen mit CLUSTAL W durchgefiihrt
[HIGGINS et al., 1994] (vgl. Anhang 7.2).
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Pleurotus ostreatus [gbpln]: 44 CDS's (12931 codons)

fields: [triplet] [amino acid] [fraction] [frequency: per thousand] ([number])

Uuu F 0.17 7.3 ( 94) UCU S 0.17 12.7 ( 164) UAU Y 0.40 8.6 ( 111) UGU C 0.25 5.9 ( 76)
UUC F 0.83 36.0 ( 466) UCC S 0.22 16.8 ( 217) UAC Y 0.60 13.1 ( 169) UGC C 0.75 17.7 ( 229)
UUA L 0.04 3.2 ( 42) UCA S 0.08 6.4 ( 83) UAA * 0.66 2.2 ( 29) UGA * 0.23 0.8 ( 10)
UUG L 0.20 16.5 ( 214) UCG S 0.25 19.3 ( 250) UAG * 0.11 0.4 ( 5) UGG W 1.00 10.3 ( 133)
CUU L 0.23 19.3 ( 250) CCU P 0.31 21.0 ( 271) CAU H 0.47 11.6 ( 150) CGU R 0.23 8.3 ( 107)
CUC L 0.33 27.8 ( 360) CCC P 0.32 21.3 ( 276) CAC H 0.53 13.2 ( 171) CGC R 0.34 12.5 ( 161)
CUA L 0.03 2.9 ( 37) CCA P 0.24 16.4 ( 212) CAA Q 0.51 17.9 ( 232) CGA R 0.12 4.4 ( 57)
CUG L 0.17 14.4 ( 186) CCG P 0.13 8.4 ( 109) CAG Q 0.49 17.4 ( 225) CGG R 0.08 3.0 ( 39)
AUU I 0.35 21.6 ( 279) ACU T 0.28 19.4 ( 251) AAU N 0.30 15.2 ( 196) AGU S 0.12 8.9 ( 115)
AUC I 0.60 37.2 ( 481) ACC T 0.36 25.4 ( 328) AAC N 0.70 36.0 ( 465) AGC S 0.16 12.4 ( 160)
AUA I 0.06 3.6 ( 46) ACA T 0.13 9.0 ( 116) ARA K 0.30 9.4 ( 122) AGA R 0.10 3.6 ( 46)
AUG M 1.00 16.9 ( 218) ACG T 0.23 16.5 ( 213) AAG K 0.70 21.7 ( 281) AGG R 0.13 4.9 ( 63)
GUU Vv 0.28 19.8 ( 256) GCU A 0.32 30.0 ( 388) GAU D 0.40 24.4 ( 316) GGU G 0.26 20.4 ( 264)
GUC Vv 0.46 31.9 ( 413) GCC A 0.34 31.9 ( 412) GAC D 0.60 36.0 ( 465) GGC G 0.38 29.6 ( 383)
GUA V 0.08 5.9 ( 76) GCA A 0.15 13.9 ( 180) GAA E 0.46 17.6 ( 228) GGA G 0.21 16.5 ( 214)
GUG Vv 0.18 12.5 ( 162) GCG A 0.19 18.3 ( 236) GAG E 0.54 20.6 ( 266) GGG G 0.15 12.1 ( 157)
Coding GC 54.37% 1lst letter GC 56.14% 2nd letter GC 45.78% 3rd letter GC 61.19%

Genetic code 1: Standard

Abb. 4.36: codon usage von P. ostreatus (nach http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi
?species=Pleurotus+tostreatust%5Bgbplb%5D&aa=1&style=N  (11.02.2004)).
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Abb. 4.37: DNA-Agarosegel-Elektropherogramm; Spur 1: PCR-Produkt aus cDNA-Bibliothek von P. sapidus
mit Primer-Paar A forward/ A reverse; Spur4: GroBenstandard (500 bp-Leiter) (invertierte
Darstellung).

Tabelle 4.6: Mit Primer 3 erstellte PCR-Primer, die an eine Konsensussequenz eines Laccasegens binden;
degenerierte Nucleotidpositionen sind in Klammern angegeben, I = Desoxyinosin. Der Bezug der
Oligonukleotide erfolgte iiber Roth (Karlsruhe).

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5°—3°)
Lac forward CA(CT) TGG CA(CT) GG(ACT) (CT)TC TTC
Lac reverse GC(GT) CG(AG) A(CT)C CAG TAGTTG

Amplifizierte PCR-Fragmente wurden mittels MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN) aus
dem Agarosegel extrahiert und in den linearisierten Vektor des TOPO TA Cloning® Kit
ligiert. Erhaltene Klone wurden direkt in PCR-Ansétze gegeben und die insertierten DNA-
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Bereiche mit Primern, die spezifisch an Bereiche des Vektors binden, amplifiziert (vgl.

Tabelle 4.7 u. Abb. 4.39).

Das Prinzip des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) verdeutlicht Abbildung 4.38. Taq-
Polymerasen besitzen eine von der Matrize unabhingige terminale Transferaseaktivitit,
wodurch ein einzelnes Desoxyadenosin (A) an das 3°-Ende von PCR-Produkten angehingt
wird. Der zum TOPO TA Cloning® Kit gehdrende linearisierte Vektor besitzt ein
iiberhidngendes 3‘-Desoxythymidine (T). Diese sticky ends sorgen dafiir, dal PCR-Produkte

effizient in den Vektor ligiert werden kénnen.

Topoisomerase
ﬁ Ve
/O

X
| o
cCccCcTT A G GG
G G GA TTCCC

<

Topoisomerase

Abb. 4.38: Funktionsprinzip des TOPO TA Cloning® Kits (modifizert nach TOPO TA Cloning® Instruction
Manual, Invitrogen)

Die Topoisomerase | des Vaccinia-Virus bindet an spezifischen Stellen doppelstrangiger
DNA und spaltet das Phosphodiester-Riickgrat des einen Stranges nach 5‘-CCCTT [SHUMAN,
1991]. Die bei der Spaltung freigesetzte Energie bleibt durch die Bildung einer kovalenten
Bindung zwischen dem 3°-Phosphat des gespaltenen Stranges und einem Tyrosyl-Rest (Tyr-

274) der Topoisomerase I erhalten.

Im folgenden kann oben genannte Bindung zwischen DNA und Enzym durch einen Angriff
der 5‘-Hydroxygruppe des gespaltenen Stranges nach Insertion des PCR-Produkts wieder
gelost werden, so dafl die Riickreaktion eintritt und die Topoisomerase freigesetzt wird

[SHUMAN, 1994].
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Tabelle 4.7: PCR-Primer, die spezifisch an die Sequenz des Vektors aus dem TOPO TA Cloning Kit binden. Der
Bezug der Oligonukleotide erfolgte {iber Roth (Karlsruhe).

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5°—3°)
M13 forward GTA AAACGA CGGCCAG
M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC

23 4 5 6 7 8

1

—
1500 bp—»!."w
1000 bp —> === :
500 bp —> w=—=

- -

Abb. 4.39: Agarosegel-Elektropherogramm von amplifizierten PCR-Fragmenten aus einem einzelnen TOPO
TA-Klon (Vektor-Insert: PCR-Amplifikat (\-DNA (P. sapidus cDNA-Bibliothek) mit lac forward/ A
reverse). Spur 1: GroBenstandard (500 bp-Leiter); Spur 2 & 3: Amplifikate mit M13 forward/ M13
reverse; Spur 4-8: Amplifikate mit lac forward/ M13 reverse.

Die PCR-Amplifikate (Abb. 4.39; Spur 4-8) wurden sequenziert und ein Homologievergleich
der erhaltenen Basensequenz mittels FASTA 3 durchgefiihrt (vgl. Abb. 4.40 und Tabelle 4.8).
Dabei ergaben sich hochsignifikante Homologien zu Laccasen verschiedener Basidiomyceten

(Tabelle 4.8).

CGACTCCATTGCTCACTCCTCATCCAGCGCGTACTGCTACACCTACA
ACGATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTTGCTACGCTTACCTTAGCTCT
TCACCTTTTACATGGGACTCATGCTGCCATCGGGCCCATTGACGACA
TGTACATCGTCAACGAAGACGTCTCTCCTGACGGCTTCACTCGTTCG
GCGGGTTGTCGCTCGCTCTGTGCCCCGCCACAGGTCCGGCGCCTGC
GACGGTATCGAATACTGGCGTCTCGTCCCAGGAAACAGGGCGAAA
ACCTTCAGCTGAACGGTGGCAATTAACTG

Abb. 4.40: Fiir eine Laccase codierende Teilsequenz einer cDNA von P. sapidus.
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Tabelle 4.8: Mittels FASTA 3 ermittelte Homologien zu einer Laccase-cDNA-Sequenz aus P. sapidus (Abb.

4.40).
Referenznr. Bezeichung E
AJ507324 Pleurotus sajor-caju Laccase mRNA (lac1-Gen) [TANG et al., 5 4x10°

2003] )
AY450404 Pleurotus ostreatus Laccase mMRNA [ZHANG & Ma, 2003] 1,7x107
AB020026 Pleurotus ostreatus Bilirubinoxidase mRNA [MASUDA- 17107

NISHIMURA, 1999]

4.9 Charakterisierung einer neuen Lipase aus P. sapidus

Zur Charakterisierung einer Lipase aus P. sapidus wurde ein qualitativer Enzymtest nach
NUERO et al. (1994) modifiziert [ZORN et al., 2003b]. Der Test basiert auf der Freisetzung von
Fettsiuren aus dem Emulgator Tween 80™ in einem Agarosegel in Gegenwart von Ca®'-
Ionen. Bei vorhandener Lipaseaktivitdt fielen nach Inkubation tiber Nacht und anschlieBender
Uberschichtung des Agarosegels mit 0,1 M Natronlauge Calcium-Fettsiuresalze als
Triibungshof um den Auftragsort der Probe aus. Wurde die Enzymprobe vorher durch Hitze

inaktiviert, bildete sich unter gleichen Bedingungen kein Prézipitat aus.

Die Enzyme aus dem Kulturiiberstand (3. Kulturtag) wurden zundchst mittels Ultrafiltration
konzentriert. Danach erfolgte eine erste Reinigung mittels Ionenaustauschchromatographie
(IEC). Die aktiven Fraktionen wurden anschlieBend mittels GréBenausschlu3chromatographie
(GPC) fraktioniert, wobei das Molekulargewicht der Lipase unter nativen Bedingungen zu

101 kDa bestimmt wurde [ZORN et al., 2003b].

Zur Ermittlung des pl wurden die aktiven Fraktionen des GPC-Eluates vereinigt, konzentriert
und in mehreren Spuren auf ein IEF-Gel mit immobilisiertem pH-Gradienten aufgetragen.
Nach der Fokussierung wurde das Gel geteilt und eine Hélfte mit einem Tween 80™-haltigen
Testagar iiberschichtet, die zweite einer Silberfarbung zugefiihrt. Anhand des Vergleiches mit
mitfokussierten Referenzproteinen wurde die im Testagar beobachtete Aktivititsbande einem

isoelektrischen Punkt von 5,7 zugeordnet (Abb. 4.41).
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: _ : pH3
a) b)
Abb. 4.41: a) IEF-Gel mit immobilisiertem pH-Gradienten (pH 3-6); Aktivitdtsfairbung (links) und
Silberfarbung (rechts); b) Kalibrierfunktion zur Ermittlung des isoelektrischen Punktes der Lipase

[ZORN et al., 2003b]

Zur Bestimmung der Aminosduresequenz wurde eine zweite Enyzmcharge wie oben
beschrieben gereinigt, die zweite Gelhilfte jedoch mittels kolloidaler Coomassielosung
gefarbt.

kDa
200 —>»

b

.

19—

66 —>

43 —>

i1

20— -

20 ——» ‘

Abb: 4.42: SDS-PA-Gel der isolierten Lipase aus P. sapidus (Spur 1) und Molekulargewichtsmarker (Spur 2).

Die aktive Bande wurde aus dem IEF-Gel ausgeschnitten und nach denaturierender
Probenvorbereitung direkt in die Auftragetasche eines SDS-Polyacrylamid-Gels iiberfiihrt.
Das Molekulargewicht des Enzyms wurde anhand von Referenzproteinen zu ~55 kDa
bestimmt (Abb. 4.42). Unter Beriicksichtigung des unter nativen Bedingungen ermittelten
Molekulargewichtes von 101 kDa konnte es sich bei der aktiven Form des Enzyms um ein

Dimer aus zwei gleich groflen Untereinheiten handeln.
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Das isolierte Enzym wurde aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und tryptisch verdaut.
Aminosduresequenzdaten wurden durch ESI-MS/MS de novo-Sequenzierung der tryptischen

Fragmente generiert.

FASTA-Datenbankrecherchen [PEARSON & LIPMAN, 1988] ergaben fiir zwei der Fragmente
signifikante Homologien zu einer Lipase aus Geotrichum candidum (SWALL: Q00884).
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Lignin ist nach Cellulose das weltweit am meisten verbreitete Biopolymer. Die geschitzte
Jahresbiosynthese betrigt ca. 2x10'° Tonnen [STRASBURGER ef al., 2002]. Lignin findet sich
in hoheren Pflanzen einschlieBlich Farnen, nicht jedoch in Moosen, Leberblimchen und
Pflanzen, die taxonomisch niedriger angesiedelt sind [ADLER, 1977; FENGEL & WEGENER,
1984; DILL & KRAEPELIN, 1988; RICHTER, 1988]. Der Ligningehalt von Holz betrigt in der
Regel 25-39 %, in den Mittellamellen kann dessen Anteil sogar bis auf 70 % steigen [ADLER,
1977; RICHTER, 1988]. Durch Erhohung der Druck- und Zugfestigkeit der Zellwand
ermdglichen Lignineinlagerungen einen aufrechten Wuchs. Im Gegensatz zu Cellulose liegt
Lignin nie isoliert vor, sondern stets vergesellschaftet mit Cellulose oder Hemicellulose als
sogenannte Lignocellulose [ADLER, 1977; DILL & KRAEPELIN, 1988]. Dabei wird das Lignin

in die interfibrilliren Rdume der Zellwand eingelagert.

Beim Lignin handelt es sich um eine Gruppe strukturverwandter Polymere. Das Lignin der
Coniferen entsteht liberwiegend durch Polymerisation des Coniferylalkohols (4-Hydroxy-3-
methoxyzimtalkohol), das der Laubhdlzer ist ein Polymer aus Coniferyl- und Sinapylalkohol
(3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtalkohol). Das Lignin der Griser enthélt noch zusétzlich p-
Cumarylalkohol (p-Hydroxyzimtalkohol) [ADLER, 1977; RICHTER, 1988]. Die Polymerisation
der Monomere wird durch Peroxidasen katalysiert, die Verkniipfung der enstehenden
Radikale ist spontan. Bei allen Strukturvorschldgen (vgl. Kap. 1) ist daher zu beachten, daf3 es
sich nur um Modellstrukturen handeln kann, die eine statistische Verteilung der Monomere

darstellen [RICHTER, 1988].

Ligninfreie Cellulose wird von einer Vielzahl von Mikroorganismen verwertet. Bei verholzten
Pflanzen ist der Zugriff auf die Cellulose durch das in die Zellwand eingebaute Lignin stark
eingeschriankt. Dennoch ist eine ganze Reihe von Mikroorganismen in der Lage, Lignin oder
Lignocellulose abzubauen. Zu den potentesten ligninabbauenden Mikroorganismen gehoren
die Basidiomyceten. Wéhrend die sogenannten Weillfaulepilze Lignin meist besser abbauen
als Cellulose, greifen Braunfaulepilze bevorzugt Cellulose an [RYPACEK, 1966; KIRK &

FARRELL, 1987; ODIER & ARTAUD, 1992; HARTIG & LORBEER, 1993; HIGUCHI, 1993;].

Fiir die Papierindustrie stellt Lignin einen unerwiinschten Begleitstoff dar. Da Lignin stark
chromophor ist und bereits geringste Ligninkonzentrationen zu einer Braunfiarbung von

Papier fiihren muB3 es bei der Herstellung von Zellstoffen moglichst vollstindig entfernt
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werden. Dazu wird Holz zunédchst meist chemisch aufgeschlossen. Ein wesentlicher
Bestandteil der Zellstoffherstellung ist eine mehrstufige Bleiche, bei der heute anstelle von
Chlor mit O, HO, oder Ozon oxidiert wird [WICH, 2001]. Hier haben biotechnologische
Verfahren mit lignolytischen Enzymen Vorteile in bezug auf Umweltfreundlichkeit und

Wirtschaftlichkeit [BALAKSHIN ef al., 1998; GARCIA et al., 2003].

Lignin beschriankt zudem die Verwertbarkeit des Futters fiir Wiederkéuer, da sie nicht iiber

die enzymatische Ausstattung verfiigen, es zu verdauen [FUKUSHIMA & HATFIELD, 2001].

5.1 Auswahl eines ligninhaltigen Substrats

WESB (2003) untersuchte Rosmarin (Rosmarinus officinalis), Zimt (Cinnamomum ssp.), Sesam
(Sesamum indicum) und ErdnuBschalen (A4rachis hypogaea) auf ihren Ligningehalt und

verfolgte den Ligninabbau durch Basidiomyceten mittels mikroskopischer Analyse.

Erdnufschalen stellen eine kostengiinstige Substratquelle dar, weil sie in der verarbeitenden
Industrie in groBen Mengen anfallen. So wurden im Jahr 2002 mehr als 60.000 Tonnen
Erdniisse zu Knabberartikeln verarbeitet [BDSI, 2003]. Die Schalen der ,,Erbsnuf3*, die nicht
zu den Niissen, sondern zu den Hiilsenfriichten (Leguminosen) wie z.B. Erbsen gehort, dienen
in der Regel als Brennmaterial, flir die Papierherstellung und fiir die Herstellung von

Dammplatten [STAHLIN, 1957].

Lediglich die ErdnuB3fruchtwand (Schale), getrennt von Samenschale und Samen, diente als
Substrat. Bei der Charakterisierung von Erdnuflschalen beziiglich ihrer Eigenschaften als
potentielle Faseradditive wurden ein Ligningehalt von 34,6 % und ein Cellulosegehalt von
39,4 % nachgewiesen [CHILDS & ABAIJIAN, 1976]. Nach KERR et al. (1986) kann der
Ligningehalt je nach Varietdt und Erntezeitpunkt zwischen 23 und 32 % schwanken. Im
Vergleich zu Rosmarin, Sesam und Zimt wiesen gemahlene ErdnuB3schalen mit 34,8 % den
hochsten Ligningehalt auf [WEB, 2003; nach einer Bestimmungsmethode von LIN & DENCE,
1992].

Die ErdnuBlschalen wurden gemahlen, um eine moglichst gute Substratbindung zu

ermdglichen und optimale Bedingungen fiir einen intensiven Abbau zu gewéhrleisten.
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5.2 Auswahl von ligninabbauenden Basidiomyceten

Insgesamt 46 Spezies wurden auf einem Nahragar kultiviert, der mit gemahlenen
Erdnufschalen als ligninreiches Substrat versetzt worden war. Die Expression und Aktivitét
vier verschiedener lignolytischer Redox-Systeme wurde im Verlauf der Kultivierung iiber
einen Zeitraum von 28 Tagen durch einfache Farbreaktionen iberpriift: (I)

Polyphenoloxidasen, (II) Laccasen, (IIT) Tyrosinasen und (IV) Peroxidasen.

P O I}
o~ HO OH
OH OH OH

1 2 3 4
Abb.5.1: 1: a-Naphthol (1-Hydroxynaphthalin); 2: p-Kresol (4-Methylphenol); 3: Guajakol (2-Methoxy-
phenol); 4: Pyrogallol (1,2,3-Trihydroxybenzen).
Peroxidasen wurden mit einer H,O,/Pyrogallol-Losung nachgewiesen (Abb. 5.1), wobei
Purpurogallin entsteht (Abb. 5.2) [POLIS & SHMUKLER, 1953]. Zu den Peroxidasen gehdren
die gut untersuchten lignolytischen Enzyme Ligninperoxidase (LiP) und Manganperoxidase
(MnP). Ligninperoxidasen katalysieren in Anwesenheit von H,O, Ein-Elektron-Oxidationen
von aromatischen Verbindungen und generieren so kationische Radikale. Sie katalysieren
daher die Oxidation von Benzylalkoholen, die Spaltung von C-C- und C-O-Bindungen, die
Offnung von aromatischen Ringsystemen und auBerdem die Polymerisation von Phenolen

[HIGUCHI, 1986; ANDER et al., 1990; ODIER & ARTAUD, 1992].
OH

OH
HO
O OH

Abb. 5.2:  Purpurogallin (2,3,4,6-Tertahydroxy-5H-benzocyclohepten-5-on)

Manganperoxidase ist die am héufigsten in Weilfaulepilzen vorkommende Peroxidase.
Manganperoxidasen sind ebenso wie Ligninperoxidasen Ham-Proteine und liegen wie die
meisten extrazelluldren Enzyme glycosyliert vor. 10 bis 40 Prozent ihrer Molekiilmasse sind
auf Zuckerreste zurlickzufithren [GLUMHOFF et al., 1990]. Manganperoxidasen katalysieren
die Oxidation von Mn®" zu Mn’" [GLENN ef al., 1986]; ihre scheinbar mangelnde Spezifitit

wird durch die Reaktionen des starken Oxidationsmittels Mn®" verursacht. In der Regel liegen
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die Mn’"-Ionen im Chelatkomplex mit verschiedenen organischen Sauren wie z.B. Oxalat,
Malonat, Malat oder Lactat vor [WARIISHI et al., 1992]. Weillfaulepilze produzieren unter
natiirlichen Bedingungen vor allem Oxal- und Apfelsiure und sekretieren diese in ihre
unmittelbare Umgebung [KUWAHARA et al., 1984; KERSTEN et al., 1990; GALKIN ef al., 1998;
HOFRICHTER et al., 1999]. Als Redox-Mediatoren oxidieren chelatisierte Mn®"-Ionen eine
Vielzahl organischer Verbindungen. Besonders die im Vergleich zu einem Enzym geringe
Grofe der Mn®*-Spezies ist beim Ligninabbau von Vorteil. Manganperoxidasen sind aber
auch in der Lage, die Bildung von H,0, zu katalysieren, wobei z.B. Glutathion als

Reduktionsmittel und Sauerstoff als Oxidationsmittel fungieren [HUYNH et al., 1986].

Polyphenoloxidasen wurden mit ethanolischer Guajakharzlosung nachgewiesen. Guajakharz
enthélt vor allem Guajol und Guajakol (Abb. 5.1). Ether-Extraktion von Guajakharz ergibt
»Guajakonsdure®, die bei Oxidation in Furoguajacinblau (Abb. 5.3) libergeht [AUTERHOFF &
KUEHL, 1966; KRATOCHVIL et al., 1971]. Zu den Polyphenoloxidasen gehdren sowohl

Laccasen als auch Tyrosinasen.

Abb. 5.3:  Furoguajacinblau

Tyrosinasen wurden mit ethanolischer p-Kresol-Losung nachgewiesen (Abb. 5.1) [CHODAT,
1912]. Tyrosinasen sind bifunktionelle, kupferhaltige o-Phenoloxidasen, welche die
Oxidation von Monophenolen (Tyrosin, Phenol, p-Kresol), einiger o-Diphenole und

Pyrogallol katalysieren [ ANDER ef al., 1990].

Laccasen wurden mit ethanolischer a-Naphthol-Losung nachgewiesen (Abb. 5.1) [LYR,
1958].  Laccasen  (Benzendiol:Sauerstoff =~ Oxidoreduktasen) sind  glycosylierte
Polyphenoloxidasen, die pro Molekiil vier Kupferionen enthalten. Sie gehdren zu der Gruppe
von ,blauen” Oxidasen, bei denen die vier Kupferionen auf drei unterschiedliche
Bindungsstellen verteilt sind. Die Typ 1-Bindungsstelle ist fiir die intensiv blaue Farbe der
Enzyme verantwortlich, die wahrscheinlich durch eine Ligand-Metall charge transfer-
Absorption zwischen einem Schwefelatom aus Cystein und Cu' hervorgerufen wird. Die

Typ 2-Bindungsstelle absorbiert im kurzwelligeren sichtbaren Bereich, und die Typ 3-

92



DISKUSSION

Bindungsstelle umfaBit zwei Cu-Zentren mit einer Absorption bei 330 nm. Es wird davon
ausgegangen, daB sdmtliche Kupferionen am katalytischen Mechanismus beteiligt sind
[REINHAMMAR & MALSTROM, 1981; PALMIERI et al., 1997; SOLOMON et al.; 1997]. Laccasen
katalysieren Ein-Elektron-Oxidationen einer Vielzahl von organischen und anorganischen
Substraten einschlieBlich Mono-, Di- und Polyphenolen, Methoxyphenolen, aromatischen
Aminen und Ascorbat, wihrend Sauerstoff in einer Vier-Elektronen-Ubertragung zu Wasser
reduziert wird [THURSTON, 1994; EGGERT ef al., 1996]. Beim Ligninabbau sind Laccasen fiir
die C,-Spaltung von phenolischen Arylpropanstrukturen und anderer ligninverwandter
Komponenten verantwortlich. [ANDER et al., 1990; KERSTEN et al., 1990; MILSTEIN et al.,
1993]. Zusitzlich wird angenommen, dal Laccasen an der Synthese von Dihydroxy-
naphthalin-Melaninen, dunkel gefarbten Polymeren, die als Pigmente den Organismus vor
LichtstreB schiitzen, beteiligt sind [HENSON et al., 1999] oder bei der Pilzmorphogenese die
Bildung von extrazelluldren Pigmenten katalysieren [ZHAO & KWAN, 1999]. Viele Pilze
produzieren Laccase in Form von mehreren Isoenzymen [MUNOZ et al., 1997]. Zwei Laccase-
Gene wurden z.B. bei Trametes villosa, Agaricus bisporus, Pleurotus eryngii und auch bei P.
ostreatus identifiziert [PERRY et al., 1993; GIARDINA ef al., 1996; YAVER et al., 1996; MUNOZ
et al., 1997]. Laccasen finden Anwendung vor allem in der Papierindustrie zur Bleichung von
Pulpen, bei der Entfernung von phenolischen Verbindungen in Most und Wein oder zur
Zersetzung von Toxinen [BRENNA & BIANCHI, 1994; GIANFREDA et al., 1999; BAMINGER et
al., 2001]. Laccasen lassen sich gut immobilisieren und ermdglichen in Verbindung mit einer
Sauerstoffelektrode die Bestimmung von Polyphenolen auch in nichtwiBrigen Systemen

[NEUJAHR & KJELLE’N, 1979; WANG et al., 1993].

Fiir eine halbquantitative Abschitzung der Expression lignolytischer Enzyme wurden jeweils
vier Testreagenzien (siche Kap. 3.2.5) im Abstand von sieben Tagen auf das Mycel der
Oberflachenkulturen aufgetragen. Parallel wurden Kulturen ohne Zusatz von Erdnuf3schalen

geflihrt.

Beim Test auf die verschiedenen lignolytischen Redox-Systeme zeigten mehr als 10 % der
iiberpriiften Spezies keine der gesuchten Enzymaktivititen. Weitere 18 Basidiomyceten

zeigten nur geringe Aktivitdten.

Dies zeigt, daB fiir mehr als die Hélfte der untersuchten Organismen Erdnuf3schalen in
Verbindung mit dem glucose- und stickstoffarmen Nahrmedium wahrscheinlich ungeeignet
sind, lignolytische Enzymaktivititen zu induzieren. Eine Stickstofflimitierung im Kultur-

medium kann fiir eine erhéhte Produktion von extrazelluldren Enzymen verantwortlich sein
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[SPADARO ef al., 1992; Liet al., 1994; WU et al., 2001]. Einige Basidiomyceten sind jedoch in
der Lage, auch in ndhrstoffreichen Vollmedien groBBe Mengen an lignolytischen Enzymen in
ihre Umgebung zu sekretieren [VASDEV & KUHAD, 1994]. Der EinfluB der Induktion durch
verschiedene Substrate und Nahrmedienbestandteile variiert jedoch zwischen den einzelnen

Spezies [HIGHLEY & MICALES, 1990].

Die Aktivitdtsfarbungen gaben auch Aufschluf3 dariiber, an welchem Ort die entsprechenden
Enzyme vornehmlich agieren. Bei den untersuchten Organismen wurde die auftretende
Féarbung in den meisten Fillen direkt am Pilzmycel detektiert. Bei Cyathus helenae und
Hericium erinaceus war die Polyphenoloxidaseaktivitit vor allem am Substrat lokalisiert,
wihrend eine Farbung des direkt an das Mycel grenzenden Mediums im Fall der Laccase bei

Cyathus pallidus, Cyathus striatus, Lepista nuda und P. sapidus besonders ausgepragt war.

Besonders hohe Enzymaktivitdten sowohl mit als auch ohne Erdnuschalen zeigte neben den
eBbaren Basidiomyceten P. sapidus, M. scorodonius und L. irina auch der als Weillfaulepilz

bekannte Riesenporling (Meripilus giganteus) (vgl. Tabelle 4.1).

Wihrend Polyphenoloxidase- und Tyrosinaseaktivitit ausschlieBlich direkt im Bereich des
Pilzmycels detektiert wurden, waren Laccase- und Peroxidaseaktivitit bis zum 14. Kulturtag
auch im umgebenden Medium nachweisbar. Intensive Farbreaktionen unmittelbar an den
Fragmenten der ErdnufBlischalen wurden bei P. sapidus beobachtet, weshalb dieser Pilz zur
detaillierteren Untersuchung der Bildung extrazelluldrer Enzyme und deren Induzierbarkeit

durch ErdnuB3schalen als lignocellulosereiches Substrat ausgewihlt wurde.

5.3 Kultivierung von Pleurotus sapidus und Lepista irina

Um eine Induktion der lignolytischen Aktivtitidt zu erreichen, wurden Stammkulturen von
P. sapidus und L. irina in Oberflichenkulturen mit gemahlenen Erdnuflschalen und Lignin

inkubiert (Abb. 5.4).
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Abb. 5.4: Stammkulturen von L. irina (links) und P. sapidus (rechts) auf festem Medium mit gemahlenen
ErdnuBschalen und Lignin (nach einer Inkubationszeit von 7 d) (vgl. 3.2.2.3)

Zur Gewinnung und Charakterisierung extrazellulirer Proteine und Enzyme wurde ein
Submerskulturverfahren gewéhlt, da dieses besonders fiir ein kontrolliertes Wachstum von
Basidiomyceten geeignet ist [ABRAHAM, 1994]. Fiir eine optimale Anhaftung des Mycels am
Substrat wurde nach dem Beimpfen der Erdnuflschalen mit Pilzmycel aus einer Vorkultur
zunéchst fiir sieben Tage statisch inkubiert, bevor das fliissige Kulturmedium zugesetzt wurde

(,,statisch-dynamische Kultivierung®) (Abb. 5.5).

Abb. 5.5:  Submerskultivierung von P. sapidus auf Erdnuf3schalen

Pilze, insbesondere Basidiomyceten, wachsen natiirlicherweise auf festen, unbeweglichen
Substraten. Diese Tatsache hat groBen Einfluf} auf die physiologischen Eigenschaften, speziell
auf die Enzymproduktion. Kulturen von P. sapidus auf Erdnuflschalen zeigten im Vergleich
zum tiibrigen Kulturverlauf extrem hohe Laccaseaktivitit direkt nach erstmaliger Zugabe von
flissigem Kulturmedium (Abb. 4.2). KALUSKAR et al. (1999) haben gezeigt, dal eine auf
einem Polyurethanschwamm immobilisierte Kultur von Agaricus bisporus, auch bekannt als
Zuchtchampignon, eine wesentlich héhere Laccaseproduktion vorwies als eine herkdmmliche
Submerskultur. Zu dhnlichen Ergebnissen in bezug auf die Produktion von Manganperoxidase

kamen ZIEGENHAGEN & HOFRICHTER (2000) bei der Kultivierung des Basidiomyceten
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Clitocybula dusenii, immobilisiert auf einem Schwamm aus Cellulose-Mischfaser. HA et al.
(2001) dagegen zeigten, dall mit auf einem Rundschiittler inkubierten Submerskulturen von P.
ostreatus gegeniiber einer rein statischen Kultivierung héhere lignolytische Enzymaktivititen

erzielt wurden.

Neben den Kulturparametern pH-Wert, Protein- und Glucosegehalt wurde die Laccase-
aktivitdt als Indikator fiir die Vitalitit des Organismus und die Expression lignolytischer
Enzyme im Kulturiiberstand ermittelt. Submerskultivierungen von P. sapidus und L. irina
zeigten in bezug auf den Verlauf des pH-Wertes dhnliche und typische Verldufe. Durch
Produktion organischer Siduren wie z.B. Oxalat, Malonat, Malat oder Lactat sinkt der pH-
Wert zunédchst ab [WARIISHI et al.,, 1992] (vgl. Abbildungen 4.5/5.6/4.10/4.11). Infolge
zunehmender Autolyse des Organismus ist im weiteren Kulturverlauf ein Anstieg des pH-

Wertes zu verzeichnen.

Bei der Submerskultivierung von P. sapidus auf ErdnuBBschalen war eine deutliche Induktion
der Laccaseaktivitidt zu beobachten (Abb. 4.2). Fiir den starken Abfall der Laccaseaktivitit

innerhalb der ersten beiden Kulturtage konnen folgende Faktoren verantwortlich sein:
» Die Induktion der Laccaseproduktion ist besonders hoch bei statischer Inkubation.

» Die Halbwertszeit der Laccase im Kulturiiberstand ist sehr kurz, z.B. wegen des

Verlustes der enzymatischen Aktivitdt durch sekretierte Peptidasen.
»  Produkthemmung.

Im weiteren Kulturverlauf war infolge der Induktion die Aktivitidt mehr als fiinfmal so hoch,
der hohere Proteingehalt im Medium belegte eine erhohte Sekretion im Vergleich zur nicht
induzierten Kultur (Abbildungen 4.2 & 4.3). Auch die Glucoseoxidase muf3 aufgrund der
anfinglich hohen Aktivitit von mehr als 200 U L einer Induktion unterliegen (Abb. 4.4).
Hier war nach Zugabe des Mediums der gleiche Effekt zu beobachten wie bei der
Laccaseaktivitdt. Im weiteren Verlauf der Kultivierung blieb die GOD-Aktivitdt jedoch auf
dem Niveau der nicht induzierten Kultur. Bei Kultivierung auf ErdnuBschalen wurde die
Glucose wesentlich schneller verbraucht als bei der Kontrollkultur (vgl. Abbildungen 4.5 &
4.6). Dies ist darauf zuriickzufiihren, dafl die hohe Aktivitit zu Beginn der Kultivierung fiir
einen hoheren Verbrauch von Glucose sorgte. Die GOD-Aktivitét blieb auch nach Verbrauch
der Glucose im Kulturmedium auf nahezu gleichbleibendem Niveau. Um den lignolytischen
Prozel} aufrechtzuerhalten, ist wahrscheinlich ein Mindestmal3 an GOD-Aktivitdt im Medium

notwendig. Die Produktion extrazellulirer Glucoseoxidasen ist vor allem von Aspergillus

96



DISKUSSION

niger-Stammen und mehreren Vertretern der Gattung Penicillium bekannt [FIEDUREK &
ILczuk, 1992; FIEDUREK et al., 1994; KUPLETSKAYA & KURAKOV, 1999; SHISHKO et al.,
1999]. Zur Sekretion von Glucoseoxidasen bei Weillfaulepilzen ist jedoch bisher wenig

bekannt [GOMEZ-ALARCON et al., 1989].

Bei der Submerskultivierung von L. irina blieb die Laccaseaktivitit weit unter der von P.
sapidus. 200 U L wurden nicht iiberschritten, dennoch konnte ein deutlicher Induktions-
effekt durch das Substrat beobachtet werden. Die Laccaseaktivitdt war bei Kultivierung auf
ErdnuB3schalen durchschnittlich viermal hoher (dhnlich wie bei P. sapidus) (Abb. 4.7). Bei
Kultivierungen von L. irina war die Induktion der Laccase- und Glucoseoxidaseaktivitit nicht
so stark ausgepriagt wie bei P. sapidus. Sowohl Laccase als auch GOD erreichten Maxima
threr Aktivititen erst im weiteren Kulturverlauf. Die Laccaseaktivitit erreichte bei L. irina am
neunten Kulturtag ein Maximum, wéihrend am zehnten Kulturtag eine wesentlich geringere
Aktivitit zu beobachten war. Zu diesem Zeitpunkt stand dem Organismus Glucose als leicht
verfiigbare Kohlenstoffquelle nicht mehr zur Verfiigung (vgl. Abbildungen 4.7 & 4.10). Die
Aktivitdt der Glucoseoxidase wies bei Kultivierung auf Erdnuf3schalen ein Maximum am
dritten Kulturtag auf (Abb. 4.9). Ebenso war ein zweites, kleineres Maximum der Laccase-
aktivitdt am dritten Kulturtag zu verzeichnen, wihrend der Proteingehalt im Medium zu
diesem Zeitpunkt minimal war (vgl. Abbildungen 4.7 & 4.8). Das kann bedeuten, dal3 zu
diesem Zeitpunkt Laccase und Glucoseoxidase vorrangig in das umgebende Medium fiir eine
Nutzbarmachung des Substrats sekretiert wurden. Die Kultur ohne ErdnuB3schalen verbrauchte
die vorhandene Glucose wesentlich schneller, was ein Indiz fir die Nutzung des
ligninhaltigen Substrats als Kohlenstoff- und Energiequelle bei induzierter Kulturfiihrung ist
(Abb. 4.11). Die Induktion von GOD wird bei L. irina hochstwahrscheinlich durch Faktoren
gesteuert, die aus dem lignolytischen ProzeB herriihren. Der Proteingehalt im Medium verlief
bei induzierter und nicht induzierter Kultivierung nahezu parallel. Bei Induktion wurden bis
zu doppelt so hohe Proteinmengen ermittelt, was auf die erhohte Sekretion lignolytischer

Enzyme zuriickgefiihrt werden kann.

Ein strukturell verwandtes Enzym zur Glucoseoxidase ist die Cellobiosedehydrogenase
(CDH; E.C. 1.1.99.18), die als extrazelluldres Flavocytochrom am Abbau von Lignocellulose
teilnimmt und dabei die Oxidation von Cellobiose zu Cellobiono-1,5-lacton katalysiert
[DUMONCEAUX et al., 2001; HALLBERG et al., 2003]. Monosaccharide sind fiir die CDH

weniger gut als Substrat geeignet [HENRIKSSON et al., 1998], jedoch ist es moglich, dall bei
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der Bestimmung der Glucoseoxidaseaktivitit mdgliche vorhandene CDH-Aktivitdt in der

Summe mitbestimmt wurde.

In einem modifizierten fed batch-Verfahren wurde der Kulturiiberstand unter sterilen
Bedingungen periodisch vom immobilisierten Pilzmycel getrennt und durch frisches Medium
ersetzt. Zwar nahm die Laccaseaktivitit nach jedem Wechsel des Kulturmediums wieder stark
zu, es war jedoch auch iiber die gesamte Kultivierungsdauer eine Abnahme der
durchschnittlichen Aktivitit sowohl bei P. sapidus als auch bei L. irina zu beobachten (vgl.
Abbildungen 4.12 und 4.13). Als limitierend ist hier das Kulturgefd3 anzusehen, welches
einerseits aufgrund des bestindigen Mycelwachstums nicht geniigend Platz fiir die bendtigte
Menge an Kulturmedium 146t. Andererseits kann bei fortgeschrittenem Wachstum auch die
mangelnde Durchmischung wéhrend des Schiittelns flir unzureichende Sauerstoffzufuhr
sorgen und so eine erfolgreiche Enzymproduktion unterbinden. Durch Supplementierung des
Mediums mit Cu”” wurden Steigerungen der Laccaseaktivitit auf mehr als 500 U L™ nach
einer Kultivierungsdauer von insgesamt 57 d erreicht (Abb. 4.14). Eine deutliche Induktion
der Laccaseaktivitit wie bei Kultivierung auf gemahlenen ErdnuBlschalen war bei der
fed batch-Kultivierung, bei der nur unzerkleinerte Erdnu3schalen eingesetzt wurden, nicht zu
beobachten (vgl. Abbildungen 4.2 & 4.14). Das ist darauf zuriickzufithren, dal durch die
Vermahlung das Substrat fiir den Organismus wesentlich leichter zuginglich ist. Unter
wirtschaftlichen Gesichtspunkten konnte die Biotransformation der ErdnufBschalen im
fed batch-Verfahren dadurch um einen Arbeitsschritt verkiirzt werden. Ein effektiver Abbau
wurde durch Steigerung der Laccaseaktivitit mittels Cu’'-Supplementierung dennoch

gewihrleistet.

Fir Trametes pubescens wurde kiirzlich gezeigt, da durch Supplementierung des
Kulturmediums mit Cu®" die Laccaseproduktion stimuliert und verstirkt wird [GALHAUP &
HALTRICH, 2001]. Ebenso wurde fiir Trametes versicolor, Ceriporiopsis subvermispora und
Pleurotus ostreatus ermittelt, daf durch Cu”®” eine Regulation der Laccaseexpression bereits
auf Ebene der Transkription stattfindet [COLLINS & DOBSON, 1997; KARAHANIAN et al., 1998;
GIARDINA ef al., 1999; PALMIERI ef al., 2000]. Bei P. ostreatus wurde nach Supplementierung
des Kulturmediums mit CuSOs sowohl eine Aktivititssteigerung sidmtlicher Laccase-
Isoenzyme als auch das Auftreten eines neuen Laccase-Isoenzyms beobachtet, dessen
katalytische Eigenschaften vergleichbar sind mit bereits aus P. ostreatus bekannten Laccase-
Isoenzymen. Die strukturellen Eigenschaften des neuen Laccase-Isoenzyms zeigten jedoch

groBBe Unterschiede [GIARDINA et al., 1999; PALMIERI et al., 2000].
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5.4 Analytik mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese

Fiir die Erstellung der zweidimensionalen Elektropherogramme wurden die Kulturmedien
mittels Ultrafiltration konzentriert. Mehr als ein Drittel der im Medium befindlichen Proteine
wies dabei eine Grofe von > 10 kDa auf (Tabelle 4.2). Auf die Untersuchung kleinerer
Proteine wurde verzichtet, weil bekannte lignolytische Enzyme in der Regel ein
Molekulargewicht zwischen 40kDa und 100 kDa besitzen [PALMIERI et al, 1993;

RAGHUKUMAR et al., 1999; IIMURA et al., 2002].

Um zu gewidhrleisten, daf ausschlieBlich die Induktion von Enzymen durch Erdnuf3schalen
detektiert wird, wurde bei der Kultivierung auf die zusdtzliche Supplementierung des

stickstoffarmen Nihrmediums (vgl. 3.2.2.2) mit Cu”" verzichtet.

Die Proteinkonzentrate, die aus Kultivierungen mit Erdnuf3schalen gewonnen wurden, waren
stets intensiv braun gefirbt, was bei Referenzkulturen ausblieb. Um Salze, die bei der
1soelektrischen Fokussierung storen, moglichst vollstindig zu entfernen, wurden die Proteine
prézipitiert. Bei Féllungsversuchen mit Trichloressigsdure blieb die braune Féarbung erhalten.
Daraus erstellte Elektropherogramme zeigten bei Visualisierung der Proteine mittels
Silberfarbung im sauren pl-Bereich iiber den gesamten MolekiilgroBenbereich ausgeprigte
Schlierenbildung (Abb. 4.16). Dieses Phdnomen ist bereits von der gelelektrophoretischen
Trennung von Proteinen aus Tabakblédttern bekannt. Dort interagieren Pigmente und
phenolische Komponenten bei der Aufarbeitung mit den Pflanzenproteinen und verursachen
Streifenbildung und Artefakte [HARI, 1981]. Eine Inkubation von ErdnuBschalen mit
Standardnédhrlosung iiber sieben Tage zeigte bei einer zweidimensionalen elektrophoretischen
Trennung der im Medium befindlichen Proteine nur geringfiigige Schlierenbildung (Abb.
4.16). Es ist anzunehmen, dall es sich bei Kultivierung von P. sapidus und L. irina auf
ErdnuB3schalen um Aggregate der durch die Organismen sekretierten Proteine mit Phenolen
handelt, die durch den lignolytischen Prozel3 freigesetzt wurden. Interaktionen zwischen
Proteinen und Phenolen, Aggregation und Prazipitation sind vor allem bei der Produktion von
Bier und Fruchtsidften bekannt [CHAPON, 1996; SIEBERT et al., 1996; BOYE, 1999; RENARD et
al.,2001].

Bei Farbung mit kolloidalem Coomassie Brilliant Blue trat die Schlierenbildung gegeniiber
einem mit Silber gefarbten Gel etwas vermindert auf. Die Reaktion des Coomassie-Farbstoffs

mit phenolischen Verbindungen aus Pflanzenmaterial ist ebenfalls in der Literatur
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beschrieben [MATTOO et al., 1987]. Die Vermutung, dal3 es sich bei der braunen Farbung um
polymere Phenole handelt, wurde durch eine Uberpriifung des Phenolgehaltes in
Ultrafiltrationskonzentraten mittels Folin-Ciocalteau-Reagenz bestétigt. Der Phenolgehalt war
bei induzierter Kultivierung ungefdhr doppelt so hoch wie bei Kultivierung ohne
ErdnuBschalen (vgl. Tabelle 4.3). Die Polyphenole, die wahrscheinlich aufgrund ihrer
Aggregation mit Proteinen auch die Poren der Ultrafiltrationsmodule nicht passieren konnten,

entspringen vermutlich dem Abbau des Ligninpolymers durch den Pilz.

Bei Fillung mit Chloroform-Methanol nach WESSEL & FLUGGE (1984) wurde ein farbloses
Proteinpellet erhalten. Elektropherogramme, die mit diesen Proteinproben erstellt wurden,
waren frei von Schlierenbildung. Es ist anzunehmen, da3 durch die Zugabe von Chloroform
die Phenole aufgrund ihrer besseren Loslichkeit in der wissrigen Methanolphase verbleiben

und ,,freie* Proteine in der Interphase zuriicklassen.

Zusétzlich zur Sensitivitét einer Farbemethode sind auf dem Gebiet der Proteomics besonders
Linearitdt, d.h. proportional zur Proteinmenge ansteigende Farbstoffmenge, und Homogenitit,
d.h. auch verschiedene Proteine werden mit gleicher Intensitdt gefarbt, gefragt. In bezug
darauf ist die Silberfarbung, die noch immer die empfindlichste nicht-radioaktive
Nachweismethode darstellt, weit vom Ideal entfernt [RABILLOUD & CHARMONT, 1999]. Die
Silberfarbung ist nicht quantifizierbar, da verschiedene Proteine mit unterschiedlicher
Intensitit gefdarbt werden [POEHLING & NEUHOFF, 1981]. Aullerdem fordern an die Farbung
anschlieBende Analysenmethoden wie MALDI-TOF oder MS/MS moglichst geringe
Interferenzen. Die auch auf diesem Gebiet aufgetretenen Probleme nach erfolgter
Silberfarbung sind von GEVAERT & VANDEKERCKHOVE (2000) beschrieben worden.
Abgesehen von der Silberfarbung wird die kolloidale Coomassie-Farbung am héufigsten
genutzt. Wihrend diese Farbetechnik bessere Linearitit und Homogenitidt bei weniger
Storeinfliissen in Verbindung mit massenspektrometrischen Analysenmethoden aufweist, ist
sie gegeniiber der Silberfirbung um ein bis zwei Grofenordnungen empfindlicher. So muf3
entweder auf hohe Proteinbeladung der Gele unter dem Risiko von Prizipitationen
ausgewichen werden, oder die Analyse beschrinkt sich auf die vornehmlich vorhandenen
Proteine. Eine weitere Methode zur Detektion von Proteinen beruht auf der Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen, die fiir die Detektion von Proteinen durch Proteomics wieder an
Bedeutung erlangt haben [NEUHOFF ef al., 1988]. Metallchelate mit Bathophenanthrolin-
disulfonat als Fluorophor binden intensiv an Proteine [GRAHAM et al., 1978]. Das Ruthenium-

Chelat (Abb. 5.6) wurde von BANNWARTH (1989) zuerst fliir den Nachweis von DNA
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beschrieben, RABILLOUD & CHARMONT (2000) benutzten Ruthenium-(II)-tris-(bathophen-

anthrolin-disulfonat) (Ru"(BPS)) erstmals fiir die zweidimensionale Gelelektrophorese.

L — 13

Abb. 5.6:  Strukturformel (links) und Modell (rechts) von Ruthenium-(II)-tris-(bathophenanthrolin-disulfonat)
[ZARN, 2003]

Da mit Silber gefarbte Proteine fiir eine weitere massenspektrometrische Analyse ungeeignet
sind, wurde eine Kombination aus zwei Fiarbemethoden entwickelt, welche nah an die
Empfindlichkeit einer Silberfarbung heranreicht und zusétzlich Storungsfreiheit fiir die
anschlieBende massenspektrometrische Analyse bietet. Im Anschlul an die Fluoreszenz-
firbung mit Ru"(BPS) wurde eine weitere Firbung mit kolloidalem Coomassie-Blau
durchgefiihrt, welche das Ausschneiden der Spots erleichtert. Simtliche bei Farbung mit
Ru'(BPS) detektierte Proteinspots waren auch nach kolloidaler Coomassie-Firbung gut
nachweisbar. Vermutlich bieten noch vorhandene Metallchelate geeignete Bindungsstellen fiir
den Coomassie-Farbstoff und erniedrigen so die Nachweisgrenze. Mit der Ru"(BPS)-
Fluoreszenzfarbung lassen sich Proteinspots bis zu 10 ng nachweisen, wahrend der Grenzwert
fiir Silberfarbung 5-10 ng und fiir kolloidales Coomassie Blau etwas weniger als 100 ng
betrigt [NEUHOFF et al., 1988; SHEVCHENKO ef al., 1996; RABILLOUD ef al., 2001]. Ru"(BPS)-
Féarbungen erwiesen sich auflerdem als am wenigsten anfillig fiir Phenole im Kulturmedium.
Daher wurden zur Beseitigung von storenden Verbindungen die Proteine zundchst mit
Chloroform-Methanol prézipitiert und sidmtliche zweidimensionalen Gele zuerst mit
Ru"(BPS) und fiir die Analyse der Proteine anschlieBend mit kolloidalem Coomassie-Blau

geférbt.

101



DISKUSSION

Die aus der Fluoreszenzfiarbung erhaltenen Elektropherogramme wurden verglichen und
zundchst die in Abbildung 4.30 hervorgehobenen Proteinspots fiir eine massenspektro-
metrische Analyse ausgewdhlt. Dabei handelte es sich um Proteine, die entweder
ausschlieBlich bei Induktion mit Erdnuf3schalen bzw. ausschlieBlich ohne Induktion sekretiert
wurden. Die in den Abbildungen 4.31 und 4.32 zusitzlich markierten Proteinspots, bei denen
es sich zum Teil auch um Proteine handelte, die bei beiden Kultivierungsmethoden auftraten

(Tabelle 4.4), wurden ebenfalls einer massenspektrometrischen Analyse zugefiihrt.

Bei der Analyse mittels ESI-MS/MS wurden durch die Kombination der oben genannten

Féarbemethoden keine Storungen beobachtet.

Der bei der hochauflosenden zweidimensionalen Gelelektrophorese haufig kritisierte Mangel
an Reproduzierbarkeit konnte durch konstante Bedingungen bei Kultivierung und
Aufarbeitung und die Ermittlung von geeigneten Elektrophoresebedingungen beseitigt
werden. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden unabhingige Kultivierungen von P.
sapidus am gleichen Kulturtag aufgearbeitet. Dabei wurden Kultivierungen sowohl auf
Erdnufschalen als auch auf Glaswolle untersucht. Die Abbildungen 4.18 und 4.19 belegen
anhand von ausgewdhlten Bereichen, da3 die Muster der Proteinspots gut reproduzierbar
waren. Die Abbildungen zeigen geringfligige Unterschiede in der GroBe der einzelnen
Gelbereiche. Das ist auf das Verhalten der Gelmatrix beim Fixieren und Férben der Proteine
zurlickzufiihren. Beim Kontakt der Gele mit stark 16sungsmittelhaltigen Medien, wie es z.B.
beim Fixieren der Fall ist, war eine Kontraktion der gesamten Gelmatrix zu beobachten.
Durch anschlieBende Behandlung mit vorwiegend wéBrigen Medien trat Quellen der Gele ein
(vgl. 3.3.6), wobei nicht wieder die exakte GelgroBBe erreicht wurde. Dadurch kommen
geringfiigige Verzerrungen im Gel und im Muster der Proteinspots zustande. Daher wurden

von jeder Proteinprobe drei unabhédngige Elektropherogramme angefertigt.

5.5 Kinetik der Proteinexpression bei Pleurotus sapidus

Um Aussagen dariiber machen zu kénnen, zu welchem Zeitpunkt der Kultivierung bestimmte
Proteine in das Kulturmedium abgegeben werden, wurden Kulturen von P. sapidus auf
ErdnuBschalen wihrend der dynamischen Kultivierungsphase nach zwei, vier, sechs und acht

Tagen aufgearbeitet.
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Samtliche Elektropherogramme der Kinetik wurden auf ein Vergleichselektropherogramm
vom siebten Kulturtag bezogen. Zu diesem Zeitpunkt befand sich die Kultur - bezogen auf die
Laccaseaktivitdt - etwa in der Mitte der logarithmischen Phase (Abb. 4.11).

Auftillig war, dal innerhalb der ersten vier Kulturtage verhiltnisméBig wenig Proteinspots
auftraten. Wihrend die meisten Spotbereiche iiber den gesamten Kulturverlauf zu beobachten
waren, kamen einige Proteine erst im Laufe der Kultivierung hinzu, andere waren dagegen
z.B. nur am zweiten und dann wieder am achten Kulturtag zu detektieren (Abbildungen 4.24

bis 4.27).

Die Anzahl von Spots auf einem 2D-Gel héngt auch von posttranslationalen Modifikationen
ab. Zu beobachten sind in der Regel Ketten von Spots, die von einem einzigen
Prekursorprotein herriihren [GOOLEY & PACKER, 1997]. Eine gewisse Anzahl von Spots kann
jedoch auch aus dem Prozel3 der Probenpriparation bis zum fertigen 2D-Gel stammen. Weit
verbreitet ist Deamidierung, d.h. die Umwandlung von Asparagin- und Glutaminresten in
Aspartat bzw. Glutamat [SARIOUGLU et al., 2000]. Ebenso haufig ist die Alkylierung von
Proteinen durch freies, nicht polymerisiertes Acrylamid [BORDINI et al., 1999a], durch N-
substituierte Acrylamide [BORDINI ef al., 1999b], durch Quervernetzer [GALVANI et al., 2000]
und durch monomere Immobiline [BORDINI et al., 2000a &2000b]. Freie Monomere sind in
SDS-PA-Gelen immer zu finden, da {ibliche Protokolle keine Reinigungsschritte enthalten.
Da Harnstoff, der in hoher Konzentration im Lysis-Puffer zur Denaturierung und
Solubilisierung der Probe vorhanden ist, im Gleichgewicht mit Ammoniumcyanat steht,
konnen bei Temperaturen > 35 °C Carbamylierungen auftreten. HERBERT et al. (2003) zeigten
jedoch, dal3 diese Reaktion entweder erst bei wesentlich hoheren Temperaturen (100 °C) oder
nach frithestens 48 h bei Raumtemperatur Artefaktbanden erzeugt. Im elektrischen Feld, d.h.
bei der IEF, die in der Regel mehrere Stunden in Anspruch nimmt, kommt es nicht zu
Carbamylierungen, weil entstehende Cyanationen durch Wanderung zur Anode mdglichen

Reaktionen entzogen werden [HERBERT et al., 2003].

Eine weitere Quelle fiir ,,artifizielle Spots kann die Reduktion und Alkylierung sein, die nach
Standardprotokollen zwischen erster und zweiter Dimension durchgefiihrt wird. HERBERT et
al. (2001) berichten, daB freie -SH-Gruppen, entstanden durch Reduktion der Disulfidbriicken
mit DTT (vgl. Lysis-Puffer 3.2.5.1) vor der IEF, wiahrend der Wanderung des Proteins zum pl
neue Disulfidbriicken mit anderen Proteinen und dadurch groBe Aggregate vor allem im
alkalischen pH-Bereich bilden. Die Untersuchungen zeigten, dal ohne geeignete Reduktion

und Alkylierung der Disulfidbriicken anstelle von zwei Spots mehr als 40 auf einem 2D-
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Elektropherogramm nachweisbar sind. HERBERT et al. (2001) schlagen als Gegenmallnahme
vor, Reduktion und Alkylierung bereits vor der IEF durchzufiihren. YAN et al (1999)
dagegen erhohten die Menge an lodacetamid auf 125 mM und die Inkubationszeit fiir die
Alkylierung (vgl. 3.2.5.3) auf mindestens 15 min. GALVANI et al. (2001a) zeigten, dal3 bei der
Alkylierung mit lodacetamid innerhalb von zwei Minuten ein Alkylierungsgrad von ca. 70 %

erreicht wird, eine vollstindige Alkylierung jedoch bis zu 6 h in Anspruch nehmen kann.
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Abb.5.7: 1: Nonidet P40 (Octylphenolpoly(ethylenglycolether)); 2: CHAPS (3-((3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonio)-1-propansulfonat); 3: Zwittergent® 3-14 (3-(N,N-Dimethyltetradecylammonio)-
propansulfat

GrofBlen Einflufl hat auch eine effektive Solubilisierung der Proteine. O’FARRELL entwickelte

1975 den ersten denaturierenden Lysis-Puffer mit Harnstoff, -Mercaptoethanol und dem

nichtionischen Detergenz Nonidet P-40 (Abb 5.4).

PERDEW et al. (1983) ersetzten Nonidet P-40 durch das zwitterionische CHAPS (3-((3-
Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propansulfonat; Abb. 5.7), welches sich vor allem bei
der Solubilisierung hydrophober Membranproteine als effektiver erwies. Zur Isolierung von
Membranproteinen sind in den letzten Jahren vor allem Sulfo- und Amidosulfobetaine zum
Einsatz gekommen (z.B. Zwittergent® 3-14; vgl. Abb. 5.7) [CHEVALLET ef al., 1998; SANTONI
et al., 1999; MOLLOY et al., 2000].

Harnstoff (bis zu 9,5 M) war {iber viele Jahre das einzige Chaotrop fiir die IEF. Seit einiger

Zeit wird zusétzlich Thioharnstoff benutzt, da es die Solubilisierung vor allem von
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Membranproteinen erleichtert [MOLLOY et al., 1998; RABILLOUD ef al., 1998]. Ublicherweise
werden 2 M Thioharnstoff und 5-7 M Harnstoff benutzt, da Harnstoff die Loslichkeit von
Thioharnstoff in Wasser deutlich verbessert. GALVANI et al. (2001b) zeigten jedoch, daf
Thioharnstoff lodacetamid effektiv abfingt und dadurch eine optimale Alkylierung
verhindert. Das Schwefelatom im Thioharnstoff ist in der Lage, ebenso wie die —SH-Gruppen

des Cysteins im Alkalischen mit Iodacetamid zu reagieren.

In Experimenten zur vorliegenden Arbeit wurde daher auf den Zusatz von Thioharnstoff
verzichtet. Reduktion und Alkylierung wurden nach dem Protokoll von YAN et al. (1999)
durchgefiihrt. Die Proteinidentifizierung zeigte nur eine geringe Anzahl von &dhnlichen
Proteinen. Das Auftreten einiger Spotketten (vgl. Abbildungen 4.28 & 4.29) ist hochst-
wahrscheinlich auf unterschiedliche Glykosylierungsgrade zuriickzufiihren. So kénnen z.B.
bei Manganperoxidasen 10 bis 40 % der Molekiilmasse auf Zuckerreste entfallen [ GLUMHOFF
et al., 1990].

5.6 Proteinidentifizierung

In der Vergangenheit wurden =zahlreiche Enzyme aus Basidiomyceten entdeckt und
untersucht, die direkt oder indirekt am Abbau von Lignin und Lignocellulose beteiligt sind. In
der Literatur sind jedoch bisher wenige Untersuchungen zu finden, die sich mit der
Gesamtheit der sekretierten Proteine von Basidiomyceten beschiftigen [STOOP &
MOOIBROEK, 1999; OSPINA-GIRALDO et al., 2000 ; APOGA et al., 2001; GUETTLER et al.,
2002].

Wenn ein Protein in einem zweidimensionalen Gel getrennt vorliegt, gibt es im Wesentlichen
zwei Wege, es weiter zu charakterisieren. Entweder wird das intakte Protein durch blotting
auf eine chemisch inerte Matrix transferiert, wo dann weitere proteinbiochemische Analysen
durchgefiihrt werden. Alternativ hierzu wird das Protein in der Gelmatrix enzymatisch zu
Peptiden hydrolysiert, welche dann eluiert und analysiert werden. Wenn das Genom eines
bearbeiteten Organismus vollstindig sequenziert ist, konnen Proteine anhand ihres
charakteristischen Peptidmusters (peptide mass fingerprint) mittels automatisierbarer
MALDI-MS schnell identifiziert werden. Eine de novo-Sequenzierung von Proteinen mittels
ESI-MS/MS ist bislang nicht automatisierbar und daher mit einem erheblich hoéheren

Aufwand verbunden.
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Die Identifizierung extrazellulirer Proteine von P. sapidus wurde daher zundchst auf
besonders intensive Spots beschrankt. Es wurden aulerdem solche Proteine ausgewihlt, die
entweder ausschlieflich oder bevorzugt bei der Kultivierung auf ErdnuBschalen bzw.
Glaswolle exprimiert wurden. In Anwesenheit von ErdnufBschalen wurden - abhidngig vom
jeweiligen Kulturtag - etwa 1,5 bis 2 mal hohere Proteinkonzentrationen sekretiert als auf
Glaswolle (Abb. 4.3). Um fiir die massenspektrometrische Sequenzierung ausreichende
Proteinkonzentrationen zu gewéhrleisten, wurden jeweils gleiche absolute Proteinmengen der

zweidimensionalen elektrophoretischen Trennung unterworfen.

Mehrfach geladene Molekiilionen wurden vom Quadrupol-Analysator selektiv in die
Kollisionszelle (Kollisionsenergie 25 bis 30 eV) zur kollisions-induzierten Fragmentierung
tiberfiihrt. Die gebildeten Tochterionen wurden mittels orthogonalem Flugzeit-(time of flight)-
Analysator getrennt und die aufgenommenen MS-MS-Spektren nach Verstdrkung zur

Sequenzbestimmung der tryptischen Peptide verwendet (vgl. Abbildungen 5.8 & 5.9).
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Massenspektrum der Peptide von Protein 2-8 mit fiir die Elektrospray-lonisation typischen, mehr-

fach geladenen Signalen. Fiir eine Sequenzierung wurde das Ionensignal mit m/z = 802,3 isoliert und

fragmentiert (siche Abbildung 5.9).

Abb. 5.8:
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MS"-Spektrum des Fragments mit m/z = 802,3, aus dem direkt ein Teil der Sequenz ermittelt werden

Abb. 5.9

uresequenz QWDPATGLGTPDFAK, vgl. Tabelle 4.4).

Inosél

kann (hier die Am
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Einer weiteren Analyse wurden die in Abbildung 4.31 und 4.32 zusétzlich markierten
Proteinspots zugefiihrt, bei denen es sich zum Teil auch um Proteine handelte, die bei beiden

Kultivierungsmethoden auftraten (Tabelle 4.4).

Die Untersuchungen an den Proben 1-14, 1-15 und 1-16 aus dem Elektropherogramm der
induzierten Kultivierung und den Proben 2-8 und 2-9 der Kultivierung auf Glaswolle zeigten
deutliche Ahnlichkeiten zwischen den Proteinen und hochsignifikante Homologien zu
verschiedenen Peptidasen. Die Spots 2-8 und 2-9 entsprechen aufgrund ihrer Position auf dem
Elektropherogramm den Spots 1-14 und 1-15. Die dariiberhinausgehende Ahnlichkeit zu 1-16

zeigt, daB es sich hier hochtswahrscheinlich um Isoenzyme mit unterschiedlichem pl handelt.

Ahnlich verhilt es sich mit den Proben 2-5, 2-6 und 2-7. Alle Spots liegen in demselben
MolekiilgroBenbereich und unterscheiden sich abgesehen von ihrer absoluten Menge nur
durch ihren isoelektrischen Punkt. Hier bestehen hochsignifikante Homologien zu
polyvalenten Peroxidasen, z.B zu einer polyvalente Peroxidase aus L. irina, die sich
verantwortlich fiir den Abbau von f3,3-Carotin in norisoprenoide Aromastoffe zeigte [ZORN et
al., 2003e]. Polyvalente Peroxidasen weisen sowohl typische katalytische Eigenschaften von
Manganperoxidasen als auch von Ligninperoxidasen auf. Sie oxidieren ein breites Spektrum
an phenolischen und nicht-phenolischen aromatischen Substraten entweder direkt (wie
Ligninperoxidasen) oder dhnlich wie Manganperoxidasen indirekt iiber die Oxidation von
Mn** zu Mn** [RUIZ-DUENAS et al., 1999; GOMEZ-TORIBIO et al., 2001; RUIZ-DUENAS ef al.,
2001]. Weitere polyvalente Peroxidasen wurden aus den WeiBfaulepilzen P. pulmonarius
[CAMARERO et al., 1996], P. ostreatus [SARKAR et al., 1997] und Bjerkandera adusta

[HEINFLING et al., 1998] beschrieben.

Viele der analysierten Proteine zeigten signifikante Homologien zu verschiedenen Peptidasen.
Peptidasen, oft auch bezeichnet als Proteasen oder Proteinasen, sind verantwortlich fiir die
Hydrolyse der Amidbindungen in der Polypeptidstruktur von Proteinen. Peptidasen spielen
eine wichtige Rolle in allen Verdauungssystemen beim Abbau des in der Nahrung enthaltenen
Proteins und werden z.B. beim Menschen in groBen Mengen im Magen und der Bauch-
speicheldriise produziert. Es werden vier Klassen von Peptidasen anhand der in ihrem aktiven
Zentrum vorhandenen und fiir die Katalyse verantwortlichen Gruppen unterschieden: (I)
Serinpeptidasen, (II) Cystein- oder Thiolpeptidasen, (IIT) Metallpeptidasen und (IV) Carboxy-
oder auch saure Peptidasen. SchlieBlich wird noch der Ort der Hydrolyse einer
Polypeptidkette mit endo bezeichnet, wenn es sich um eine Spaltung innerhalb der Sequenz

handelt, oder exo, wenn am Ende eines Polypeptids gespalten wird [BUGG, 1997].
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Bei Serinpeptidasen beteiligt sich die Aminosdure Serin im aktiven Zentrum durch kovalente
Bindungen zum Substrat an der Katalyse und wird dabei zusétzlich in einer konzertierten
Aktion von Histidin und Aspartat unterstiitzt (,,katalytische Triade*). Zu den am besten
untersuchten Serinpeptidasen gehort o-Chymotrypsin, eine Endopeptidase, die spezifisch
hinter aromatischen Aminosduren wie Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan schneidet.
Diese Selektivitit ist auf eine Interaktion zwischen aromatischer Seitenkette des Substrats und
einer hydrophoben Bindungstasche nahe am katalytischen Zentrum zuriickzufiihren (Abb.

5.10).
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Abb. 5.10: Interaktion zwischen aromatischer Seitenkette des Substrats und hydrophober Bindungstasche von
a-Chymotrypsin.
Die katalytische Aktivitdt beruht auf der ungewohnlichen Reaktivitdt von Ser-195. Unter
physiologischen Bedingungen ist eine -CH>OH-Gruppe chemisch relativ inert. Jedoch wird
nach Zugabe eines Substrats ein Proton vom Ser-195 auf His-57 tibertragen. His-57 bildet
dabei ein Imidazol-Kation, welches durch elektrostatische Wechselwirkung vom negativ
geladenen Asp-102 stabilisiert wird (Abb. 5.11). Die von zwei NH-Gruppen in der Hauptkette
des Enzyms gebildeten Wasserstoffbriickenbindungen (von Ser-195 und Gly-193) tragen
entscheidend zur Stabilisierung des tetraedrischen Ubergangszustandes (Oxyanion genannt)

bei.

Protonierung des Stickstoffs der Fluchtgruppe durch His-57 sorgt fiir die Abspaltung des
Amins und fiihrt zu einem Acyl-Enzym-Zwischenprodukt. His-57 fungiert anschlieBend als
Base und deprotoniert H>O, welches wiederum den Acylkohlenstoff nukleophil angreift. Es
bildet sich zum zweiten Mal ein tetraedrisches Oxyanion, stabilisiert durch Wasserstoftf-
briickenbindungen. Eine abschlieBende Protonierung des Serin-Sauerstoffs durch His-57 flihrt

zum Ende des katalytischen Zyklus und entldft das Carbonsdureprodukt.

Serinpeptidasen kénnen durch Organophosphor- und Chlormethylketonsubstrate inhibiert
werden. Organophosphorverbindungen bilden dann stabile Phosphorester mit dem Serin-

Sauerstoff, wiahrend Chlormethylketonsubstrate His-57 modifizieren.
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Abb. 5.11: Mechanismus der Spaltung einer Amidbindung unter Katalyse der Serinpeptidase a-Chymotrypsin

[nach BUGG, 1997].
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Thiolpeptidasen sind eine weitere sehr verbreitete Gruppe. Das aus der Papayafrucht
gewonnene Papain besitzt ein Cystein im aktiven Zentrum, das wie das Ser-195 im a-
Chymotrypsin wirkt. Die Katalyse verlduft {iber einen intermedidren Thioester, wobei die
Nukleophilie der —SH-Gruppe durch ein benachbartes Histidin, das als Protonenakzeptor

fungiert, verstarkt wird.

Metallpeptidasen werden durch ein Metallion als Cofaktor in ihrem aktiven Zentrum
charakterisiert. In der Regel handelt es sich um Zn*", welches in den katalytischen Zyklus
involviert ist. Praktisch lassen sich Metallpeptidasen leicht von anderen Peptidasen
unterscheiden, da durch die Zugabe von chelatisierenden Reagenzien wie z.B. EDTA das
Metallion aus dem aktiven Zentrum entfernt und das Enzym inaktiviert wird. Zu den am
besten charakterisierten Vertretern dieser Klasse gehoren Carboxypeptidase A (aus
Rinderpankreas) und Thermolysin aus Bacillus thermoproteolyticus. Der Mechanismus der

Hydrolyse ist gut untersucht (Abb. 5.12).

Carboxypeptidase A hydrolysiert carboxylendstindige Peptidbindungen, wobei die Reaktion
am schnellsten ablduft, wenn der C-terminale Aminosiurerest eine aromatische oder eine
grof3e aliphatische Seitenkette besitzt. Ein fest gebundenes Zinkion sitzt in einer Rille nahe
der Molekiiloberfldche und ist in einer tetraedrischen Anordnung von zwei Histidinseiten-
ketten, einer Glutamatseitenkette und einem Wassermolekiil koordiniert. Ein groer Hohl-
raum in der Ndhe des Zinkions nimmt die Seitenkette des terminalen Restes des Substrats auf.
Die Polarisierung der Carbonylgruppe des Substrats durch das Zinkion erleichtert den Angriff
des Glu-270 auf das Kohlenstoffatom. Des weiteren wird die negative Ladung des
Sauerstoffatoms im tetraedrischen Zwischenprodukt durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit einer Enzymseitenkette stabilisiert. Ein ganz dhnlicher Mechanismus ist beim

Thermolysin zu finden (Abb. 5.12).
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Abb. 5.12: Mechanismus der Hydrolyse von Amidbindungen unter Katalyse der Metallpeptidasen Carboxy-
peptidase A (oben) und Thermolysin (unten) [nach BUGG, 1997].
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Carboxypeptidasen oder auch saure Peptidasen sind in der Regel nur in saurem Milieu aktiv.
Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das Pepsin, die wichtigste Peptidase im
Magensaft. Im aktiven Zentrum dieses Enzyms befinden sich zwei Apartatreste, von denen
eines ionisiert, das andere nichtionisiert vorliegen muf}, damit es aktiv ist. Hieraus ergibt sich
ein pH-Optimum zwischen 2 und 3. Carboxypeptidasen mit dhnlicher Struktur und dhnlichen
Eigenschaften wurden vor allem aus Schimmelpilzen isoliert [NAKADAI et al., 1972;
ICHISHIMA et al., 1973]. Den Carboxypeptidasen ist gemein, daf} sie von sehr niedrigen
Konzentrationen von Pepstatin spezifisch gehemmt werden. Das Hexapeptid Pepstatin ist ein

Analogon des tetraedrischen Ubergangszustandes des normalen Substrats.

AbschlieBBend ist festzustellen, dal bei induzierter Kultivierung Peptidasen mengenmaifig
iiberwogen. Nur Spot 1-8 zeigte hochsignifikante Ahnlichkeit zu einer Manganperoxidase.
Auch bei Kultivierung auf Glaswolle wurden Proteine sekretiert, die als dem Ligninabbau
zugehorig einzuordnen sind (2-1, 2-5 bis 2-7). Sowohl bei induzierter als auch bei nicht
induzierter Kultivierung konnten fiir einige Spots keine Homologien ermittelt werden. Dies
bietet AnlaBB zu der Annahme, daB3 zahlreiche Proteine mit unbekannten Eigenschaften und

Funktionen sekretiert werden.

5.7 Konstruktion einer cDNA-Bibliothek von Pleurotus
sapidus

Um die zu den ermittelten Aminosduresequenzen gehorenden Proteine molekularbiologisch
charakterisieren zu konnen, wurde eine cDNA-Bibliothek von P. sapidus konstruiert (Vektor
ATriplEx2, SMART cDNA library construction kit, Clontech). Fiir die Isolierung der Gesamt-
RNA wurden Mycelpellets aus einer Kultivierung auf ErdnufBlschalen von Kulturtag 7
eingesetzt. Mittels ESI-MS/MS analysierte Proteinspots stammen ebenfalls aus Elektro-

pherogrammen von Kulturtag 7.

Um die Proteine, deren Aminosdureteilsequenzen durch massenspektrometrische Analyse
ermittelt wurden, eindeutig identifizieren zu konnen, ist es ndétig, moglichst vollstandige
cDNA-Sequenzen zu erhalten. Uber diese Sequenzen kénnen in der Folge Homologie-
vergleiche zu anderen bereits bekannten Proteinen durchgefiihrt werden. Es gilt also, die in
Tabelle 4.4 aufgefiihrten Aminosiuresequenzen nach Ubersetzung in die zugehdrige Abfolge
von Basentripletts in der erstellten cDNA-Bibliothek wiederzufinden. Dies kann liber PCR

und entsprechende Primer erfolgen, die spezifisch an bekannte cDNA-Bereiche binden.
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Um die Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Identifizierung der analysierten Proteine zu
erfilllen, wurden PCR-Primer fiir diejenigen Aminosduresequenzen erstellt, denen bei den
durchgefiihrten Homologievergleichen mittels FASTA 3 die kleinsten Erwartungswerte und
damit die hdchsten Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Proteinen zuzuordnen waren. Es
handelte sich dabei um die Proteinspots 1-8, 1-15 und 2-6 mit ihren hochsignifikanten

Homologien zu Manganperoxidasen, Tripeptidylpeptidasen und polyvalenten Peroxidasen.

Manganperoxidasen werden in der Papierindustrie zur Delignifikation (Bleichung) eingesetzt,
da bereits geringste Ligninkonzentrationen zu einer Braunfirbung der Zellulose fiihren
[GROENQVIST et al., 2003; MOREIRA ef al., 2003]. Sie eignen sich jedoch auch zum oxidativen
Abbau von Xenobiotika, deren strukturelle Eigenschaften denen des Lignins dhnlich sind wie
z.B. Chlorphenole [SEDARATI ef al., 2003], Organo-Arsenverbindungen [HAAS et al., 2003],
PAHSs (polycyclic aromatic hydrocarbons) [ZHENG & OBBARD, 2002; STEFFEN et al., 2002 &
2003] oder PCBs (polychlorierte Biphenyle) [THOMAS et al., 1992; KRCMAR et al., 1999].

Peptidasen aus Pilzen sind vor allem in der Lebensmittelverarbeitung, z.B. bei der Herstellung
von Sojasauce, von Bedeutung [DOUMAS et al, 1998]. Des weiteren existieren zur
Anwendung mikrobieller Peptidasen in lebensmitteltechnischen Prozessen zahlreiche
Patentschriften [z.B. HAYASHI & NAKASHIRO, 1989; HAYASHI & [ZzAWA, 1996; MURAO &
SHIN, 1996].

Die Riickiibersetzung einer Aminosduresequenz in Basentripletts ist nicht eindeutig, da
mehrere unterschiedliche Tripletts fiir eine einzelne Aminosdure codieren. Daher wurden
zunichst die entsprechenden cDNA-Bereiche homologer, mdglichst aus Basidiomyceten
stammender Enzyme verglichen und unter Beriicksichtigung der codon usage von Pleurotus
ostreatus, einem nahen Verwandten von P. sapidus, (Abb. 4.36) daraus Konsensussequenzen
erstellt. Bei der Generierung der Primer wurde die Zahl der sogenannten wobbles
(degenerierte Positionen in der Primersequenz), an denen sich unterschiedliche Basen
befinden konnen, minimal gehalten. Mit dem Programm Primer3 [ROZEN &
SKALETSKY, 2000] wurden dann paarweise Oligonukleotide konstruiert, die an die homologe

Sequenzregion der cDNA des Vergleichsproteins binden (Tabelle 4.5).

Basierend auf den Aminosduresequenzdaten werden in Folgearbeiten cDNAs aus P. sapidus,
die fiir Laccasen und Manganperoxidasen codieren, mittels PCR amplifiziert und sequenziert,
um diese Enzyme genauer charakterisieren zu konnen. Ist die entsprechende cDNA bekannt,

bietet sich auBerdem die Mdoglichkeit der Uberexpression der Strukturgene in einem
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geeigneten eukaryotischen Expressionssystem (z.B. Pichia pastoris) als Voraussetzung zur

Darstellung groBBer Enzymmengen fiir biotechnologische Anwendungen.

5.8 Charakterisierung einer neuen Lipase aus Pleurotus
sapidus

Lipasen (Triacylglycerol Acylhydrolasen, EC 3.1.1.3) finden zahlreiche biotechnologische
Anwendungen bei der Herstellung von Lebensmitteln, Kosmetika, Pharmaka, Detergenzien
oder auch bei der Verarbeitung von Leder [IWAI & TSUJISAKA, 1974; ARNOLD et al., 1975;
MACRAE, 1983; MUKHERJEE, 1992]. Lipasekatalysierte Biotransformationen bieten Regio-,
Stereo- und Substratspezifitit bei milden Reaktionsbedingungen und geringem
Energiecaufwand auch bei der Darstellung grofer Substanzmengen [BORGSTROM &
BROCKMAN, 1984; HIROHARA et al., 1985; YAMANE, 1988]. In Lebensmitteln hat die
Freisetzung von Fettsiuren (< Cjg) bei der Hydrolyse von Olen in Glycerol, Fettsiuren,
Mono- und Diacylglyceride unmittelbare Auswirkungen auf das Aroma [KROLL, 1991]. Zur
Verstarkung des Aromas von Kése und Butter werden mikrobiologisch erzeugte Lipasen z.B.
aus Candida lipolytica eingesetzt. FEine geringe Hydrolyse des Milchfettes in
Milchschokolade sorgt fiir einen verstiarkten ,,Milchcharakter im Geschmack [WELSH et al.,
1989; BERGER, 1991]. Lipasen eignen sich auBerdem fiir Entfettungen unter milden

Bedingungen wie z.B. bei Knochen zur Herstellung von Gelatine [BELITZ & GROSCH, 1992].

Lipasen sind nur an der Grenzfliche Wasser/Lipide aktiv, wo sie die Hydrolyse emulgierter
Acyllipide katalysieren. Sie unterscheiden sich dadurch von den Esterasen, die ausschlieBlich
wasserlosliche Ester spalten. Man unterscheidet Lipasen hinsichtlich ihrer Spezifitit,
entweder bevorzugt mit den primidren OH-Gruppen des Glycerins veresterte Fettsduren zu
hydrolysieren oder aber alle drei Esterbindungen gleich schnell zu spalten [BROCKERHOFF &

JENSEN, 1974; BORGSTROM & BROCKMAN, 1984].

Die am besten untersuchte Lipase entstammt dem Schweinepankreas (M=48 kDa) [DOWNEY
& ANDREWS, 1965]. Das Enzym hydrolysiert mit abnehmender Geschwindigkeit Triacyl-,
Diacyl- und Monoacylglyceride. Die Lipase katalysiert zunichst die Hydrolyse der priméren
Acylreste. Erst nach langerer Inkubation wird durch eine Acylwanderung auch der dritte
Acylrest freigesetzt [SAVARY & DESNUELLE, 1956]. Die Hydrolyse der Esterbindungen

verlduft iber einen Mechanismus, der dem des Chymotrypsins analog ist (vgl. Kap. 5.6). Im
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Unterschied zu den Serinpeptidasen enthdlt die Pankreas-Lipase im aktiven Zentrum einen
Leucinrest, der hydrophobe Kontakte zum Substrat herstellt und es zum aktiven Zentrum

orientiert [ WHITAKER, 1994].

Viele industriell genutzte Lipasen werden aus Pilzen (Rhizomucor, Rhizopus und Candida)
und Bakterien (Pseudomonas und Chromobacterium) hergestellt [IWAI & TSUJISAKA, 1974 &
1984; WISDOM et al., 1987; DEREWENDA et al., 1994; JAEGER & REETZ, 1998; SCHMID &
VERGER, 1998]. Pilzlipasen treten vorwiegend extrazelluldr auf [IWAI & TSUJISAKA, 1984].
Die Sekretion extrazelluldrer Lipasen ist auch fiir eine Vielzahl weiterer Mikroorganismen
beschriecben worden [z.B. RAPP & BACKHAUS, 1992; HATZINIKOLAOU et al., 1996;
PRABHAKAR et al., 2002]. Kenntnisse iiber extrazelluldre esterolytische und lipolytische
Enzyme aus Basidiomyceten sind kaum vorhanden. SCHULTZ ef al. (1996) beschrieben den
Abbau von Suberin durch Mycena meliigena und extrazelluldre Lipasen wurden z.B. von
Calvatia gigantea, Ustilago maydis und Phanerochaete chrysosporium produziert [ ASTHER &

CORRIEU, 1987; CHRISTAKOPOULOS ef al., 1992; KATSIVELA et al., 1995].

Lipasen lassen sich auch fiir die Spaltung von Carotinoidestern einsetzen. Wéhrend
pflanzliche Rohstoffquellen Carotinoide und Xanthophylle fast ausschlieBlich in Form ihrer
Mono- und Diester enthalten, werden von der verarbeitenden Industriec bevorzugt freie
Carotinoide eingesetzt. Das liegt in Studien zur Bioverfiigbarkeit der Xanthophylle begriindet,
die belegen, daf} eine optimale Resorption nur durch Verabreichung freier, d.h. unveresterter
Carotinoide erreichbar ist [FLETCHER & PAPA, 1986; TyCzKOWSKI & HAMILTON, 1986;
HENCKEN, 1992]. Neben dem Einsatz zur Farbung von Lebens- und Futtermitteln (E 161b;
Zulassung laut Anl. 1 Teil B zu §3 Abs. 1 und §7 ZZulV zur Farbung verschiedener dort
genannter Lebensmittel (z.B. Saucen, Snacks, Suppen)) gewinnen Carotinoide auch als
Zusatzstoffe in functional foods an Bedeutung. Einigen Carotinoiden und Xanthophyllen
werden Radikalfangereigenschaften zugeschrieben, aulerdem werden sie praventiv zur
Behandlung der adulten Makula-Degeneration eingesetzt [BIESALSKI et al., 1996;

GIOVANNUCCI et al., 1998; LANDRUM & BONE, 2001; OLMEDILLA et al., 2001].

Besondere Bedeutung bei der Gewinnung von Carotinoiden besitzen Oleoresine von Tagetes

(Tagetes erecta) und Paprika (Capsicum annuum). [ BUCKENHUSKES, 1999].

Die herkdmmliche Gewinnung von Carotinoiden und Xanthophyllen wie z.B. B,3-Carotin,
Lutein, Capsanthin, B-Cryptoxanthin, Zeaxanthin, Capsorubin und Violaxanthin erfolgt
vorwiegend tiber eine chemische Verseifung. Nach einer Extraktion mit Hexan mit

anschlieender Destillation des Oleoresins folgt die alkalische Hydrolyse (60 bis 80 °C {iber
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24 h) mit konzentrierter (50 %iger) Kalilauge. Aus dem gesamten ProzeR resultieren Produkt-
verluste von 30-40 % und vielfaltige Produktschddigungen. Zudem ist aufgrund des Einsatzes

hochkonzentrierter Lauge ist ein aufwendiger Personen- und Maschinenschutz notwendig.

Als Alternative bietet sich eine enzymatische Hydrolyse von Carotinoidestern an. Die
enzymatische Spaltung von Estern ist aulerdem von Interesse, da Zusatzstoffe nach
geltendem europdischen Recht nur dann als ,,natiirlich* bezeichnet werden diirfen, wenn auch
die Gewinnung der eingesetzten Ausgangsstoffe auf ausschlieBlich natiirlichem, z.B. enzyma-
tischem Wege erfolgt [ZORN et al., 2000]. Das schlieft den Einsatz eines chemischen
Verseifungsprozesses zur Gewinnung freier Carotinoide generell aus. Zur enzymatischen
Hydrolyse von Carotinoidestern existiert bislang nur wenig Literatur: KHACHIK et al. (1997)
und LU et al (1998) untersuchten die Hydrolyse von Lutein-, Zeaxanthin- und f-
Cryptoxanthinestern in Humanmilch und Serum durch eine Lipase aus Candida rugosa. Auch
Capsanthinester wurden von der C. rugosa-Lipase als Substrat akzeptiert, wobei die

Umsetzungen allerdings nicht quantitativ verliefen [BREITHAUPT, 2000].

Bei P. sapidus wurde hocheffiziente und nahezu quantitative Spaltung sowohl von Lutein- als
auch Capsanthinestern beobachtet. Dabei konnte auf den Zusatz von Gallensalzen, die bei der
enzymatischen Hydrolyse mit anderen Lipasen fiir die katalytische Aktivitidt unentbehrlich
sind, verzichtet werden. Die Lipaseaktivitit von P. sapidus war dabei im Kulturmedium
lokalisiert [ZORN et al., 2003b]. Der Carotinoidesterlipase konnte ein Molekulargewicht von
430 kDa zugeordnet werden [ZORN et al., 2003b].

Zusitzlich zu der oben genannten konnte eine weitere neue Lipase aus P. sapidus
charakterisiert werden. Das Enzym wies keine Aktivitdt zur Spaltung von Carotinoidestern
auf, war jedoch in der Lage, die Hydrolyse des Emulgators Tween 80™ zu katalysieren (vgl.
Testverfahren zur enzymatischen Hydrolyse von Sorbitanestern, 3.4.2). Tween™ ist ein
Warenzeichen der ICI America fiir Polyoxyethylenderivate der Sorbitanester (vgl. Bsp. in
Abb. 5.13); bei Tween 80™ handelt es sich um ein Polyethoxysorbitanoleat. VEDDELER
(2003) zeigte, dall neben P. sapidus noch weitere Basidiomyceten die Fahigkeit aufweisen,

effektiv die Esterbindungen des Emulgators Tween 80™ zu spalten.
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Abb. 5.13: Enzymatische Hydrolyse von Polyoxyethylensorbitanestern (Bsp.: Spaltung von Tween 40™ mittels
Lipase zu Polyoxyethlensorbitan und Palmitinséure)

Eine mittels IEC und GPC partiell gereinigte Enzymprobe wurde auf ein IEF-Gel aufgegeben.
Es handelte sich hierbei nicht um die fiir die 2D-Gelelektrophorese benutzten IPG-Streifen,
sondern um eine klassische, native isoelektrische Fokussierung in einer Flachbettkammer.
Nach der Fokussierung wurde eine Spur mit einem Testagar zur Aktivititsbestimmung (vgl.
3.4.2) tberschichtet, wihrend die tiibrigen mittels kolloidaler Coomassielosung gefarbt
wurden. Die aktive Bande, der ein pl von 5,7 zugeordnet werden konnte, wurde aus dem IEF-
Gel ausgeschnitten und nach denaturierender Probenvorbereitung direkt in die Auftragetasche

eines SDS-PA-Gels iiberfiihrt, um die Molekiilgrof3e zu ermitteln (Abb. 4.42).

Die Kombination von klassischer IEF mit immobilisiertem pH-Gradienten und SDS-PAGE
als Variante der zweidimensionalen Gelelektrophorese ist in dieser Form in der Literatur
bisher nicht beschrieben. Auf eine denaturierende IEF wurde zugunsten einer klassischen,
nativen IEF verzichtet. Der Vorteil dieser Methode liegt zum einen darin, dal anhand von
Vergleichsproteinen der pl des Enzyms bestimmt wurde. Zum anderen lag dadurch ein aktives
Protein vor, dessen Bande auf dem Gel mittels Aktivitétstest genau zugeordnet werden
konnte. Durch die denaturierende Aufarbeitung von Proteinen fiir die herkdmmliche 2D-
Gelelektrophorese werden Enzyme jedoch inaktiviert und damit eine genaue Zuordnung
unmoglich. Zur Bestimmung der MolekiilgroBe wurde anschlieend eine Trennung mittels

SDS-PAGE durchgefiihrt.

Das Molekulargewicht der Lipase wurde anhand von Referenzproteinen zu ~55 kDa
bestimmt. Es konnte sich bei dem Enzym um ein Dimer aus zwei gleich groBlen
Untereinheiten handeln, da unter nativen Bedingungen ein Molekulargewicht von 101 kDa
ermittelt wurde [ZORN et al., 2003b]. Der Aufbau aus bis zu sechs Untereinheiten wurde auch
fiir verschiedene Hefe- und Pilzlipasen (z.B. Candida rugosa, Pythium ultimum, Neurospora

crassa) beschrieben [SAXENA et al., 2003].
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Das isolierte Enzym wurde aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und tryptisch verdaut. Mittels
ESI-MS/MS wurde eine de novo-Sequenzierung der tryptischen Fragmente durchgefiihrt.
FASTA-Datenbankrecherchen [PEARSON & LIPMAN, 1988] ergaben fiir zwei der Fragmente
signifikante Homologien zu einer Lipase aus Geotrichum candidum (SWALL: Q00884).

Basierend auf den ermittelten Aminosaduresequenzdaten konnen kiinftig Primer fiir eine PCR-
Amplifikation der Lipase-cDNA erstellt werden. Die Uberexpression des Strukturgens in
einem geeigneten eukaryotischen Expressionssystem wie z.B. Pichia pastoris kann dann als
Voraussetzung fiir eine Reindarstellung groBer Enzymmengen fiir biotechnologische

Anwendungen dienen.

5.9 Fazit und Ausblick

Die zweidimensionale Gelelektrophorese hat viele Eigenschaften, die sie fiir Proteomanalysen
besonders geeignet machen. Sie ist hochaufldsend und hochparallel: Es koénnen bis zu 10°
Komponenten in einem Gel gleichzeitig getrennt werden. Die 2D-Gelelektrophorese ist mit
Detergenzien kompatibel und daher fiir alle Proteine universell einsetzbar, wie z.B. auch fiir
die in der Regel hydrophoben Membranproteine. In einem einzigen Gel konnen Milligramm-

Mengen von Proteinen préparativ getrennt werden.

Diesen Vorteilen gegeniiber anderen Methoden stehen aber auch einige Limitationen
entgegen. Die Reproduzierbarkeit der 2D-Gelelektrophorese ist zwar durch die Entwicklung
der IEF mit immobilisierten pH-Gradienten verbessert worden, jedoch besitzt die Methode
viele einzelne Arbeitsschritte, von denen jeder mit Fehlern vor allem durch den Anwender
behaftet sein kann. So ist es nicht verwunderlich, dafl unterschiedliche Anwender von der
gleichen Probe unterschiedliche 2D-Muster erhalten. Es werden mittlerweile auch in grofer
Zahl Fertiggele flr die zweite Dimension angeboten, diese sind jedoch noch recht teuer. Ein
weiterer Nachteil ist, da man nur einen Teil der Proteine erfaf3t. Sehr grofe und sehr kleine
gehen verloren, ebenso sehr basische und sehr saure. Selbst bei kleinen Genomen wie dem der
Hefe erfaft die 2D-Gelelektrophorese im besten Falle zwei Drittel aller exprimierten Proteine
[LINK et al., 1997]. 2D-PAGE-Muster, die aus Daten vollstindig sequenzierter Genome
theoretisch berechnet wurden, zeigen, daf3 sich der Hauptanteil der Proteine eines Zelllysates

in einem pl-Bereich zwischen 4 und 9 befindet, wdhrend auBlerdem eine nicht zu
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vernachldssigende Anzahl von Proteinen mit isoelektrischen Punkten bis zu 12 erwartet wird

[HIMMELREICH et al., 1996].

Seltene Proteine lassen sich oft schlecht erfassen. Zwar konnen grofle Proteinmengen
aufgeladen werden und mit einer empfindlichen Methode angefarbt werden. In den Gelen sind
die Spots nach einer GauB3-Kurve verteilt, d.h. die Spots der hdufigen Proteine nehmen bei
empfindlichen Farbemethoden viel Platz ein und iiberdecken die Spots der seltenen Proteine.
Es kommt hinzu, daB sich natiirlich nicht alle Proteine gleich gut anfarben lassen. Die
Féarbungsintensitdt ist je nach Eigenschaft des Proteins spezifisch und kann von Protein zu
Protein sehr unterschiedlich sein. Fiir die gleichzeitige Quantifizierung von Proteinen, die
einige Prozent des Gesamtproteins einer Zelle ausmachen und denjenigen, die oft nur in
wenigen Kopien vorhanden sind, wire ein dynamischer Bereich von mindestens 10°
notwendig. Der reale dynamische Bereich liegt jedoch eher bei 10° [WILKINS et al., 1998;
HERBERT, 1999].

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dall die hochauflosende zweidimensionale Gelelektro-
phorese fiir die Analyse eines Sekretoms, d.h. sdmtliche in die Umgebung abgegebenen
Proteine, gut geeignet ist. Es werden wesentlich mehr Proteine von einem Basidiomyceten
wie P. sapidus oder L. irina in das Kulturmedium sekretiert, als zundchst anzunehmen ist.
Denn die dargestellte Anzahl von Spots wiirde nicht erreicht, auch wenn jedem bisher

bekannten extrazelluldren Enzym mehrere [soenzyme zuzuordnen wéren.

Die Reproduzierbarkeit der Methode konnte gezeigt werden. Entscheidend ist die Konstanz
der Bedingungen von der Stammkultur bis zum gefiarbten Gel, die streng einzuhalten ist.
Wiinschenswert wire eine Aufarbeitung der Kulturmedien in weniger Schritten, um

Proteinverluste zu vermeiden.

Die aus den ESI-MS/MS-Daten erstellten Primer fiir die PCR sind wertvolle
Ausgangswerkzeuge fiir eine weitere Charakterisierung der gefundenen Proteine. Noch
wichtiger aber wire eine vollstindige Sequenzierung des P. sapidus-Genoms, um die

Identifizierung der Proteine zu vereinfachen und zu beschleunigen.
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7 ANHANG

7.1 Ligninabbau: Diskontinuierliche Detektion von

relevanten Enzymen durch Farbreagenzien

Die Bestimmung der Farbintensititen erfolgte nach  folgendem  Schema:
keine Aktivitit 0,
schwache Aktivitit 1,
mittlere Aktivitat 2,
starke Aktivitét 3.

AulBlerdem wurde Ort der Farbung verzeichnet, wenn eine eindeutige Zuordnung moglich war:

Féarbung des Mycels MY
Féarbung des umgebenden Mediums X

Féarbung an den Erdnuf3schalen ES,

Tabelle 7.1: Enyzmaktivititen von Basidiomyceten aus Oberflichenkultivierungen mit und ohne ErdnuB-
schalen. Aktivitdten: O=keine, 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke Aktivitit. Ort der Farbung (wenn
eindeutige Zuordnung moglich): MY=Mycel, X=Farbungshof, ES=Erdnufschalen.

Nr.  Organismus Aktivititstiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
uriert in;l‘::::zrt uriert im‘ililcz};Zrt uriert imliliuczl;Zrt nduriert in:iucz';zn
1 Bjerkandera adusta
CBS 414.48
Polyphenoloxidase 0 0 2 0 2 0 1 0
Tyrosinase 0 0 0 0 | 0 0 0
Laccase 0 0 1 0 1 0 1 0
Peroxidase 1 0 2 1 2 2 2 0
) Clitocybe lignatilis
FSU C 31-2
Polyphenoloxidase P w2 | 2w 2 w2 w3 | 2wy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 2 wy |1 omv ] 2 wv| 0
Peroxidase 0 0 I w | 0 3wy | 2 mv 2 wv|
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Nr.  Organismus

Aktivititsiiberpriifung nach [d]

7 14 21 28
duiert in:ililcz};Zrt auiert imliliuczl;zn uriert imrlli::;zn duiert in:l‘:xcz}:zrt
3 Collybia peronata
CAS 353
Polyphenoloxidase 2 50 I | L w] o 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase I wi| 1 m] 0 I | 0 0 0 0
4 Cyathus earlei
CBS 440.80
Polyphenoloxidase 2 omv | 2 omv| 2 owmy |2 owmv | ] oy | owv | RN My
Tyrosinase 3w | 3 mv] 3 owv | 3 my | 2 owv | Iowy| 1 wmy
Laccase 3V 33w | 3w 1 w0 0 1wy
Peroxidase 3wy | 3 owmv] ] owy I wv | 1T wv | ] 0 1wy
5 Cyathus helenae
CBS 372.80
Polyphenoloxidase Ioad| Loy 2 owmv |1 owv |2 58 | 1 v 1R 1 oMy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 I w| 0
Laccase Iowv] 2wl 3 wv | 3 mv | 2 mv | 3 wmv| | wmv| 2 wmy
Peroxidase Iowe 2wl 1 owv | 2 v | ] omy | 2 omv | ] owy | ]y
6 Cyathus julietae
CBS 373.80
Polyphenoloxidase 3w | 3 my| 2 owv | 3 omy | 2 owv | 2 omy] 2 MDD omy
Tyrosinase Low | 2wyl 20wy | 2 mv | owy | L owv ] 3 M Dy
Laccase Iomv| 1 my] 2 mv | 2 mv | () 0 0 0
Peroxidase 0 I mvf 1 wv | T mv] 0 0 0 1w
7 Cyathus limbatus
CBS 335.81
Polyphenoloxidase 2005 T wmy | 2 omy |2 oy | oy | T owmy ] TR 1 My
Tyrosinase 0 1 wv] O 0 0 0 0 0
Laccase 3V 3wy 3 owv | 3wy 2wy |2 wy | 3wy 3wy
Peroxidase 2 omvl 2wyl 2 owy |2 oMy |2 oMy | 2 oy | ] w2y
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Organismus Aktivititstiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
muriert in;l‘:xcz}:zrt muriert in:ililcz};Zrt duriert imliliuczl;zn nduiert in:iucz';zn
3 Cyathus pallidus
CBS 376.80
Polyphenoloxidase Iowv | 1 owmv ] 2 owmv | ] mv | 2wy | 2 omv | D owv| ] owmy
Tyrosinase 0 0 I w | 0 2 w | 0 2 my | ] wmy
Laccase 3wl 3wyl 3w | 3 omv | 3 331X
Peroxidase Lowv | 1 sy 1 omy | 2 my | 3wy | 3 wmv| [ wmv| 2 wm
9 Cyathus striatus
DSMZ 1652
Polyphenoloxidase Powe | 1oy 28 | 1wy ] 2 5|1 owy| 1 owy | 1 omy
Tyrosinase 0 1 2 oMy |2 omy |2 owy | owmy 2wy | ] oMy
Laccase 20 2% 3 3 3 w2 wy| 3 owy| 1 owmy
Peroxidase 0 2 X 1 x 2 my | [ omy | 2 wmy | | wmv| 2 wmy
10 Fomitopsis pinicola
DSMZ 4957
Polyphenoloxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
11 Ganoderma applanatum
CBS 250.61
Polyphenoloxidase 1 %] 0 1 s |0 0 0 Iy | 1 owy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 1 ¥ 0 0 0 I wv |0 0 0
Peroxidase 1 x 0 0 0 I w0 Iowv | 1 wmy
12 Gloeophyllum odoratum
CBS 444.61
Polyphenoloxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 I w0 1wl 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase I ow| 1 m] 0 I mv| T m | 0O I w| 0
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Nr.  Organismus Aktivititsiiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
ndusiert in:ililcz}:Zrt ndusiert in:iliuczl;zn mduriert in:i::;zn duriert in;:xcz}:Zrt
13 Grifola frondosa
CBS 480.63
Polyphenoloxidase 2 omv| L omv | 2 owmy |2 wv ] 2wy | 2 omv| 3R 2 My
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 3owv| Lowmv | 2 ¥ | 3wy 3wy | 2 mv| 3 owmv| | omy
Peroxidase Iow | 1 sy 1 omy | 1 wmy ] 2 wv | [ sy ] wv| 2 wmv
14 Hericium erinaceus
CBS 260.74
Polyphenoloxidase Pow | 1owv] 2 301 1 sy |2 3D w2 T 1 omy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 2 omv| 2 mv| 2 wmy | 2 mv| 0 LY ] 1 omy
Peroxidase 2 omv| 2 3 2 v | 2 wv | 0 2 m| 0 1wy
15 Hypomyces odoratus
CBS 764.68
Polyphenoloxidase 0 0 2 wv |0 2 omy |2 owmv ] owv | D omy
Tyrosinase 0 0 3w |0 0 0 0 0
Laccase 0 0 1 wmy 0 1 wmy 1 mv| 1 w| 0
Peroxidase 0 0 2wy 1wl 0 2 my| | 1wy
16 Ischnoderma benzoinum
CBS 311.29
Polyphenoloxidase 2 w0 2 omy |2 omy | oy |3 oy ] oy | 2wy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 3wy | 0 31 v ] 2 owy | 3 owv] 2 owy| 2 My
Peroxidase 2omv| L owmv |l T2 X 2 X oy Loy |1 oMy
17 Lentinellus cochleatus
FSUL 13-2
Polyphenoloxidase 1 0 1 0 0 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 0 0 0 0 1 0 0 0
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Nr.  Organismus Aktivitatsiiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
mduriert in;l‘:xcz}:zrt mduriert in:ililcz};Zrt nduriert imliliuczl;zn ndusiert in:iucz';zn
18 Lentinula edodes
FSU A 20-8
Polyphenoloxidase I w| 0 Iowy |1 mv | T owv ] omv ] owy ] owy
Tyrosinase 0 0 0 0 Iowv | 1 mv ] 1 wv| 1 wmy
Laccase P 1w 35 1w 1w | 1m0 0
Peroxidase 1 x [ 1w I e[ 1T mv | 1 mv] 0O 1wy
19 Lentinula edodes
CBS 225.51
Polyphenoloxidase 2 wmv | 2 owmy ] ] owy Iomv | 1 my | 3 mv | [ owv| 3 wmy
Tyrosinase 0 2 wl 0 2 w0 I mv | [ wv| 2 wm
Laccase 2 wv| 2 mv] 0 0 0 I wv| O 3wy
Peroxidase Iowv | 1 omy] 1 o I me | 1T my | 2 mv] 0 3wy
20 Lentinula edodes
CBS 389.89
Polyphenoloxidase 0 2 wl 0 I »] 0 I »w| 0 1wy
Tyrosinase 2 w| 0 o I mv ] 2wy | 1 mv] T mv| 0
Laccase 0 3 w] 0 2 w| 0 2 wv| 0 0
Peroxidase 0 2 wl 0 I »] 0 I »w| 0 1wy
21 Lentinus lepideus
CBS 450.79
Polyphenoloxidase 2 w0 3 mv |0 I w0 1wl 0
Tyrosinase 0 0 o I mv | 1 wmv | 2 mv| 0 1wy
Laccase 2 w| 0 3w |0 2 w |0 3wl 0
Peroxidase 1 x 0 2 wv |0 I w0 1wl 0
2 e
Polyphenoloxidase I owv| 3 vl 3 mv | 3 mv | 3 oMy | 3 omv ] 3 owy | 3wy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 2wy | L 2 ¥ 3w 3 owmy | 2 mv| 3 omv| 3 oMy
Peroxidase 1 omvp [ F% Iow | 3 v | 3 my | 2 mv | 2 mv| 3 oMy
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Nr.  Organismus Aktivititsiiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
ndusiert in:ililcz}:Zrt ndusiert in:iliuczl;zn mduriert in:ili::;zn duriert in:l‘:xcz}:zn
23 Lepista nuda
CBS 300.58
Polyphenoloxidase Iowv | 2 mv 3 mv | 2 mv | 3 mv | 3 owv | 2 owv| D owmy
Tyrosinase I wi 0 Iowv | 1 mv | 2 wv | 0 I w| 0
Laccase 2% 3 3 ¥ 3w 3| 3] 3 Y] 2 my
Peroxidase 2 x 0 3wy | 2 wmy | 2wy 3wy ] 2 vy | 3wy
24 Marasmius alliaceus
CAS 413
Polyphenoloxidase I w| 0 3 mv |0 0 0 3 w0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase I w| 0 L wv | 0 0 1 ¥ 2 w| o0
Peroxidase I mv| 0 1 owv | 1 my | 1 omy | 1 my| 3 wmv| Q
5 Marasmius scorodonius
CBS 850.87
Polyphenoloxidase 2 omv| 2 omv 2 omy | owmy |3 v |2 oy | 3wy | my
Tyrosinase 2 wv| 2 mv] 2 mv | T owv | ] omv ] 2 owv| Q
Laccase 2 omv | 2wy 2 ¥ L2 X 3wy | 2 v 2 omv | 2 My
Peroxidase 2 wv| 2 mv] LX) Loy | 2 ] 1wy | 2wy
26 Marasmius scorodonius
CBS 166.44
Polyphenoloxidase 2 owmv| 2 omv 2 owmy |2 owmy |3 wmy |3 owv | 3wy | 3wy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 3owv| 3 3| 2w | 3 owy | 3 omv| 3 omv| 3 omy
Peroxidase Iowv| 1 oyl 2 omv | 2 mv ] 3 my | 3wyl 3wy 3wy
27 Marasmius scorodonius
CBS 137.83
Polyphenoloxidase 2wy 1 my| 3 owmy I mv ] 3 my | 3 mv] 3 3
Tyrosinase 0 0 3wy | 2 my | 3 omy | 33 3
Laccase 3Y L w2 owy |1 XY 3wy | 3 owv] 3 3
Peroxidase 1 1 1 2 3 3 3 3
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Nr.

Organismus

Aktivititstiberpriifung nach [d]

28

Nidula niveotomentosa
ATCC 38357

7

induziert

nicht
induziert

14

induziert

nicht
induziert

21

induziert

nicht
induziert

induziert

28

nicht
induziert

Polyphenoloxidase
Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

S O O O

S O o O

2 My
2 My

oS o O

MY

oS O O

S O O N

oS O O

oS o O

MY

29

Nidula niveotomentosa
CBS 380.80

Polyphenoloxidase
Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

S O o O

S O©O o O

MY

S O O N

oS o O

MY

oS O O

oS o O

MY

oS O O

S O o o

30

Meripilus giganteus
CBS 561.86

Polyphenoloxidase
Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

DWW N W

MY

MY

MY

MY

—_

N W

MY

MY

MY

MY

MY

W W W

MY

W W W W

MY

MY

MY

MY

MY

MY

D W W

MY

W W NN

MY

MY

MY

MY

MY

MY

MY

W W W W

MY

MY

MY

MY

MY

31

Phaneroch. chrysosporium
CBS 316.75

Polyphenoloxidase
Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

S O O O

S O o O

S O O O

S O O O

S O O O

S O O O

oS O O O

(= - - =)

32

Phaneroch. chrysosporium
CBS 481.73

Polyphenoloxidase
Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

MY

MY

MY

S O o O

S O O O

S O O O

S O O O

S O O O

oS O o O

(== - =)
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Nr.  Organismus

Aktivititsiiberpriifung nach [d]

Phanerochaete
33 chrysosporium
CBS 671.71

7

induziert

nicht
induziert

14

induziert

nicht
induziert

21

induziert

nicht
induziert

induziert

28

nicht
induziert

Polyphenoloxidase

Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

MY

MY

MY

MY

o o O

MY

1 wmy

MY

(=N -]

1 wmy

oS o O

MY

oS O O O

S O O O

34 Phellinus pini (Tram. pini)

DSMZ 5238

Polyphenoloxidase

Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

w O W W

MY

MY

MY

w o W W

MY

MY

MY

MY

MY

MY

w O W W

w o W W

MY

MY

MY

MY

MY

S O W

S O W

MY

MY

MY

MY

S O W

MY

MY

3

9]

CAS 583

Piptoporus betulinus

Polyphenoloxidase

Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

S O o O

S O o O

S O O O

S O©O o O

S O O O

S O o O

S O O O

S O O O

36 Pholiota populnea

CBS 264.32

Polyphenoloxidase

Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

S O NN

S NN O

MY

S O N

S O N O

MY

MY

S O W

S O W o

MY

S O W N

MY

ES

MY

S O W O

MY

37 Pholiota squarrosa

DSMZ 5127

Polyphenoloxidase

Tyrosinase
Laccase

Peroxidase

W W W W

MY

MY

MY

MY

NN W N

MY

MY

MY

MY

MY

MY

D W W

MY

S W W

MY

MY

MY

MY

MY

D W W

MY

NN W W

MY

MY

MY

MY

MY

MY

MY

MY

S O W W

MY

MY
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Nr.  Organismus Aktivititstiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
muriert in;l‘:xcz}:zrt muriert in:ililcz}:Zrt duriert imliliuczl;zn nduiert in:iucz';zn
38 Pleurotus sanguineus
CBS 614.73
Polyphenoloxidase Iowvp 1 owmv ]l 2wy |2 My | 3wy | 2 omv |3 My | ] My
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 1wl 0
Laccase 2 mv | 2wl 2wy |2 oMy |2 vy |2 omv | () 1wy
Peroxidase 1 w| 1T w0 0 Iow | L oy T owy |1 owmy
39 Pleurotus sapidus
DSMZ 8266
Polyphenoloxidase 2 owmy | 2 omy| 2 omy | 2 my | 3 owy | 3 owv| 3} 3 omy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 3V 2% 3wy 3 w3 omv| 3R] 3wy
Peroxidase 1 x L] 0w | 17 Low | 1 omv | 2 5| 3 wmy
40 Polyporus umbetllatus
CBS 483.72
Polyphenoloxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
41 Psilocybe cubensis
CBS 324.58
Polyphenoloxidase 0 0 0 0 1 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 1 0 1 0 0 0 0 0
42 Trametes suaveolens
Polyphenoloxidase 1 0 1| 0 2 owv | 2 wmy | 1 omv| 3 owmy
Tyrosinase 1 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 2 0 1 w | 0 2 omy |1 w1 omy | oMy
Peroxidase 1 0 1 x 0 1 owv | 1 M| 1 my | 0
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Nr.  Organismus Aktivititsiiberpriifung nach [d]
7 14 21 28
duiert in:ililcz};Zrt auiert imliliuczl;zn uriert in:i::;(tert duiert in:l‘:xcz}:;t
43 Trametes versicolor
ITAL 93
Polyphenoloxidase 3oyl 2 omv]l 3 owv |3 My | 3 oMy | 3 owmv | 2 w2 oMy
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 2 omv| 28 2 my | 2 mv ] 3wy | 3 omv| [ omv| 3 omy
Peroxidase I owy| 1 mv] [ wmy 1 v | 3 wy | 3 my| 1 wv| 1 wmy
44 Tyromyces sambuceus
CBS 492.76
Polyphenoloxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
45 Tyromyces floriformis
CBS 232.53
Polyphenoloxidase 0 0 I w | 0 I w | 0 2 w0
Tyrosinase 2 wi 0 3w |0 2 w |0 2 w0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 0 0 2 wv |0 0 0 0 0
46 Wolfiporia cocos
CBS 279.55
Polyphenoloxidase 0 0 0 0 0 0 0 0
Tyrosinase 0 0 0 0 0 0 0 0
Laccase 0 0 0 0 0 0 0 0
Peroxidase 0 0 0 0 1 0 0 0
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7.2 multiple sequence alignment mit CLUSTAL W

Vergleich verschiedener Laccase-cDNAs aus Basidiomyceten mit CLUSTAL W (Zugangs-
nummern: A20705 = Phlebia radiata, TV44851 = Trametes versicolor; AF152170 =

Pycnoporus cinnabarinus; AB015758 = Schizophyllum commune; POAJ5018 = Pleurotus

ostreatus); die Bindungsregionen der Primer sind farbig markiert (blau: lac forward, rot: lac

reverse).

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

———————————————————————— ATGCACACTTTCCTTCGCTCCACGGCACTCGTTG-T
———————————————————————— ATGGG---TCTGCAGCGATTCAGCTTCTTCGTCA-C
———————————————————————— ATGTCGAGGTTCCAGTCCCTCTTCTTCTTCGTCC-T
CCGGAGACTTTTC-CTGACTTGCTTTTCGTTCTATCGTTTGTCGCAATGCGCGTCTCATT

CCGCATCCCCTCAGCCGATCTCCCCATGGCGGTTGCATTCGTTGC---GCTTGTTTCACT
* *
GGCAGGCCTGTCTGCCCGCGCCCTT-——-- GCCAGCATTGGG-CCCGTTACCGACTTTCA
CCTCGCGCTCGTCGCTCGCTCTCTT-———- GCAGCCATCGGG-CCGGTGGCGAGCCTCGT
CGTCTCCCTCACCGCTGTGGCCAAC-———- GCAGCCATAGGG-CCTGTGGCGGACCTGAC
GATCATAGCTCTCGTCTATGTTCCTATCTCGCTCGCCCTAGGGCCTGTAGGGAATTTACC
CGCATTAGCACTCGTACGCGTTGA--—-- GGCCAGCATTGGGCCCCGCGGAACGCTGAAC
* * * * Kk kK Kk

CATCGTCAACGCCGCCGTCTCTCCCGATGGTTTCTCTCGCCAGGCTGTCCTGGCTGAGGG
CGTCGCGAACGCCCCCGTCTCGCCCGACGGCTTCCTTCGGGATGCCATCGTGGTCAACGG
CCTTACCAATGCCCAGGTCAGCCCCGATGGCTTCGCTCGCGAGGCCGTCGTGGTGAACGG
TATCGTAAACAAAGAGATCGCACCGGATGGATTTTCTCGCCCGACCGTACTCGCCAACGG
—-ATCGCGAACAAAGTCATCCAACCAGATGGATTTTATCGCTCAACCGTGCTCGCCGGTGG

* * * * * *k Kk KKk KKk * kK * * * K * *

TGTCTTCCCTGGCCCGCTCATCGCCGGCAACAAGGTACTCCATTTCTCTCTCATCCCCGG
CGTGGTCCCTTCCCCGCTCATCACCGGGAAGAAGGT-CGGCGTGTCGTTGTCGTCCT--A
TATCACCCCTGCCCCTCTCATCACAGGCAATAAGG-——===———————————————————
TAAATTCCCTGGCGAGCTCATCAAAGGCACGAAGG—————=———————————————————
CTCCTACCCGGGCCCATTGATCAAGGGCAAGACCG—————————————————————————

* kK * * kKK * Kk K * *

GATATGCGCTGACGGTCGGC-ACAGGGCGACAATTTCCAGATCAATGTCATTGACGAATT
CTCCTTTGCTGACAGCGATCTACAGGGAGACCGCTTCCAGCTCAACGTCGACGACACCTT
—————————————————————————— GCGATCGATTCCAGCTCAATGTCATCGACCAGTT
—————————————————————————— GGAACACGTTCAAGATCAATGTGCAAGACCAGCT
—————————————————————————— GCGACAGGTTCCAAATTAATGTCGTGAACAAGCT

* * * kK Kk * k*x x % * * *

GACCAACGCAACTATGTTGAAGACTACCACTATCGTCAGTTCACTTGCCACTCCCCGTGT
GACCAACCACAGCATGCTCAAGTCCACTAGTATCGTAAGTGTGACGAT--CCGAATGTGA
GACAAATCATACCATGTTGAAAACATCTAGTATT————-——————————————————————
CAATGACACACGCATGCTGAGGAGCACAACCATT-—————————————————————————
CGCCGACACGTCGATGCCGGTCGACACCAGTATC—————=————————————————————

* ER RS * K * *

TCTCACTCTGAATTAATCGTCTTTG-GTAGICACTGGCATGGCTTCTTCICAGCACGGTACA
CATCATCTGGGGCTAATTAACCGCGCACAGCACTGGCACGGCTTCTTCICAGGCAGGCACC
—————————————————————————————— CATTGGCACGGCTTCTTCICAGCAAGGCACG
—————————————————————————————— CACTGGCATGGATTCTTCICAAAAGAACTCC
—————————————————————————————— CACTGGCACGGTCTCTTC[STCAAGGGACAC

kK kkKkKkKk kK KKKk kK

35
32
35
119
58

89
86
89
179
113

149
146
149
239
172

209
203
184
274
207

268
263
218
308
241

328
321
252
342
275

387
381
282
372
305
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A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
AF152170
AB015758
POAJ5018

A20705
TV44851
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AACTGGGCTGATGGACCGGCATTTATCAATCAATGCCCCATTGCGTCTGGTGACTCGTTC
AACTGGGCAGACGGACCCGCGTTCGTCAACCAGTGCCCTATTGCTTCCGGGCATTCATTT
AACTGGGCCGATGGTCCCGCGTTCGTGAACCAGTGTCCCATCGCTTCGGGCCACTCGTTC
AACTGGGCGGATGGCCCTGCTGGAGTCACACAATGCCCTATCGCTACCGGAGACTCTTTC
AATTGGGCAGATGGCCCTGCCATGGTTACGCAATGTCCAATCGTTCCGGGCCACTCGTTT

Kk Kkkkk Kk kk Kk kK * K kK kK kK kK Kk * kK *  kk kK

CTGTACAACTTCCAGGTGCCCGACCAAGCTGGTATG---TCCCAGTT----TCCTGTTGT
CTGTACGACTTCCATGTGCCCGACCAGGCAGGTAAGCAGTCTTTGTTGTGATCCTCGTGT
TTGTATGACTTTCAAGTTCCCGACCAAGC - === === === === === == —————————— o=
GTCTACGAGTTCGGCGTCCCCGACCAGGC == === === === == ——— === —— o
TTGTACGACTTCGAAGTCCCTGATCAAGC - == === === === === ==

* Kk Kk R *kk kk kk KKk kK

TGGATAATACCAGCAT-CTTAATTATTATGATACAGGTACCTTCTGGTATCACAGCCATC
GATGCAATGTTCTCATGCTCCGACGTGATCG-ACAGGAACGTTCTGGTACCACAGTCATC
—————————————————————————————————— AGGGACTTTCTGGTACCATAGCCATC
—————————————————————————————————— GGGGACATTCTGGTATCACTCGCATT
—————————————————————————————————— TGGAACATTTTGGTATCACTCTCATC

Kk kK kK KAk kKK kK * Kk x

TCTCCACGCAGTACTGTGACGGTCTTCGCGGACCTTTCGTAGTGTACGATCCTGCTGACC
TGTCTACGCAATACTGTGACGGGCTGCGAGGACCGTTCGTCGTGTACGACCCCAAGGATC
TCTCCACGCAATACTGCGATGGTTTGAGGGGGCCTTTCGTCGTCTACGACCCCAACGATC
TGAGTACGCAGTACTGTGACGGACTACGCGGTGCGATGGTTGTATACGATCCCGCAGACC
TTGGGACACAATACTGTGATGGACTGCGGGGGCCATTGGTCGTCTACTCTAAGAATGACC

* kK kK kkkkk kK kK * * Kk Kx * * kk kk kkk * Kk K

CGTACCTTGACCAGTACGACGTCGATGATGGTACGCAAGAGGCATTTATTGTTTTCGCTT
CGCACGCCAGCCGCTACGATGTTGACAACGGTACGTGCGCCACGGAGTATATCACACAGC
CTCACGCTAGCCTGTATGACATTGATAACG——————————————————————————————
CTCATCGCTCGCGGTACGACGTCGACGACG———===————————————————————————
CCCATAAGCGTTTGTACGATGTCGACGATG——————————————————————————————

* * KKk kK * Kk k * ok

ATATATTGAACCCTGCTCA---GACAGCACTGTTATCACTTTGGCGGACTGGTATCACAC
ATGCGTTGACGTCGGGCCAACAGAGAGCACGGTCATCACGTTGACCGACTGGTACCACAC
——————————————————————— ACGACACTGTCATTACGCTGGCTGATTGGTATCACGT
——————————————————————— ACAATACTGTGATCACTCTTGCGGATTGGTATCACGC
——————————————————————— AATCCACCGTGCTGACCGTTGGTGATTGGTACCATGC

* * Kk Kk Kk * k% * * Kk kKKK Kk Kk

CGCCGCGAGATTGGGGAGCCCTTTCCCGTAAGTACTCAG-AGCTTGTCCATTGTCAAATG

CGCTGCCCGGCTCGGTCCCAGGTTCCCGTAAGCTCGCAATGGATTAGTTTTTACGGATTA

TGCTGCCAAGCTCGGACCTCGCTTCCCAT-————————————~- TTGGCT--——————--~-

GTTGGCACCAACGATTATAGGCGTCGG-———=--—-------~- CACGC------------

CCCCTCATTGTCGCTCACTGGAGTCCC-——————==————--~- CCATC------------
* * K

CTCATTC-CGCTGCAGCGCT--------~- GCGGATACCACCTTGATCAACGGCCTTGGAC

TTTGCTTATGTTGCGTCGATAGACTCGGCGCGGACGCCACGCTCATCAATGGTCTTGGGC
—————————————————————————————— CCGATTCAACCCTTATCAATGGACTTGGTC
—————————————————————————————— CCGACTCCACCCTCATCAACGGAAAGGGCA
—————————————————————————————— CCGACTCGACACTATTCAATGGCCTTGGCC

* Kk Kk * kK * XKk Kk K kK * x

GGTGCGGTGAAGCCGGCTGCCCGGTCTCTGATCTTGCTGTCATCTCGGTTACTAAAGGCA
GGTC------ GGCCTCCACTCCCACCGCCGCGCTTGCTGTGATCAACGTCCAGCACGGAA
GAACC-————— ACTGGCATAGCACCGTCCGACTTGGCAGTTATCAAGGTCACGCAGGGCA
GATAC--—-—--- AATGGCGGATCGCTCACCAATCTCACTCGCATCAACGTCGTTCGCGGCC
GTTCT---——-- CTCAATGGTCCAGCCTCGCCGCTGTACGTCATGAACGTGGTCAAAGGCA
* * * * * % * * * %

AACGGTATGTCGATCGTTCAGTAGCATGTTAGTATCTAACATTTTCT----——-— GCCTTC

AGCGGTGAGCATTCTCTTGCATGCCATTTCAATGCTCTAAATTGACCTATCGGCACCACG

CAGCTACCGTTTCCGCCTGGTTTCCATCTCTTGCGATTCATTCTTCACATTTAGCATCGA
CAGCTACCGCTTCCGTCTCGTTTCGATCTCGTGCGACCCGAACTACACGTTCAGCATCGA
———-CTACCGCTTCCGCTTGGTGTCGCTTTCTTGCGATCCGAACCATACATTCAGCATTGA
——--CTATCGCCTCCGCATTGTCTCCTTGTCCTGCGACCCGAGCTTCACCTTCGCTATCCA
——-CTATCGTATTCGGCTCATCAACACTTCCTGCGACTCCAACTATCAATTCTCTATCGA

KKKk kK R * * Kk KKk KKK * * * x * x *
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441
342
432
365

500
501
371
461
394

559
560
397
487
420

619
620
457
547
480

679
680
487
5717
510

736
740
524
614
547

795
800
559
646
579

845
860
589
676
609

905
914
643
730
663

958
974
647
734
667

1018
1034
704
791
724
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220705 TGGGCACAGTCTGAACGTCATTGAGGTTGATGCTACCAACCACCAGCCGTTGACCGTCGA 1078
TV44851 CGGGCACAATCTGACCGTCATCGAGGTCGACGGTATCAACAGCCAGCCTCTCCTTGTCGA 1094
AF152170 TAATCACACAATGACTATAATTGAGGCGGACTCGATCAACACTCAACCCCTAGAGGTTGA 764
AB015758 CGGACACAATATGACGATCATTGAGGCCGATGGTGTGAATACGCAGCCGCTAGTGGTGGA 851
POAJ5018 CGGACATACCTTCACTGTTATCGAAGCTGATGGAGAGAATACTCAGCCTCTGCAGGTCGA 784
**x ok * % * kk Kkkx 0k * % * % ** kx * ** kx
220705 CGAGCTCACTATTTATGCAGGCCAGCGCTACTCCTTCATCGTAAGTTTCAAGTGTAACGT 1138
TV44851 CTCTATCCAGATCTTCGCCGCGCAGCGCTACTCCTTTGTGGTATGCCCTGCCCTCTTGAT 1154
AF152170 TTCAATCCAGATTTTTGCCGCGCAGCGCTACTCCTTCGT === === === === === === 803
AB015758 CTCCCTAGAGGTCTTCGCGGGGCAGCGATACTCGGTGGT -~~~ ————————————————- 890
POAJ5018 TCAAGTGCAAATTTTTGCAGGCCAACGTTATTCGCTTGT————————————————————- 823
* * ok R kK kK Kk kK * *
220705 GACTCAGACTGAAGGTTATTGATGACATTTGTTACTTAGCTCACGGCCGACCAAGACGTC 1198
TV44851 GCTTCCAAGTGG----CCTCGCTCAC-CCAGTCTTTTAGTTGAATGCGAACCAAACGGTC 1209
AF152170  mmmmmmmmmmmmmmmmmm GCTGGATGCTAGCCAGCCGGTG 825
ABO15758 mmmmmmmmmmmmmmmmmm AGTCCATGCGAACCAGCGTATC 912
POAJ5018  —mmmmmmmmmmmmm oo CCTCAACGCGAATCAGGCAGTC 845
* * * * * *
220705 GATAACTACTGGATCCGAGCRAACCCCGGTATTGGCATCACCACAGGCTTTGCGGGCGGT 1258
TV44851 GGCAACTACTGGGTCCGCGCGAACCCGAACTTCGGAA---CGGTTGGGTTCGCCGGGGGE 1266
AF152170 GATAACTACTGGATCCGCGCRAACCCTGCCTTCGGAA---ACACAGGTTTTGCTGGTGGA 882
AB015758 GGCAACTACTGGATCCGCGCCAACCCCAGCTTCGGTA---CCATCGGCTTTGCAGGCGGC 969
POAJ5018 GGCAACTACTGGATTCGCGCAAACCCCAACAGCGGCG---ACCCCGGCTTCGAAAACCAG 902
* dkkhkkkkkhkhkkhkk Kk kk kk kkhkkkx * % **x kx X
220705 ATCAACTCTGCTATTCTTCGTTATGATGGTGCCGACGTGGTCGAGCCTACAACTACTCAG 1318
TV44851 ATCAACTCCGCCATCCTACGCTACCAAGGCGCACCAGTCGCCGAGCCCACTACGACCCAG 1326
AF152170 ATCAATTCTGCCATCCTGCGTTATGATGGCGCACCCGAGATCGAGCCTACGTCTGTCCAG 942
AB015758 CTCAACTCCGCCGTCCTCCACTACATCGGCGCCTCCTCCTCCGAGCCCGCTGAGGTCGAT 1029
POAJ5018 ATGAACTCTGCCATCCTCCGCTACARAGGCGCACGCAGCATCGACCCCACAACGCCCGA- 961
* kK kK kK * kK Kk * * KKk kK KKKk kK * *
220705 GCGACAA---GTCCCGTTGTGCTGAGCGAGTCGAACTTGGCCCCACTGACCAACGCTGCT 1375
TV44851 ACGACGT---CGGTGATCCCGCTTATCGAGACGAACTTGCACCCCCTCGCTCGCATGCCT 1383
AF152170 ACTACTC---CTACGAAGCCTCTGAACGAGGTCGACTTGCATCC———————————————= 983
AB015758 ACCGAGCCCGTCTCCTCTTCGCCTTTCGTGGAGACCGCCCTCCG-———————======== 1073
POAJ5018 GCAAAAC--GCTACCAACCCCCTCCACGAATACAACCTTCGCCC-—————————=————- 1003
* * * * * *
220705 GCTGTCAGTCTTATCTTTTGTGTAT-TGCTTTGCTTGCGTCTAACCG-————-=~ GTAGA 1426
TV44851 GTGGTATGTCTCTTTTTCCGATCATCTGAGTTGCCCGTTGTTGACCGCATTATGTGTTAC 1443
AF152170 o TCTCTCGCCTAT------- GCCTGT-————===————————mmmm- 1001
AB015758  ———————————- TCCTCTCGAGAAC--—-—--- CCTGGCGC-———==—=——————————- 1094
POAJ5018  ———————---—- GCTCATCAAGAAG-------- CCTG-==Cm==—=———————mmmmm - 1021
* * *
220705 TCTTTAGCCTGGTCTCCCGGAGGTTGGCGGTGTCGACCTTGCCCTCAACTTCAACCTGAC 1486
TV44851 TATATAGCCTGGCAGCCCGACACCCGGGGGCGTCGACAAGGCGCTCAACCTCGCGTTTAA 1503
AF152170 ————-- GCCTGGCAGCCCCGAGCCCGGAGGTGTCGACAAGCCTCTGAACTTGGTCTTCAA 1055
AB015758  —————- GCCTGGTCTCCCCCAGCAAGGGGGAGCCGACGTGAACATCAACCTCGCGATTGA 1148
POAJ5018  —----- GCCAGGCAAACCTTTCCCCGGCGGCGCCGATCACAACATCAACCTAAACTTCGC 1075
*KkKk kK * * *Kk kK kK kKK * kKK K *
220705 CTTCGTGAGTACCCTGGCTGAATCGAGCGGATATTTGT -~ -TGAACGCAGGGTTGTGCAG 1543
TV44851 CTTCGTAAGTATCTCTACTACTTAGGCTGGAGGCTCGTCGCTGATCATACGGTGCTTCAG 1563
AF152170 O T m = = = = = = = 1059
AB015758 OO T A — — — m m = m o o o o CG 1155
POAJ5018 T TG === = = = = = m = o o o AT 1082
*
220705 GATGGCCCCTCCCTAAAATTCCARATCAACGGAGTCACCTTCGTTCCGCCCACCGTGCCC 1603
TV44851 ARCGGCACC-——--- AACTTCTTCATCAACAACGCGACTTTCACGCCGCCGACCGTCCCG 1617
AF152170 ARCGGCACC-———-- AACTTCTTCATCAACGACCACACCTTTGTCCCGCCGTCTGTCCCA 1113
AB015758 CTCGACCCATTCC---AGTTCACGGTGAACGGCGCGCCATTCATTCCGCCGAGTCTGCCG 1212
POAJ5018 CCTGCCACCGCGC---TGTTCACCGCGAACAACCATACGTTTGTGCCCCCTACCGTTCCA 1139
* kx x * k x * k x * k% ** Kk x * k%
220705 GTTCTTCTCCAAATCCTCAGTGGTGCCCAGTCGGCTGCAGACCTACTGCCATCCGGAAGC 1663
TV44851 GTACTCCTCCAGATTCTGAGCGGTGCGCAGACCGCACAAGACCTGCTCCCTGCAGGCTCT 1677
AF152170 GTCTTGCTACAAATCCTCAGTGGGGCGCAGGCGGCTCAGGACCTGGTCCCGGAGGGCAGC 1173
AB015758 GTGCTGCTGCAGGTGATGAGCGGAGCGCGTACTGCGCAGGAGCTGCTTCCGGAAGGGAGC 1272
POAJ5018 GTGTTGTTGCAGATCTTGTCGGGCACACGCGATGCGCATGATCTGGCCCCTGCTGGGTCG 1199
* * * * kK * * * * *  x * * KKk kK * * * *
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GTGTACGCGCTGCCTTCGAACGCGACCATCGAGCTGAGTCTGCC——-—-—— CGCCGGCGCA
GTCTACCCGCTCCCGGCCCACTCCACCATCGAGATCACGCTGCCGGCGACCGCCTTGGCC
GTGTTCGTTCTTCCCAGCAACTCGTCCATTGAGATATCCTTCCCTGCCACTGCCAATGCC
GTGTACACGCTACCGCCCAACCAGACCGTTGAGATATCGATACC-—---— CGGCGGCAGT
ATTTATGACATTAAGCTGGGAGACGTCGTTGAGATCACTATGCC-————— TGCCCTCGTA

* K * *x kK kKK Kk * kK *  *

CTGGGCGGCCCGCACCCCTTCCACTTGCACGGC-———==—=—=——————————————————
CCGGGTGCACCGCACCCCTTCCACCTGCACGGTGTATGTTCCCCTGCCTTCCCTTCTTAT
CCTGGATTCCCCCATCCGTTCCACTTGCACGGT-========——————————————————
GCTGGAGCCCCTCATCCTTTCCATTTGCACGGG-—=—=====——————————————————
TTCGCTGGACCACATCCCATCCATTTACACGGG-———————————————————————————

* KKk kK KKk * KKK R

————————————————————————————————— CACACCTTCAGCGTCGTCCGTCCCGCT
CCCCGAACCAGTGCTCACGTCCGTCCCATCTAGCACGCCTTCGCGGTCGTTCGCAGCGCG
————————————————————————————————— CACGCCTTCGCTGTCGTCCGGAGCGCC
————————————————————————————————— CATACGTTCGACGTTGTCCGCAGCGCC
————————————————————————————————— CATACCTTCGCCGTAGTTCGGAGTGCC

* % * Kk k Kk * Kk kKk kK * *

GGCTCCACGACGTACAACTATGTCAACCCCGTCCAGCGTGACGTCGTGAGCATTGGAAA-
GGGAGCACCACGTATAACTACAACGACCCGATCTTCCGCGACGTCGTGAGCACGGGCACG
GGGAGCAGCGTCTACAACTACGACAACCCGATCTTCCGCGACGTCGTCAGCACCGGCCAG
GGGAGCACGGACTACAACTACGCGAATCCGATTCGCCGGGACGTGGTCAACACGGGCT -~
GGCAGCAGCACGTACAACTACGAAAACCCCGTCCGTAGGGATGTCGTATCCATCGGTGA-

* K * K Kk kKKK K * Kk Kk * *  kk kk kKk * K * K

————— CACCGGCGACAACGTCACAATCCGCTTCGATACTAACAACCCGGGCCCGTGGTTC
CCCGCCGCGGGCGACAACGTCACGATCCGCTTCCAGACGGACAACCCCGGGCCGTGGTTC
C—==—-- CCGGCGACAACGTCACGATTCGCTTCGAGACCAATAACCCAGGCCCGTGGTTC
--TGGCTGGT--GACAATACTACGATTCGATTCAGGACAGACAATTCCGGGCCCTGGATT
—--TGACCCAACGGACAACGTCACCATCCGATTTGTAGCAGACAATGCAGGTCCATGGTTC

KKK kK kK kk Kk kK * * kK *x kK Kk Kk Kk Kk

CTCCATTGCCACATTGACTGGCATCTCGAGGCTG-CTTTGCCGTTGTCTTCGCTGAGGAC
CTCCACTGCCACATCGACTTCCACCTCGACGCGGGCTTCGCGATCGTGTTCGCAGAGGAC
CTCCACTGCCACATTGACTTCCACCTCGACGCAGGCTTTGCTGTAGTCATGGCCGAGGAC
CTTCATTGCCATATTGACTGGCACCTCGACATCGGTCTCGCCGTCGTGATGGCAGAGGAC
CTCCATTGCCACATCGACTGGCATCTTGACCTTGGCTTCGCTGTCGTCTTTGCCGAAGGA

Kk kK kKKK KkKk kK Kk Kk Kk * Kk kKk Kk k * * k% * k% *  kk  k Kk Kk

ATCCCTGACGTTGCGTCCATTAACCCTGTCCCCCAGGACTGGTCCAACCTGTGCCCTATC
GTTGCGGACGTGAAGGCGGCGAACCCGGTTCCGAAGGCGTGGTCGGACCTGTGCCCGATC
ACTCCGGACACCAAGGCCGCGAACCCTGTTCCTCAGGCGTGGTCGGACTTGTGCCCCATC
ACGGATGGTATGGC-GCAGTCCGTACAG--CCAACTGCATACAGTGATCTCTGTCCCAAG
GTAAATCAGACTGCAGCGGCCAACCCCGTACCTGAAGCCTGGAACAATCTTTGCCCAATA

* * Kk * Kk * * * *x  kk KKk Kk

TACAACGCTCTGGACGCATCTGATCACTAGCGGATTC----GCATCAATCATACAGTGGA
TACGACGGGCTGAGCGAGGCAAACCAATGA-—————————————————————————————

TATGATGCACTTGACCCCAGCGACCTCTGA-=-=—====———————————————————————
TACGACGCGTTG--TCTGACGAAGAATTGGGTGGACTCGTTGACTAGACTTCGCGGCCTT
TACAACAGCTCGAACCCATCGAAACTCCTAATGGGC-—--——- ACCAATGCCATCGGCCGT
* K * *

TGATGGGTGGTAACGGACTATTTGCACCACATGCTCTTTCATTTCTCGGGTCGCAG---—

C-GTCTGCTGCACGGAAGTCATGCTACGGA---GAGTTTGGACGCTAACAATGTATCCT -
CTGCCTGCGCCATTGAAAGCATGATTATAATTTGACTTTGAGCGAGAGTCGTGGATAGTA

TTGATTTCGGCTTCTCACTATGCCTGTTATCCTTAAATAAATGGTATATATTCA-CGAGG
TTTATTCGCACTTCACCCCACCTCTCAGATCATCCTATATACTCTACATAATAGGCTTTA

GTTCATTCAAGGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-——————————————————————————
TTTCGTTCGTAATATCTGTTAGGAATCAATGGATTGAATGAATCAGAG-———-—————————

1717
1737
1233
1326
1253

1750
1797
1266
1359
1286

1777
1857
1293
1386
1313

1836
1917
1353
1444
1372

1891
1977
1407
1500
1430

1950
2037
1467
1560
1490

2010
2097
1527
1617
1550

2066
2127
1557
1675
1604

2122

1730
1664

1789
1724
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