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Zusammenfassung

Der Einsatz von Enzymen in Waschmittelformulierungen steigt seit Jahrzehnten bestandig
an. Zu den am meist verwendeten Enzymen gehoren die a-Amylasen, wobei deren
bakterieller Ursprung Uberwiegt. Zudem sind Pilze in der Lage eine Vielfalt an
extrazellularen Enzymen zu bilden, um sich ihren Lebensraum zu erschlieRen. In der
vorliegenden Arbeit wurden neuartige pilzliche a-Amylasen fir den Einsatz in
Waschmittelformulierungen gesucht. Insgesamt wurden dabei Uber 50 verschiedene
Basidiomycota kultiviert und deren Sekretom nach waschaktiven a-Amylasen gescreent.
Dafur wurden sowohl Aktivitatsassays als auch Applikationsstudien durchgefiihrt. Es stellte
sich heraus, dass mit Rhizoctonia solani, Trametes hirsuta, Irpex lacteus, Fomes fomentarius,
Fomitopsis pinicola, Pleurotus sajor-caju, Pycnoporus sanguineus und Lentinus strygosus
acht Stamme a-Amylasen mit einer verbesserten Waschleistung produzierten. Es gelang
dabei nach einer Reinigung mittels IEX und anschlieBender Analyse mittels SDS-PAGE
sowie Zymografien, die waschaktiven Enzyme zu separieren und mittels
Massenspektrometrie zu identifizieren. Anhand der durchgefiihrten de-novo Sequenzierung
konnten die a-Amylasen von R. solani, T. hirsuta, I. lacteus, F. fomentarius, F. pinicola, und
P. sanguineus identifiziert werden. Ausgehend von den korrespondierenden Genomdaten
wurden Primer abgeleitet und schlieflich die codierenden Gene amplifiziert. Bei einem
Vergleich der a-Amylasen zeigte sich, dass Amylasen mit einer Starke bindenden Doméne,
der CBM20, die besten Waschleistungen im isoaktiven Vergleich erzielten. Von sechs
identifizierten a-Amylasen weisen R. solani, T. hirsuta, F. fomentarius und F. pinicola diese
Doméne auf, was verglichen mit der natlrlichen Auftrittswahrscheinlichkeit von zehn
Prozent eine Anhdufung zeigt. Der Versuch einige ausgewéhlte a-Amylase-Gene in
Komagataella phaffii zu exprimieren, fuhrte nicht zum gewiinschten Erfolg, auch nicht mit
Hilfe von molekularbiologischen Varianten, wie der Anpassung der codon usage, der
Anderung der Signalsequenzen oder der Produktion als Fusionsprotein. Daher sollte mit
Aspergillus oryzae ein neuer Expressionsstamm designt werden, bei welchem mittels der
CRISPR-Technik die wirtseigenen Amylasen ausgeknockt werden sollten. Nach der
Sequenzierung der Genombereiche, stellte sich heraus, dass es zu keinen CRISPR

vermittelten Deletionen im Bereich der Zielgene gekommen war.

Schlagworte: Screening, Sekretom, Basidiomycota, a-Amylase, Waschmittel
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Abstract

For decades, there is a continuous increase in the usage of enzymes in detergent formulations.
a-Amylases, especially of bacterial origin, are one of the most used enzymes. Also fungi can
produce a variety of extracellular enzymes to tap their habitats. In the present work, it was
searched for novel fungal a-amylases as ingredients for detergent formulations. In total, over
50 different Basidiomycota were cultivated and their secretome was screened for washing
active amylases. Therefore, activity assays and application tests were performed. It was
shown, that Rhizoctonia solani, Trametes hirsuta, Irpex lacteus, Fomes fomentarius,
Fomitopsis pinicola, Pleurotus sajor-caju, Pycnoporus sanguineus and Lentinus strygosus
produced a-amylases with an improved washing efficiency. After purification by means of
IEX and analysis by means of SDS-PAGE and zymography the wash active enzymes were
separated and subsequently identified by use of mass spectrometry. The de-novo sequencing
led to an identification of the a-amylases from R. solani, T. hirsuta, I. lacteus, F. fomentarius,
F. pinicola, and P. sanguineus. Primer were designed from the corresponding genome data.
Afterwards the coding genes were amplified. The comparison of the a-amylases showed that
a-amylases with a starch binding domain, the CBM20 domain, had the best washing
performance in iso-active comparison. The identified a-amylases from R. solani, T. hirsuta,
F. fomentarius and F. pinicola possessed this domain. This is an accumulation compared to
the natural probability of occurrence. Since the try to express some selected a-amylases genes
into Komagataella phaffii was not successful, a new expression strain was designed with
Aspergillus oryzae. In this the host amylases should be knocked out using the CRISPR
technique. After sequencing of the genome regions it was apparent that there were no
deletions through CRSPR in the area of the target genes.

Keywords: Screening, secretome, Basidiomycota, a-amylase, detergent
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1. Einleitung
1.1 Amylolytische Enzyme

Starke zahlt zu den Hauptspeicherprodukten von Pflanzen und dient somit als wichtiger
Bestandteil des Kohlenstoffkreislaufes. Sie setzt sich dabei aus zwei Polykondensaten
zusammen, der Amylose, einer unverzweigten a-1,4-glycosidisch verkniipften Glucosekette
und dem Amylopektin, welches zusétzlich zu den a-1,4-Verknlpfungen auch «-1,6-
verknufte Seitenketten aufweist. Das Amylopektin hat mit 70 - 90 % einen hoheren Anteil
verglichen zur Amylose mit 10 - 30 % (Kossmann & Lloyd, 2000; Pérez & Bertoft, 2010).
Die Anteile von Amylopektin und Amylose variieren zwischen den Pflanzenarten. Form und
Grolke der Stéarkekorner sind ebenfalls von ihrem Ursprung abhdngig und weisen
Durchmesser von 0,1 bis 200 um auf (Pérez & Bertoft, 2010).

Starke abbauende Enzyme kommen ubiquitér in Pflanzen, Pilzen und anderen Eukaryoten,
Bakterien und Archaea vor (Lombard et al., 2014). Zu den amylolytischen Enzymen zahlen
unter anderem a-Amylasen, a-Glucosidasen, f-Amylasen, Pullanasen und Isoamylasen. Alle
genannten Enzyme sind in der Lage, Starke als Substrat abzubauen. Dabei agieren sie an
unterschiedlichen Orten des Polysaccharids (Mgller & Svensson, 2016). Im Vergleich zu
allen anderen amylolytischen Enzymen sind Pullanasen in der Lage, die a-1,6-

Verknupfungen zu hydrolysieren (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1 Amylopektin mit den spaltbaren glycosidischen Verbindungen. Rote Pfeile
zeigen fur a-Amylase spaltbare Verbindungen an, blaue Pfeile die fiir f~Amylasen, gelbe Pfeile
fur a-Glucosidasen und grine Pfeile flr Pullanasen spaltbare Verbindungen nach (Mgller &
Svensson (2016).
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1.2 a-Amylasen

Amylasen sind in der Lage, Stérke in diverse Produkte wie Dextrine oder kleinere Molekiile
wie Maltose zu hydrolysieren. Bereits 1811 wurden erstmals Starke abbauende Enzyme von
Kirchhoff entdeckt. Es dauerte jedoch Gber ein Jahrhundert, bis 1930 Ohlsson die Einteilung
in a- und f—Amylasen vornahm (Gupta et al., 2003). Mit durchschnittlich 25 pm GroRe ist
das Stéarkekorn als Substrat etwa 3000 mal groRer als die a-Amylase selbst. (Dhital et al.,
2017).

Die katalytische Doméne der a-Amylasen setzt sich aus acht parallelen S-Faltblattern
zusammen, welche von acht a-Helices umschlossen sind. Die (a/f)s-Struktur wird von
variablen Schleifen umgeben, die in ihrer Lange und Zusammensetzung variieren kénnen.
Die Gesamtheit dieser Struktur wird als Doméne A bezeichnet. In der Priméarstruktur wird
diese Domane A nach dem dritten f-Faltblatt von der Doméne B unterbrochen, welche in der
3D-Struktur des Enzyms leicht vor der Doméane A hervorsteht. In der Doméne B sind sehr
oft Calciumionen gebunden, die die Stabilitat des Enzyms erhéhen (Gopinath et al., 2017).
Diese Doméne zeichnet sich durch mehrere g-Faltblatter aus, die keiner besonderen Ordnung
unterliegen. Die GroRRe und Struktur dieser Domaéne ist zwischen den a-Amylasen sehr
variabel (Prakash & Jaiswal, 2010). Die nach innen liegende Seite der Doméane formt einen
GroRteil der Substratbindetasche (Prakash & Jaiswal, 2010). Am C-Terminus der o-
Amylasen sitzt die Doméne C. Diese weist repetitive S-Faltblattstrukturen auf, die auch als
Greek key motif bezeichnet werden (Machius et al.,, 1995). Die katalytisch aktiven
Aminosduren befinden sich ber die komplette Sequenz verteilt. Am Ende des dritten f-
Faltblattes der Domane A befindet sich ein Histidin, welches mit dem Substrat interagiert.
Das vierte p-Faltblatt beinhaltet die an der Reaktion (Abbildung 1.3) beteiligte Asparaginsaure
waéhrend das funfte p-Faltblatt die beteiligte Glutaminsdure tragt. Das siebte f-Faltblatt weist
ein Histidin und eine Asparaginsdure auf, welche Wasserstoffbriickenbindungen mit dem
Substrat eingehen konnen (Prakash & Jaiswal, 2010) (Abbildung 1.2). Weiterhin gehoren o-
Amylasen zu den Metallo-Enzymen (MacGregor et al., 2001) und zeigen eine Vielzahl von
Amylasen mit Strukturen fiir stabilisierende Ca?* oder CI- lonen (Nielsen and Borchert,
2000).
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Abbildung 1.2 Abfolge der Doméanen A, B und C von a-Amylasen (Gopinath et al., 2017).
Darunter ist eine 3D-Struktur einer a-Amylase mit den Domanen A (grin), B (rot) und C (blau)
dargestellt (Prakash & Jaiswal, 2010).

Der Vorgang der a-Amylase vermittelten Hydrolyse von Stérke ist einzigartig. Im Vergleich
zu anderen amylolytischen Enzymen kénnen a-Amylasen zuféllige a-1,4-glycosidische
Bindungen spalten und sind damit nicht von reduzierenden Zuckerresten abhangig (Gupta et
al., 2003). Es wurde allerdings gezeigt, dass eine optimale Substratbindung vorliegt, wenn
Maltose die Abgangsgruppe darstellt (Brayer et al., 2000). Die Hydrolyse von Stéarke
beinhaltet den Abbau eines unléslichen Substrats zu wasserléslichen Produkten wie Maltose,
Maltotriose und weiteren Oligosacchariden, welche sowohl a-1,4- als auch a-1,6-Bindungen
aufweisen kénnen (Li et al., 2004; Souza & Magalhées, 2010). Bei der Hydrolyse von Stérke
im aktiven Zentrum des Enzyms sind maligeblich die beiden Aminosduren Glutaminsdure
und Asparaginsaure beteiligt. Die Spaltung eines Polysaccharid erfolgt in insgesamt funf
Teilschritten (van der Maarel et al., 2002) (Abbildung 1.3). Der glycosidische Sauerstoff wird
von der Glutaminsdure protoniert. Dies induziert einen nukleophilen Sn1-Angriff der
Asparaginsdure am C1-Kohlenstoff des Polysaccharids (Kuriki & Imanaka, 1999). Es

entsteht eine ,,Oxocarbenium-Ion‘“-artige Zwischenstufe mit kovalenten Bindungen. In einem
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dritten Schritt wird die kovalente Bindung durch den Angriff eines Wasser- oder
Glucosemolekils zerstort. Die ,,Oxocarbenium-lon“-Zwischenstufe bildet sich erneut aus.
Durch die Ubertragung eines Wasserstoffatoms von einem Wassermolekiil auf das Glutamat
wird die Bindung wieder gespalten. Die Glucose-Aspartat-Oxocarbenium-lon-Bindung wird
so durch eine neue OH-Gruppe ersetzt. Da das Zwischenprodukt zwei Mal neu gebildet wird,
wird dieser Mechanismus auch “double displacement mechanism” genannt (Koshland, 1953;
Prakash & Jaiswal, 2010).

R = HO' OH D
HO OH QO

+ +
HO ,/( Ho +o/£o "o oo/go HO /E HO °
0 S ° o) Y +H,0 O “ /il(&p ° 0
o — o R — Ho OH‘\O’H — | ° o o OH
Oy OH H o —/\H "
J 7 by Y 7"
Abbildung 1.3 Reaktionsschema der funf Teilschritte der enzymatischen Starkehydrolyse mit

der zweifachen Ausbildung der ,,Oxocarbenium-Ion“-artigen Zwischenstufe (Prakash &
Jaiswal, 2010).

Der Abbau von Starke und anderen schwer wasserldslichen Polysacchariden ist aus
enzymatischer Sicht eine Herausforderung, da die Substratkette fiir das aktive Zentrum oft
sehr schwer zugidnglich ist. Stiarke abbauende Enzyme weisen des Ofteren
Starkebindedomanen auf (starch-binding domains, SBDs), welche die Bindung an
Starkekornern oder anderen Substraten vermitteln. Die SBDs unterteilen sich dabei in neun
Familien von Kohlenhydrat-Binde-Modulen (carbohydrate-binding module, CBM)
(Christiansen et al., 2009). Die generelle Zuordnung der CBMs in die einzelnen Familien
basiert auf deren Sequenzahnlichkeiten auf Aminosdurebasis sowie deren
Strukturdhnlichkeiten und unterteilt sich mittlerweile in 54 verschiedene Familien. Im
Sekretom von Pilzen wurde zuerst die CBM20 Familie entdeckt, welche die am besten
untersuchte ist. Diese Domane ist sehr oft mit katalytischen Doménen der GH-Familien 13,
14, 15 und 77 verknipft. Das wachsende Interesse an dieser Familie spiegelt sich in den
Eintragen der CAZy Datenbank wieder. Waren es 2009 noch etwas tiber 300 Eintrége, so
sind es 2018 bereits 1343 Eintrage (http://www.cazy.org/CBM20_all.html, letzter Aufruf
10.04.2018). Die bakteriellen CBMs sind mit 1053 Eintrdgen am meisten vertreten, gefolgt
von den eukaryotischen Bindedoménen (267) sowie denen der Archaea (7) und 16 nicht
klassifizierten CBM20.
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Die grundlegende Funktion der SBD ist die Bindung an Starkekdrner. Dies ermdglicht dem
Enzym eine Interaktion mit dem unl6slichen Substrat. Des Weiteren fiihrt es das Substrat
zum katalytischen Zentrum des Enzyms und kann so die Oberflache des Stérkekorns
aufbrechen (Rodriguez-Sanoja et al., 2005).

1.3 Enzyme in der Waschmittelindustrie

Die Nachfrage nach Enzymen steigt stetig an. Wurde 2016 die 5-Milliarden-Marke des
weltweiten Umsatzes mit Enzymen fiir die industrielle Anwendung tberboten, so wird fir
2021 ein Umsatz von 6,7 Milliarden US-Dollar prognostiziert (BBC Market Research
Report, Januar 2017). Der Weltmarkt fir Waschmittel wird voraussichtlich von einem
Umsatz von 8,8 Milliarden US-Dollar in 2017 auf geschatzte 10,8 Milliarden US-Dollar bis
2022 anwachsen (BBC Market Research Report, Mai 2018).

Enzyme nehmen auch in der Waschmittelindustrie eine immer grof3er werdende Rolle ein
(Niyonzima & More, 2014). Grupta et al. (2003) beschreiben eine mdgliche Verringerung
der Waschtemperatur in der Gegenwart von Enzymen. In aktuellen Waschmittel-
formulierungen finden sich Vertreter mehrerer Enzymklassen. Peptidasen, Amylasen,
Lipasen und Cellulasen gehoren zu den bekanntesten Enzymen (Gaubert et al., 2016). Des
Weiteren werden auch Mannanasen und Pektinasen Waschmitteln zugesetzt (Wagner Seite
125). Peptidasen wurden bereits 1913 vom deutschen Chemiker Otto Rohm fiir das Entfernen
proteinhaltiger Flecken als aktive Reinigungskomponente in Waschmitteln eingesetzt
(Showell, 1999; Vojcic et al., 2015). Das erste kommerziell erhaltliche Waschmittel mit dem
Zusatz einer bakteriellen Peptidase kam von den Gebriidern Schnyder 1959 auf den Markt
(Vojcic et al., 2015). a-Amylasen nehmen mit 30 % Marktanteil den zweiten Platz nach den
Peptidasen unter den zugesetzten Waschmittelenzymen ein (Niyonzima & More, 2014) und
sind seit 1975 in Waschmitteln zu finden (Wagner Seite 128). Die Hélfte des Anteils machen
dabei a-Amylasen der Spezies Bacillus aus (Schallmey et al., 2004). Die Nachfrage nach a-
Amylasen mit verbesserten Eigenschaften fiir die Detergenzindustrie steigt konstant an, da
momentan verwendete a-Amylasen noch nicht alle geforderten Eigenschaften aufweisen.
Der biotechnologische Fokus bei den Screenings und der molekularbiologischen
Optimierung von a-Amylasen lag auf der von der Waschmittelindustrie geforderten pH-
Stabilitat und der Aktivitat bei hohen Temperaturen. Da sich jedoch der Waschprozess in den
letzten Jahren hin zu niedrigeren Waschtemperaturen entwickelt hat, ist die Entwicklung von

Waschmittelenzymen mit einem weiten Temperaturbereich, auch unterhalb von 20 °C in den
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Vordergrund gertickt (\Vojcic et al., 2015; Madhavan et al., 2017). Novozymes bietet mit
Duramyl®, Termamyl® und Stainzyme® drei waschaktive a-Amylasen an. Genencore
International vertreibt die PurafectOxAm und ABEnzymes das BIOTOUCH® AML 900
(Niyonzima & More, 2014).

Die Zugabe von a-Amylasen zu Waschmitteln kann die Fleckentfernung stérkehaltiger
Verschmutzungen verbessern. Oftmals sind diese Anschmutzungen auf kornige oder nur
teilweise verkleisterte Starke zuruckzufiihren. Diese kristallinen Strukturen zu zerstoren
erfordert den Einsatz hoher Temperaturen und einen Uberschuss an Wasser (Wang &
Copeland, 2013). Diese Studie zeigt ebenfalls, dass die Verkleisterung bei Temperaturen von
50 — 80 °C beginnt, aber noch nicht abgeschlossen ist. Dies hat zur Folge, dass
Anschmutzungen von verarbeiteten Lebensmitteln oftmals nicht vollstdndig verkleisterte
Starke Dbeinhalten. Fur die Entfernung der Verschmutzungen bei modernen
Waschprogrammen mit Temperaturen unterhalb der Verkleisterungstemperatur ist die

enzymatische Hydrolyse der Starke unumganglich.

Da sich Enzyme als natirliche Biokatalysatoren nicht in ihren Reaktionen verbrauchen,
erzielen sie eine sehr gutes Volumen-zu-Wirkungs-Verhaltnis (Ahuja et al., 2004). Des
Weiteren verringert sich mit ihrer Zugabe zum Waschmittel neben der Waschzeit auch der
Energieverbrauch (Hasan et al., 2006).

1.3.1 Anpassung der Enzyme flr die Waschmittelindustrie

Enzyme mussen sowohl eine hohe Aktivitat als auch eine hohe Spezifitat aufweisen.
Zusétzlich mussen die Biokatalysatoren stabil gegeniiber harschen Bedingungen sein
(Madhavan et al., 2017). Enzyme sind in Waschmittelformulierungen Inhaltsstoffen wie
anionischen Tensiden (SDS), nicht-ionischen Tensiden (Tween 20, 40, 60, 80, Triton X),
Natriumhypochlorit, Wasserstoffperoxiden sowie Natriumperboraten ausgesetzt (Niyonzima
& More, 2014; Mussmann et al., 2017). Eine a-Amylase fur den Einsatz in Waschmittel muss
demnach stabil und kompatibel mit Emulgatoren, Bleichen und Oxidationsmitteln in
geringen Konzentrationen sein. Zusétzlich muss das Enzym ein weites Temperaturoptimum
sowie eine Toleranz gegeniber alkalischen Bedingungen aufweisen (Niyonzima & More,
2014).

Um diesen Anspriichen gerecht zu werden, ist die Suche nach neuartigen Enzymen fiir die

Waschmittelindustrie seit Jahrzehnten im Gange. Die zielgerichtete Evolution (directed
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evolution) hat den groRen Vorteil einer enormen Geschwindigkeit im Vergleich zu der
natlrlichen Evolution (Wang et al., 2012). Bei dieser Variante wird zuerst eine Mutanten-
Bibliothek erstellt. Diese wird beforscht und es folgt die Auswahl der Mutanten mit einer
verbesserten Enzymeigenschaft. AbschlieBend erfolgt die Identifizierung des mutierten
Gens. Jedoch generiert diese Vorgehensweise einen enorm hohen Aufwand, allein die Anzahl
der zu untersuchenden Mutanten betreffend. Werden beispielsweise nur 10 Aminosauren
veréndert, ergibt sich daraus eine Anzahl von 2010 Mutanten (Madhavan et al., 2017).
Aufgrund dessen bietet es sich an, zielgerichtete Mutationen durchzufuhren. Diese erhohen
die Spezifitat, Stabilitat, Aktivitat, Loslichkeit und Produktion von Proteinen (Winkler &
Kao, 2014). Ziel dieser gerichteten Mutation kann die Erhohung von Disulfidbriicken oder
die Erhohung der posttranslationalen Modifikationen wie Glycosidierungen sein. Ebenso
werden nach auflen ragende Loop-Strukturen oftmals gekurzt und im Allgemeinen ein
kompakteres Enzym angestrebt, um die Thermophilie zu erhthen. Negativ geladene
Aminosdurereste erhdhen die Aktivitat bei htheren Temperaturen ebenfalls (Vojcic et al.,
2015). Diese Erkenntnisse werden genutzt, um im Gegenzug die Aktivitat der Enzyme bei
geringeren Temperaturen zu erhdhen. Das Verhéltnis von geladenen und ungeladenen
Aminoséuren wird angepasst, um die Loslichkeit oder die Bindung an das Substrat in der
spezifischen Anwendung zu verbessern. Neben der Anderung der Aminoséuren wird oftmals
die DNA-Sequenz geandert, um die Expression zu steigern. Préferierte Codons werden
verwendet, ebenso werden GC-Gehalte angepasst. Um eine bessere Bindung der Ribosomen
an die mRNA zu ermdglichen, wird der 5° untranslatierte Bereich oftmals sehr AT-reich
gestaltet (Gilis, 2006; Prakash & Jaiswal, 2010; Liszka et al., 2012; Vojcic et al., 2015). Das
de novo Design von Enzymen ist die neueste Form der Proteinanpassung. Dazu wird zuerst
das aktive Zentrum des Enzyms erstellt. Fur die Berechnungen muss sowohl der
Reaktionsmechanismus als auch die Interaktion zwischen dem katalytischen Zentrum und
dem Substrat bekannt sein. Grundlage fiir die Berechnungen bilden Proteindatenbanken.
Wenn sowohl das aktive Zentrum als auch das Riickgrat des Enzyms erstellt wurden, werden
verschiedenste Mutationen im aktiven Zentrum simuliert und die Bindung zum Substrat
berechnet. Aus diesem Prozess generierte Enzyme konnen dann heterolog produziert und

getestet werden (Madhavan et al., 2017).
1.4 Basidiomycota als Quelle fr neuartige Enzyme

Fur die Suche nach Enzymen fur die Waschmittelindustrie sind intrazellulére Proteine nicht

von primarem Interesse, da diese bei physiologischen Umgebungsbedingungen ihre héchste
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Aktivitat aufweisen und insbesondere keine hohe Toleranz gegentber alkalischen pH-Werten
zeigen (Madhavan et al., 2017).

Pilze sekretieren eine groRe Vielfalt an Enzymen (Gopinath et al., 2017). Die Sekretion
ermoglicht eine Analyse des Kulturtiberstandes wéhrend der Kultivierung sowie eine direkte
Ernte der Enzyme ohne die Gefahr einer Zelllyse (Krupodorova et al., 2014). Verglichen mit
Bakterien zeigen Pilze oftmals ein anderes Arsenal an Enzymen (Erjavec et al., 2012). Es
wird davon ausgegangen, dass 99 % der mikrobiellen Vielfalt unter Laborbedingungen nicht
dargestellt werden kann (Madhavan et al., 2017). Basidiomycota hingegen wachsen auf
vielen unterschiedlichen Substraten wie industriellen Nebenstromen und besetzen in der
Natur biologische Nischen (Da Lage et al., 2004; Polizeli & Rai, 2013). Ungeachtet der
vorliegenden Substrate sekretieren Basidiomycota eine Vielzahl unterschiedlicher Enzyme,
um sich ihren Lebensraum zu erschlie3en (Bouws et al., 2008).

Zusétzlich unterliegen die sekretierten Enzyme posttranslationalen Modifikationen und
weisen sehr oft Glycosidierungen auf, die die Ldslichkeit und die Stabilitat der Proteine
verbessern (Shental-Bechor & Levy, 2008; Welinder & Tams, 2010). Des Weiteren besitzen
pilzliche Enzyme eine groRRe Toleranz gegenuber einem pH-Wert von zwei bis elf (Polizeli
& Rai, 2013).

Zeitgleich ist die Suche nach kalt-aktiven Enzymen in den Fokus gertickt (Santiago et al.,
2016). Es gibt noch keinen Beweis fir Pilzwachstum Uber 45 °C (Morgenstern et al., 2012),
sodass davon ausgegangen werden kann, dass die zu untersuchenden Enzyme bei niedrigen

Temperaturen aktiv sein werden.

Bei den Vorteilen ist es nicht Gberraschend, dass die Basidiomycota immer mehr in den
Fokus der Forschung geraten. Davon ausgehend, dass es in etwa 1,5 Millionen Arten im
Reich der Pilze gibt und davon weniger als 10 % beschrieben worden, l&sst sich das groRe
Potential erahnen. Hinzu kommt, dass etwa 70 % der beschriebenen Arten aus dem Phylum
der Ascomycota stammen und damit die Forschung an den Basidiomycota bisweilen
drastisch unterreprasentiert ist (Blackwell, 2011; Schmidt-Dannert, 2016).
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Basidiomycota dienen allerdings nicht nur als Quelle fur neuartige Enzyme, sondern riicken
immer weiter in den Fokus der Gentechnik. Bereits seit mehreren Jahrzehnten kdnnen
Basidiomycota wie beispielsweise Coprinopsis cinerea, Flammulina velutipes, Grifola
frondosa, Hypsizygus marmoreus, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus sp.
gentechnisch  modifiziert werden. Die Agrobakterium-vermittelte Transformation
(mittlerweile neu bezeichnet als Rhizobium radiobacter) wurde dabei erfolgreich fir
H. marmoreus, F. velutipes, G. frondosa (Hatoh et al., 2013), P. chrysosporium (Li & Zhang,
2005) sowie fiir P. ostreatus (Ding et al., 2011) und Rhizoctonia solani gezeigt (Wu & Brien,
2009). Lyophyllum decastes wurde mittels Partikel-Bombardment erfolgreich transformiert
(Sunagawa et al., 2007). Diese Transformationstechniken haben den zufélligen Insertionsort
der Fremd-DNA gemeinsam. Mit dem Aufkommen der CRISPR-Technik war es mdglich
zielgerichtet das Genom von Basidiomycota zu modifizieren. Die Bezeichnung CRISPR
ergibt sich aus Clustered regulary interspaced short palindromic repeat (Adli, 2018). Bereits
1987 wurde diese Genstruktur in E. coli und 1993 in Mycobakterien gefunden. Erst im Jahr
2002 wurde diese Abfolge von variablen Nukleotiden mit einer Lange von 23 bis 47 Basen
sowie der Unterbrechung dieser durch palindromische Sequenzwiederholungen von 21 bis
72 Basen als CRISPR bezeichnet. Als Werkzeug fiir die Gentechnik wurde diese Methode
2012 durch Emmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna bei der Erforschung des
Immunssystems verschiedener Bakterien und Archaea entdeckt. Dieses beruht darauf, dass
die variablen Bereiche Sequenzabschnitte von Phagen-DNA abdecken. Fir den Einsatz als
Genschere in der Molekularbiologie werden CRISPR-assozierte Nukleasen wie
beispielsweise die Cas9- oder Cpfl-Nuklease verwendet (Adli, 2018; Clarke et al., 2018).
Fur die Genomeditierung werden sehr oft crRNA und tracrRNA in einem
selbsthyridisierenden RNA-Strang vereint (single guide RNA, sgRNA). Die sgRNA muss frei
von einem poly-A-Teil sowie vom 5’Cap sein. Dafiir wird diese entweder mittels eines U6-
Promotors transkribiert oder gezielt von Ribozymen prozessiert (Schuster et al., 2016). Fur
die Modifizierung von Eukaryoten wird der Endonuklease eine Signalsequenz angehéngt,
sodass diese in den Zellkern transportiert wird (Ngdvig et al., 2015). Das Prinzip dieser
Technik beruht auf einem Strangbruch der DNA und der anschlielenden
Reparaturmechanismen. Sehr oft kommt es dabei zum non-homologous end joining (NHEJ)
des DNA-Stranges (Clarke et al., 2018). Bei der Zusammenfuhrung der DNA kommt es dabei
haufig zu Deletionen, welche eine Gen-knockout zur Folge haben. Seltener kommt es zur

homology directed repair (HRD), bei der der betroffene Genabschnitt mittels homologer
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Rekombination, bei gleichzeitiger Vorlage eines Templates, zum Austausch des
Genabschnittes fuhrt (Ngdvig et al., 2015; Adli, 2018).

Diese Technik wurde bereits erfolgreich in verschiedenen Basidiomycota angewendet. Zum
einen wurde ein Laccase-Gen von Agaricus bisporus inaktiviert, sodass die Fruchtkorper sich
nicht mehr braun farben (Waltz, 2016). Ustilago mayidis wurde ebenfalls erfolgreich gezielt
gentechnisch modifiziert (Schuster et al., 2016). Der Modellorganismus Coprinopsis cinerea
konnte ebenfalls mit CRISPR/Cas9 editiert werden. Die Nutzung dieser Technik bei der
gleichzeitig steigenden Anzahl der vollstandig sequenzierten Genome von Basidiomycota
ermoglicht die Etablierung der gentechnischen Modifikation dieses Phylums. So kénnen
Synthese-Wege verandert werden und Biotransformationen mit hoheren Ausbeuten erzielt
werden. Es ist ebenso denkbar Basidiomycota als Expressionswirte zu nutzen, da diese eine
effiziente Proteinsekretion bieten. Ahnlich wie bei Pflanzen kann das Glycosidierungsmuster
angepasst werden (Sukenik et al., 2018), um die Forschung an oral applizier baren Vakzinen

weiter voran zu treiben (Pérez-Martinez et al., 2015).

1.5 Ziele der Arbeit

Der Einsatz von Enzymen in Waschmitteln hat in den letzten Jahrzehnten enorm an
Bedeutung hinzugewonnen. Die groftenteils aus bakteriellen Ursprungs stammenden a-
Amylasen, die heutzutage in Waschmitteln zu finden sind, erfiullen noch nicht alle
Anforderungen. Ein Teilziel war es, Basidiomycota und deren Sekretom nach neuartigen a-
Amylasen fur die Waschmittelindustrie zu beforschen. Mittels Applikationsstudien sollte der
Nachweis der Verbesserung der Waschleistung erbracht werden. Die daftr verantwortlichen
Enzyme sollten identifiziert sowie deren korrespondierende Gensequenz amplifiziert werden.
Eine heterologe Uberexpression der identifizierten Gene in einem Expressionswirt und die

Charakterisierung der resultierenden Enzyme waren weitere Teilziele.
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2. Ergebnisse
2.1 Screening waschaktiver Enzyme

Fur das Screening nach neuartigen a-Amylasen fir die Verwendung im Waschmittel wurden
51 Basidiomycota untersucht. Die Kultivierung wurde wie in 5.2.1 beschrieben durchgefihrt.
Es erfolgte eine tagliche Probenahme, mit welcher sowohl Starkegehalt als auch a-Amylase-
Aktivitdt untersucht wurden. Zeigte sich eine a-Amylase-Aktivitat, wurde ein erster
Waschtest tiber 16 h bei 30 °C durchgefiihrt. Insgesamt zeigten 19 Basidiomycota, verglichen
mit der Negativkontrolle, eine Verbesserung der Waschleistung. Diese Kandidaten wurden
bis zum Tag der hochsten Aktivitat kultiviert und der Kulturiiberstand aufkonzentriert. Mit
dem so erhaltenden Kulturiiberstand wurden aktivitatsgleiche Waschtests mit einer Aktivitét
von 100 mU (5.2.1.2) durchgefiihrt und die Bleichung der L&ppchen wurde mittels
Farbmessgerét detektiert (5.2.1.3). Hierbei stellten sich mit Rhizoctonia solani, Trametes
hirsuta, Irpex lacteus, Fomes fomentarius, Fomitopsis pinicola, Pleurotus sajor-caju,
Pycnoporus sanguineus und Lentinus strygosus insgesamt acht Basidiomycota heraus,
welche sowohl beim Waschleistungstest am Institut fir Lebensmittelchemie (Hannover) als
auch beim Kooperationspartner Henkel AG & Co. KGaA (Dusseldorf) tiberzeugen konnten.
Die Ergebnisse des Screenings sind in der Tabelle 2.1 zusammengefasst. Zeigten
Kulturiiberstdnde bei 30 °C und 16 h Inkubation keine Aufhellung der Teststoffe, wurde
diese beim Test bei 40 °C nicht mehr berucksichtigt.

Tabelle 2.1 Waschleistung bei 30 °C fir 16 h und bei 40 °C fiir 1 h der getesteten Basidiomycota.
Beurteilt wurde die Verbesserung der Waschleistung zur Negativkontrolle ohne die Zugabe von
Enzym. Sehr gute Waschleistung ++, sichtbare Waschleistung +, keine Waschleistung -.

Interne  Basidiomycota Abkiirzung Waschleistung
Nr.

30°C,16h 40°C,1h

1 Armillaria mellea Ame -

6 Collybia fusipes Cfu -

14 Lepista nuda Lnu -

17 Fomitopsis pinicola Fpi ++ ++
18 Ganoderma applanatum Gap -

19 Trametes versicolor Tve + -
20 Gloeophyllum odoratum God -

23 Ischnoderma benzoinum Ibe -
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25
52
64
71
72
76
79
80
81
83
88
206
213
218
231
232
241
246
248
250
257
262
265
272
275
276
277
280
284
286
291
292
293
295

Lentinula edodes
Piptoporus betulinus
Pleurotus lampas
Pycnoporus sanguineus
Phaeolus schweinitzii
Polyporus umbellatus
Sparassis crispa
Serpula lacrymans
Tyromyces floriformis
Trametes suaveolens
Wolfiporia cocos
Laetiporus sulphureus
Agrocybe aegerita
Pleurotus ostreatus
Tremella mesenterica
Flammulina velutipes
Phallus impudicus
Grifola frondosa
Fomes fomentarius
Stereum rugosum
Auriporia aurea
Schizophyllum commune
Psilocybe cubensis
Gloeophyllum trabeum
Irpex lacteus

Funalia trogii
Ganoderma lucidum
Coprinus comatus
Pleurotus sajor-caju
Polyporus squamosus
Postia placenta
Microporus affinis
Ustilago maydis

Agaricus bisporus

Led
Pbe
Pla
Psan
Psch
Pum
Scr
Sla
TH
Tsu
Wco
Lsu
Aae
Pos
Tme
Fve
Pim
Gfr
Ffo
Sru
Aau
Sco
Pcu
Gtr
lla
Ftr
Glu
Cco
Psaj
Psq
Ppi
Maf
Uma
Abi

++

++

++

++

++

++
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299 Hypholoma sublateritium Hsu -
300 Lentinus strygosus Lst ++ ++
305 Trametes gibosa Tqi -
308 Trametes hirsuta Thi ++ ++
309 Rhizoctonia solani Rso ++ ++
311 Hymenochaete rubiginosa Hru -
312 Asterostroma cervicolor Ace -
314 Phellinus pini Ppi -
315 Phanerochaete chrysosporium Pch ++ +

Die Basidiomycota R. solani, T. hirsuta, I. lacteus, F. fomentarius, F. pinicola, P. sajor-caju,
P. sanguineus und L. strygosus, welche die groRte Verbesserung der Waschleistung zeigten
(Tabelle 2.1), stammen aus dem Reich der Agaricomycotina, wobei vier der Familie der
Polyporaceae (F. fomentarius, T. hirsuta, L. strygosus, P. sanguineus) und mit I. lacteus und
F. pinicola insgesamt sechs der Ordnung der Polyporales zuzuordnen waren. Die Aufteilung
der Basidiomycota mit dem hochsten Potential fir die Anwendung in Waschmittelformel ist
in der Abbildung 2.1 dargestellt.

Agaricomycotina

Ordnung Familie Gattung Art

""""" ‘ }‘ ’ P. sajor-caju

_— ‘ r R. solani
,,,,,,,,,,, ‘ H | 1. lacteus

o F. fomentarius
T. hirsuta

L. strygosus

P. sanguineus

Abbildung 2.1 Ubersicht der Systematik der Basidiomycota, welche waschaktive a-Amylasen
sekretieren.
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Der Zeitpunkt der hochsten Aktivitdt schwankt bei den Basidiomycota zwischen 48 h
(R. solani) und 158 h (F. fomentarius) (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Auflistung der acht Basidiomycota mit der besten Waschleistung und deren
Zeitpunkt maximaler Aktivitat wahrend der Kultivierung.

Interne Stammnummer Basidiomycota Zeit der hochsten Aktivitat
17 Fomitopsis pinicola 96 h

71 Pycnoporus sanguineus 86 —-102 h

248 Fomes fomentarius 134 -158h

275 Irpex lacteus 72 h

284 Pleurotus sajor-caju 134 h

300 Lentinus strygosus 86 —102 h

308 Trametes hirsuta 72h

309 Rhizoctonia solani 48 h

Fur die weitere Analyse und der Identifizierung der waschaktiven Enzyme wurde der
Kulturtiberstand mittels FPLC gereinigt. Dazu wurden zunéchst die isolektischen Punkte der
starkeabbauenden Enzyme bestimmt. Darauf aufbauend folgte eine chromatographische
Trennung mittels Anionen-Austauscher (5.2.1.4). Alle Fraktionen wurden nach der Trennung
mittels Aktivitatsassay (5.2.1.2) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass eine IEX-
Auftrennung der Kulturiiberstande ausreichte, um die waschaktiven Enzyme zu isolieren. Fir
die Basidiomycota F. fomentarius, F, pinicola, I. lacteus, L. strygosus, R. solani und
T. hirsuta eluierte die Starke abbauende Aktivitdt bei 10 % Natriumchlorid. Bei

P. sanguineus eluierte diese bei 20 % Natriumchlorid (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2 FPLC-Chromatogramme fur die IEX Reinigung der Kulturtberstande von Ffo
(A), Thi (B) und Psan (C). Die schwarze Linie zeigt den Stufengradienten der erhéhten NacCl
Zugabe. In rot ist die Leitfahigkeit dargestellt. Die Messung der Proteinmenge ist mit der
blauen Linie dargestellt. Die blauen Rechtecke zeigen die Fraktion mit a-Amylase-Aktivitat
sowie Waschaktivitat an. Als Puffer A wurde 20 mM Bis-Tris, pH 7 verwendet. Fir den
Elutionspuffer B wurde 1 M NaCl zum Puffer A hinzugegeben.

Wie in den Chromatogrammen (Abbildung 2.2) sichtbar, fiihrte eine stufenweise Erhéhung
der NaCl Zugabe zu einer Basislinien getrennten Fraktionierung der in den Proben

enthaltenen Proteine. Die ersten vier Fraktionen zeigen den ungebundenen Durchfluss an.

Die Fraktionen der jeweiligen teilgereinigten Kulturberstdnde mit detektierter Amylase-
und Waschaktivitat (Abbildung 2.2) wurden zusammengelegt und aufkonzentriert (5.2.1.4).
Die Retentate der jeweiligen Proben wurden anschliefend mittels SDS-Page (Abbildung 2.4)
und Zymografie (Abbildung 2.3) analysiert.

[T
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M1 Thi Ffo Psan Psaj 1Ila Lst

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

Abbildung 2.3 Semi-native PAGE mit den teilgereinigten Kulturiberstanden von Thi (26 ug),
Ffo (31 pg), Psan (40 pg, Psaj (40 ug), lla (41 pg) und Lst (26 pg). In das Trenngel wurde 1 %
(w/v) Starke einpolymerisiert. Die Auftrennung erfolgte bei 4 °C und 10 mA fir 3 h 20 min.
Nach einer Inkubation von 4 h bei RT wurde das Gel mit Lugol‘scher Lésung gefarbt.

M1 Thi Ffo Psan Psaj 1Ila Lst

250 kDa
150 kDa

100 kDa ™
75 kDa e

50 kDa e

37 kDa

Abbildung 2.4 SDS-PAGE der teilgereinigten Kulturtberstande von Thi (26 ug), Ffo (31 ug),
Psan (40 pg), Psaj (40 ug), lla (41 pg) and Lst (26 pg). Die Auftrennung erfolgte bei RT und 12
mA fur 2 h. Das Gel wurde silber-gefarbt mit einer Entwicklungszeit von 60 min. Als Marker
wurden 7 pL des Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard (Biorad, Hercules,
Kalifornien) verwendet (M1).

Die Zymografie (Abbildung 2.3) zeigte nach der Farbung der einpolymerisierten Starke mit
Lugol’scher Ldsung Aktivitat in allen Proben. Da ein denaturierender Proteinmarker
verwendet wurde, dient dieser nur der Beschreibung der Proteine und lasst keinen
Ruckschluss tber deren tatsachliche molare Masse zu. Eine Aufhellung zeigte sich bei allen
Proben (iber der 100 kDa Markerbande. Des Weiteren zeigten sich nicht gefarbte Bereiche
im niedermolekularen Bereich. Aufgrund der einpolymerisierten Starke konnte das Gel nicht

flr eine weitere massenspektrometrische Analyse verwendet werden.

In der SDS-PAGE (Abbildung 2.4) waren fir alle teilgereinigten Kulturiiberstande von Thi,
Ffo, Psan, Psaj, Ila und Lst mehrere Proteinbanden zuerkennen. Die meisten Banden fanden
sich dabei im Bereich von 50 bis 100 kDa. Da das Silber geféarbte Gel nicht fir die Analyse
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mittels Massenspektrometrie geeignet war, wurde ein weitere Elektrophorese parallel und
mit gleichen Bedingungen durchgefuhrt. Das zweite Gel wurde mit Coomassie geféarbt und
der Bereich zwischen 50 und 100 kDa wurde fur die MS verwendet. Zusatzlich wurden alle

sichtbaren Proteinbanden oberhalb von 100 kDa flr die MS-Analyse ausgeschnitten.

Fur die Verifizierung der Enzymaktivitait wurden die Hydrolyseprodukte nach einer
Inkubation von Stérke mit den jeweiligen Kulturiiberstdnden bestimmt. Dabei wiesen alle
teilgereinigten Kulturiiberstdnde die gleichen Hydrolyseprodukte wie die Benchmark o-
Amylase auf (Abbildung 2.5). Es zeigte sich dabei, dass von den jeweiligen teilgereinigten
Kulturiiberstanden als auch von der Benchmark a-Amylase sowohl Glucose (Retentionszeit
27 min), Maltose (Retentionszeit 22,5 min) als auch Oligosaccharide gebildet wurden. Eine

Auftrennung war hierbei bis zum achtfach-Zucker moglich.
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Abbildung 2.5 HPLC-Chromatogramme nach der Hydrolyse von Stéarke. Dextrin wurde als
Standard verwendet (A), Starke als Kontrolle (B), 30 min Inkubation von Stérke mit
teilgereinigtem Kulturtiberstand von R. solani (C) und eine Positivkontrolle mit einer 30
mindtigen Inkubation mit Benchmark a-Amylase (D). HPLC-System bestehend aus einem
bindren Pumpensystem (Agilent 1200, Agilent Technologies, Waldbronn), einem Triathlon-
Autosampler (Spark Holland, Emmen, Niederlande), einem Saulenofen, sowie einem Corona
CAD-Detektor (ESA Biosciences) und einem LaChrom L-7490 RI-Detektor (Merck). Es wurde
die Merck Polyspher Na 300x7.8 Saule verwendet. Die Chromatographie erfolgte mit Wasser
als Eluenten bei einem Fluss von 0,5 mL min? und bei 85 °C. Injiziert wurde jeweils ein
Volumen von 20 pL.
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Zusétzlich wurde ein weiterer Waschleistungstest mit isoaktiv eingesetzten teilgereinigten
Proben durchgefiihrt. Flr die Waschleistungsvergleiche wurden die teilgereinigten
Kulturiiberstande erneut aufkonzentriert. Die Detergenzlésung wurde in 20 mM Bis-Tris
(pH 7) verdinnt. Die Endkonzentration des Waschmittels nach Zugabe der Enzymldsung
betrug 4,58 g L. Der Waschversuch wurde jeweils mit 100 mU iso-aktiv durchgefiihrt. Fiir
die Kontrolle wurden Wasser anstelle von Enzymldsung verwendet. Diese Waschtests

dienten als Grundlage fr spétere Patentanmeldungen (Abbildung 2.6 und Abbildung 2.7).

Rso Thi Ffo Bl_a}nk

o

e

Lst

& &

>

Abbildung 2.6 Applikationsstudie mit den teilgereinigten Kulturiiberstdénden von Rso, Thi, Fpi,
Ffo, lla, Psan, Psaj und Lst. Eingesetzt wurden jeweils 100 mU. Die Inkubation erfolgte bei
40 °C und 350 UpM fir 1 h bei pH 7.

Da die visuelle Beurteilung der gewaschenen Stoffe nicht ausreichend war, wurden diese
zusatzlich mit einem Farbmessgerdt vermessen (ColorLite sph900, ColorLite GmbH,
Katlenburg-Lindau). Das Gerat wurde gegen weil3es Papier kalibriert. Die Verbesserung der

Waschleistung wurde in Bezug zur Kontrolle ohne Enzymzugabe gezeigt (Abbildung 2.7).
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* Blank

~ weilt

Abbildung 2.7 Ergebnisse der Farbmessung der mit teilgereinigtem Kulturtberstand (jeweils
100 mU) von Rso (7), Thi (6), Fpi (5), Ffo (4), lla (3), Psan (2) und Psaj (1) gewaschenen
Lappchen. Es wurde gegen weil3es Papier kalibriert, die Kontrolle (Blank) ist ohne die Zugabe
von Enzym geschwaschener Stoff (A). Die Probe von Lst wurde nicht berlcksichtig, da die
Mittelwertabweichungen zu hoch waren. VergroRerter Ausschnitt der Farbmessungs-
ergebnisse (B).

Beim Waschleistungstest zeigten Rso und Thi die beste Aufhellung der L&ppchen. Die
Kulturliberstdande von Fpi, Ffo und lla zeigten in etwa die gleiche Aufhellung. Die
Messungen der Stoffe, welche mit Kulturiiberstand von Psan und Psaj inkubiert wurden,
zeigten eine schwéchere Aufhellung (Abbildung 2.7). Der Kulturiberstand von Lst wies die
im Vergleich geringste Verbesserung des Waschergebnisses auf (Abbildung 2.6). Die
Farbmessung ergab zu grolie Schwankungen, sodass die Ergebnisse von Lst in der Abbildung

2.7 nicht bertcksichtigt wurden.
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2.2 Molekularbiologische Identifizierung der waschaktiven Enzyme

Die SDS-Gele (Abbildung 2.4) waren die Grundlage sowohl fiir die Uberpriifung der
Reinigung als auch fir die Identifizierung der waschaktiven Enzyme. Die einzelnen Proben
der teilgereinigten Kulturtiberstdande wurden elektrophoretisch separiert, mit Coomassie
gefarbt und die Proteinbanden zwischen 50 kDa und 250 kDa ausgeschnitten. Es folgte ein
tryptischer Verdau und eine anschlieende Analyse mittels LC-MS/MS-Analyse. Die de
novo sequenzierten Peptide wurden bioinformatisch mittels MASCOT-Software mit
Proteindatenbanken abgeglichen (Tabelle 2.4). Es wurden nur Peptide mit einem Score von
mindestens 50 berticksichtigt. Da mit der MASCOT-Software nur die Proteindatenbanken
von NCBI und Swiss-Prot verbunden waren, wurden zusatzlich eigene Datenbanken erstellt.
Dazu wurden alle verfiigbaren Daten fir Fpi, lla, Psan und Rso von der JGI Platform im
Fasta-Format ubernommen und als Datenbank hinterlegt. Da die Genomdaten von Psaj, Lst
und Thi zu diesem Zeitpunkt nicht vorlagen, wurden Sequenzen nah verwandter Arten in die
eigene Datenbank Gbernommen. Dazu wurden die Proteomdaten von drei Lentinus sp., drei

Pleurotus sp. und neun Trametes sp. in die Datenbank Gbernommen (Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3 Genome fur die Erstellung der Datenbanken.
Basidiomycota Genome

L. strygosus Lentinus tigrinus ALCF2SS1-6 v1.0
Lentinus tigrinus ALCF2SS1-7 v1.0
Lentinus tigrinus v1.0

P. sajor-caju Pleurotus eryngii ATCC 90797 v1.0
Pleurotus ostreatus PC15 v2.0
Pleurotus ostreatus PC9 v1.0

T. hirsuta Trametes betulina CIRM-BRFM 1801 v1.0
Trametes cingulata BRFM 1805 v1.0
Trametes gibbosa CIRM-BRFM 1770 v1.0
Trametes ljubarskyi CIRM1659 v1.0
Trametes maxima CIRM-BRFM 1813 v1.0
Trametes meyenii CIRM-BRFM 1810 v1.0
Trametes polyzona CIRM-BRFM 1798 v1.0
Trametes pubescens FBCC735

Trametes versicolor v1.0
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Es konnten fur die Basidiomycota F. fomentarius, F. pinicola, I. lacteus, R. solani und

T. hirsuta Peptide fur a-Amylasen identifiziert werden (Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4 Ubersicht der de novo sequenzierten Peptide fiir pilzliche a-Amylasen.
Basidiomycota Peptide

Ffo HIATGDIANIL

Fpi FATSDGSSPACDTGD

Ila ANVFVTNHDTE

Lst Keine Peptidtreffer

Psaj Keine Peptidtreffer

Psan Keine Peptidtreffer

Rso VFVSNHDTERG

Thi LAQYGNDLLSLGADGLRLDASKHIPVGDIANILSR
KETDGSVVWESDPNR

2.2.1 Fomes fomentarius

Da flr Fomes fomentarius zum Zeitpunkt der Arbeit kein offentliches Genom vorlag, wurde
ein noch nicht annotiertes der Arbeitsgruppe von Dr. Harald Kellner (TU Dresden)
verwendet. Auf dessen Grundlage wurde die Datenbank flr diesen Stamm erstellt und die
mittels MS/MS erhaltenden Peptide gegen diese abgeglichen. Da keine Annotierung
vorhanden war, wurden alle von der MASCOT-Software erhaltenden Proteinsequenzen
mittels Blastp gegen die NCBI-Datenbank abgeglichen. Es wurde erfolgreich eine a-
Amylase identifiziert und das korrespondierende Gen mittels tblastn im Genom von F.

fomentarius identifiziert.

Nachdem das Gen identifiziert und der Genomabschnitt in SnapGene konvertiert wurde,
erfolgte die Erstellung der Primer. Das Gen wurde ausgehend von Peptidtreffer zundchst
teilweise von genomoischer DNA amplifiziert, bis es schlielich vollstandig amplifiziert

wurde.

Die waschaktive a-Amylase des Basidiomyceten Fomes fomentarius wurde erfolgreich von
cDNA amplifiziert und mittels Sequenzierung verifiziert (FfoAmy). Die verwendeten Primer
waren zum einen der Vorwértsprimer 5° ATGTCTCCTTGGTCCAAGCTTGTTG
GGCTC 3¢ und zum anderen der Ruckwartsprimer 5 TTATCTCCAGGAAGAGGAAAGA
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TTCTGAGT 3°. Das Gen setzte sich aus 1770 codierenden Basen zusammen, welche im
Genom durch zwolf Introns unterbrochen waren. Der Vergleich zum Referenzgenom (JGI)
zeigte eine Sequenzidentitat von 99 %. Das resultierende Protein wies 589 Aminoséuren auf,
welche einer berechneten molaren Masse von 62 kDa entsprachen. Das Enzym trug die

Cellulose-Bindedoméane CBM20 am C- Terminus.

>Ffo a-Amylase CDS
ATGTCTCCTTGGTCCAAGCTTGTTGGGCTCACGAGCCTCGGCGCCCTGTTCTCAGCCGCTGGCGCTGCGCC
GITCCTCCGTITCGACTGACGGTCACTCGTTGGCTGCCCGCGCTCCTTCCACAAACAAAACGGTCATCGTCC
AGATATTCGAGTGGTCATGGGACAGCGTCGCCACCGAGTGCACCAACTTCATCGGGCCTGCCGGGTATGGG
TTTGTTCAAGTGAGCCCTCCGGCGGAGCACATCCAGGGCAGTCAATGGTGGACGGACTACCAGCCGGTCTC
ATACACGCTCACCTCCAAGCGTGGCAATCGCGACCAATTTGCGAACATGATCAATACCTGCCATGCCGCCG
GTGTTGGTGTICATCGTTGACACTATTTGGAACCACATGGCCGGCGTCGAATCTGGCACGGGCGTTGCTGGG
TCCTCCTTTACGCACTACAACTACCCAGGCATCTATCAAACCCAGGATTTCCATCACTGCGGCCTTACCAG
CGGTGACGACATCGTCGACTACTCTAGCCGAGCTCAAGTCCAAACGTGTGAGCTTGTCAACCTTGCCGACC
TCGCAACTGATACCGAGTACGTTCGGAGCCGCCTTGCTGCGTACGGAAACGACCTCTTGTCGCTGGGCGCC
GATGGCTTCCGTCTCGACGCCGCGAAACATATCGCTACTGGTGACATTGCCAACATCTTGTCGAGGTTGAA
CTCTACCCCATATATCTCGCAAGAGGTCATTTATGGCGCTGGCGAGCCGGTCACTCCTAGCGAATACACCG
GCAATGGTGATGTCCAGGAATTCCGGTACACCTCGGCTATAAAGGATGCTTTCCTAAACGGCGATATCTCC
AGCCTTCAAAGTTTTGACAATCGCGGTTGGGTGGCAGGCTCAGGCGCGAATGTGTTCGTCGTAAACCATGA
CACGGAAAGGAACGGCGATTCGCTCAATAACAATTCTCCCTCCAACACCTATGTCACTGCTACGATCTTCT
CGCTTGCGCATCCATATGGTACACCGACGATCCTGTCCAGCTACAGTGGCTTCACCAATACCGATGCTGGT
GCACCCAATGGTGGGGCTGGGACGTGCTCAGGCAGCGGTGGATCGAACGGATGGCTGTGTCAGCACCGTTG
GACCGCGTTTGCCGGCATGGTTGGCTTCAGGAACAACGTCGGCAACGCGGCGCTTACCAACTGGCAGTCAC
CTCAAGGTCGACAGATCGCCTTTGGTCGCGGCGCATTGGGCTTTGTCGCTATCAATAACGACGACTCTGCT
TGGTCGACGACGTTCACGACTCAGCTTCCCGACGGCTCATACTGCGATGTTGTCAGTGGCGCGTCTTCTGG
AGGCAACTGCTCCGGTACATCCATCACCGTCTCTGGCGGTTCGTTCAGCGCGACGGTGCCTGCGAGAAGCG
CCGTCGCGATCCACACCGGCGCGAAGGGCAGTAGCAACAACGGCGGTGGCGGCGGAGaCAACGTCACTGTA
AACTTCTCTGTAACCGCCACAACCACATTCGGCGAGAACATCTTCCTCGTCGGAAGCATTTCACAGCTCGG
AAGCTGGAACGCCGCGAACGCCATCGCATTGTCTTCTGCTTCGTACCCGACGTGGACCGTGTCGGTCAGCA
TTCCCGCAAGCACTACCTTTGAGTACAAATTCATCAGGARAGAGACTGATGGAAGCATCGTGTGGGAGTCC
GATCCCAACCGTTCTGCCACAACCCCCTCTGCGGGTACTCAGAATCTTTCCTCTTCCTGGAGATAA

>Ffo a-Amylase Proteinsequenz
MSPWSKLVGLTSLGALFSAAGAAPFLRSTDGHSLAARAPSTNKTVIVQIFEWSWDSVATECTNFIGPAGYG
FVQVSPPAEHIQGSQWWTDYQPVSYTLTSKRGNRDQFANMINTCHAAGVGVIVDTIWNHMAGVESGTGVAG
SSFTHYNYPGIYQTQDFHHCGLTSGDDIVDYSSRAQVQTCELVNLADLATDTEYVRSRLAAYGNDLLSLGA
DGFRLDAAKHTATGDIANILSRLNSTPYISQEVIYGAGEPVTPSEYTGNGDVQEFRYTSATKDAFLNGDIS
SLQSFDNRGWVAGSGANVEVVNHDTERNGDSLNNNSPSNTYVTATIFSLAHPYGTPTILSSYSGFTNTDAG
APNGGAGTCSGSGGSNGWLCQHRWTAFAGMVGFRNNVGNAALTNWQSPQGRQIAFGRGALGFVAINNDDSA
WSTTFTTQLPDGSYCDVVSGASSGGNCSGTSITVSGGSFSATVPARSAVATHTGAKGS SNNGGGGGDNVTV
NFSVTATTTFGENIFLVGSISQLGSWNAANATALSSASYPTWTVSVSIPASTTFEYKFIRKETDGSIVWES
DPNRSATTPSAGTQONLSSSWR*

2.2.2 Fomitopsis pinicola

Genom- und Proteomdaten fir F. pinicola waren sowohl bei NCBI als auch bei JGI

verfugbar. Die Auswertung der MASCOT-Ergebnisse zeigte eine a-Amylase in der
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teilgereinigten Probe, welche bis dato als hypothetisches Protein verzeichnet war (Abbildung
2.8). Ein Bastp dieser Sequenz bestétigte, dass es sich bei diesem um eine a-Amylase
handelte. Das mittels MS/MS identifizierte Peptid deckte die korrespondierende

Aminoséuresequenz zu zwei Prozent ab.

Protein sequence coverage: 2%
Matched peptides shown in bold red.

1 MWGSLLAASE LARSALAATT REWQQRSIYQ LVIDRFATSD GESPACDTGD

51 RVYCGGSWQG VINELDYIQY MGFDAVWISE VVENLEGSTG DGYSYHGYWA
101 VDQNSVNEHF GTADDLNALS SALHARGMYL MVDVVVHNHMA ANWNTLEPDYST
151 FTPFSAESDF HTFCWITDYN NQTHNVEQCWL GDSSVPLADC DTEANNVVLDE
201 FYNWIGELRZ NYIVDGFRID TLEHVRQIFW PDFQTNAGVY AVGEVFDGLDV
251 NYVSPFYTEVI DGVLDYPTYY QLTSAFESTS GSIQNLVDVI QSAQSTYSTE
301 LFQVATFLEN QUDNPFRFQSIT TDQGLVENAM TWPFIADGIF ILYYGQEQGY
351 TGGNDPFLDMRE ALWLSGYEEN KPLVQHARIL MNRARKARTAR SSSFLSTAVT
401 FPLVGSNTLLZ ASKYPLLSLL SNVGASGTPFA WDVSSGIGYD EGTELIDALT
451 CTTYTAESSG SVSVIGS55GD PVILLPTSAY HASYCSELTG THSTGSS5DTV
501 SVIFEVEYNT TYGENLYLTG SVAELVDWSV DDALLMSSAD YPTWSLIVDL
551 PPSTAIQYEY LTKYNGDVIW EDDFNNELTT PRSGSVIQSD SWH

Abbildung 2.8 Hypothetisches Protein (KE504255.1) mit dem rot markierten, identifizierten
Peptid.

Nach der Blastp Suche mit der Blosum62 Matrix wurde zum identifizierten Peptid das

korrespondierende Protein mit der ID 1038982 (JGI) gefunden. Das korrespondierende Gen
auf dem scaffold_134:33521-35901 wurde analysiert und in SnapGene konvertiert.

Die waschaktive a-Amylase aus F. pinicola (FpiAmy) wurde mittels des Primerpaares
ATGTGGGGCAGCCTTCTCGCAGCCTCTGC und TCAATGCCAGCTGTCGCTCTGC
GTGACG erfolgreich amplifiziert und durch eine Sangersequenzierung verifiziert. Das Gen
setzte sich aus 1782 codierenden Basen zusammen, welche in einem Protein mit 593
Aminosauren und einer molaren Masse von 64,4 kDa resultierten. Die Gensequenz wies elf
Introns auf und zeigte zum Referenzgenom eine Identitat von 96,3 %. FpiAmy zeigte eine

Cellulose-Bindedoméane am C-Terminus.

>Fpi a-Amylase CDS

ATGTGGGGCAGCCTTCTCGCAGCCTCTGCCCTCGTGGCTTCCGCGCTTGCTGCGACTACGGCGGAATGGCA
GCAACGCTCGATCTACCAGCTCGTCACGGATAGATTCGCGACCTCGGACGGCTCGTCGCCCGCTTGCGACA
CCGGCGATCGCGTGTATTGTGGCGGGTCGTGGCAGGGGGTCATCAATAAGCTGGATTACATCCAGTACATG
GGCTTCGACGCCATCTGGATTTCACCAGTCGTGAAGAACCTAGAAGGCAGCACGGGAGATGGCTACTCGTA
CCATGGATACTGGGCGGTCGACCAGAACTCGGTCAACGAGCACTTCGGCACTGCAGACGATCTGAATGCCC
TTAGCAGCGCGTTGCACGCGCGCGGGATGTACCTGATGGTCGACGTCGTCGTGAACCACATGGCGGCCAAC
ACGCTCCCGCCGGACTACTCGACCTTCACGCCGTTCAGCTCCGAGTCGGACTTCCACACCTTCTGCTGGAT
CACGGACTACGACAACCAGACGAACGTCGAGCAGTGCTGGCTCGGCGACTCGAGCGTGCCGCTCGCGGACT
GCGACACCGAGGCTGACAACGTCATCGACTTCTTCTACAACTGGATCGGCGAGCTCCGCGCGAACTACACT
GTGGATGGTTTCAGGATCGACACGCTGAAGCATGTCAGGCAGACGTTCTGGCCAGATTTCCAGACCAACGC
GGGCGTGTACGCCGTCGGTGAGGTCTTTGACGGCGACGTGAACTATGTTTCGCCCTACACTGAGGTTATCG
ACGGAGTGTTGGACTACCCGACGTACTATCAGCTCACCTCCGCCTTCGAGTCCACCAGCGGCTCAATTCAG
AACCTCGTCGACGTGATTCAGTCTGCGCAGTCCACTTACTCCACGATGCTCTTCCAAGTCGCGACGTTCCT
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CGAGAACCAGGACAACCCGCGGTTCCAGAGTCTTACCACTGATCAAGGCCTAGTGAAGAACGCGATGGCGT
GGCCGTTTATCGCGGATGGCATCCCCATTCTTTACTACGGTCAGGAGCAAGGCTACACTGGCGGCAACGAC
CCCGATAACCGTGAAGCGCTGTGGCTGTCCGGATACGAGGAAAACAAGCCTCTCGTGCAGCACGCCCGCAT
CCTCAACGCTGCCCGCAAGGCCGCCATCGCCGCCAGCAGCAGCTTCCTCTCCACCGCCGTGACCTTCCCGT
CGGTGGGCAGCAACACGCTCGCCGCGTCCAAATACCCGCTGCTCTCGCTCCTGACCAACGTAGGCGCAAGC
GGCATGCCCGTTTGGGACGTCTCCTCGGGAACGGGATACGACGAGGGCACGGAGCTGATTGATGCGCTCAC
GTGCACGACGTACACCGCTGGGAGCAGCGGCAGCGTGAGCGTCACGGGCAGTAGCGGGGACCCCGTCATCC
TGCTCCCGACGAGCGCATACAACGCGTCGTACTGCAGCGAGCTGACGGGCACGGACTCGACCGGCAGCTCG
GACACGGTGTCGGTGACGTTCGAGGTGGAGTACAACACGACGTACGGCGAGAATTTGTATCTCACCGGCTC
CGTCTCTGAGCTCGTGGACTGGTCCGTCGATGACGCACTCCTTATGTCGTCCGCCGACTACCCGACCTGGA
GCCTGACGGTGGACCTCCCCCCGAGCACGGCGATCCAGTACAAGTATCTGACGAAGTACAATGGCGACGTC
ACGTGGGAGGACGACCCCAACAACGAGCTCACGACGCCTGCGAGCGGCTCCGTCACGCAGAGCGACAGCTG
GCATTGA

>Fpi a-Amylase Proteinsequenz
MWGSLLAASALVASALAATTAEWQQRSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTGDRVYCGGSWQGVINKLDYIQYM
GFDAIWISPVVKNLEGSTGDGYSYHGYWAVDQONSVNEHFGTADDLNALSSALHARGMYLMVDVVVNHMAAN
TLPPDYSTFTPFSSESDFHTFCWITDYDNQTNVEQCWLGDSSVPLADCDTEADNVIDFFYNWIGELRANYT
VDGFRIDTLKHVRQTFWPDFQTNAGVYAVGEVFDGDVNYVSPYTEVIDGVLDYPTYYQLTSAFESTSGSIQ
NLVDVIQSAQSTYSTMLFQVATFLENQDNPRFQSLTTDQGLVKNAMAWPFIADGIPILYYGQEQGYTGGND
PDNREALWLSGYEENKPLVQHARILNAARKAAIAASSSFLSTAVTFPSVGSNTLAASKYPLLSLLTNVGAS
GMPVWDVSSGTGYDEGTELIDALTCTTYTAGSSGSVSVTGSSGDPVILLPTSAYNASYCSELTGTDSTGSS
DTVSVTFEVEYNTTYGENLYLTGSVSELVDWSVDDALLMS SADYPTWSLTVDLPPSTAIQYKYLTKYNGDV
TWEDDPNNELTTPASGSVTQSDSWH *

2.2.3 lrpex lacteus

Im teilgereinigten Kulturiiberstand von |I.

lacteus konnte ein Peptid einer a-Amylase

identifiziert werden (Abbildung 2.9). Die dazugehdrige Aminosduresequenz entstammte einer

a-Amylase aus Pleurotus ostreatus. Die Sequenz konnte zu zwei Prozent abgedeckt werden.

Protein sequence coverage: 2%

Matched peptides shown in bold red.

1
lax
101
151
20
251
301
351
401
451
501
551

MRLIWYSPAL
WDSVARECTS
NRSQFANMVS
YQTQDFHHCG
YANDLRSLGV
VQESEYVDIG
VTNHDTERNG
AGAPNGGVET
QSQQIAFGRG
SGLSITVAGG
ATTTLGENIY
YEFIRKETDG

FAVGTEVQCL
FIGPAGYGEV
TCHSAGVEVI
LEPGDDIVNY
DGFRLDAVEH
DVQEFRYTSE
BSLNANSPSH
CSGTGGRANGW
SAGFVAINNA
SFSATVFRRS
LVGSIPQLGV
GVVWESDPNR

KSAPQSSLGT
QVSPELAEHIQ
TDTIFNHMAG
SNRLEVQTCE
IASGDLANIL
LENAFSGGGI
TYVTATIFSL
FCQHRWVLES
DSSWTATFAT
BIATHTGATG
WVEERATLLS
QLTVGASGTQ

LADRAPSGAK
GSQWWTDYQP
VESGTGEVGEES
LVNLADLATD
SEVIGEFYVT
ANLQDLENRG
AHPYGTETIL
GMVGFRNTVG
SLPAGLAYCDV
TGSGHNENGES
BATYPVHRVT
TVS55WK

LVIIQMFEWT
VSYTLNSKRG
SFTHYNYPGI
TEYVEGRLAR
REVIFGAGER
WVIGSEANVE
S55YSGFTNTD
SAGITHWVSE
ISGSANAGIC
DTIVAVIFEET
VHIPAGTSFT

Abbildung 2.9 Rot markiertes identifiziertes Peptid und die in der NCBI-Datenbank passende
Sequenz einer a-Amylase aus Pleurotus ostreatus (KDQ30003.1).

Fir diesen Basidiomycota war kein Genom vorhanden, jedoch ein Transkriptom. Da die

Konvertierung in SnapGene in 129.000 Einzeldateien resultierte und damit Blast-Suchen

nicht moglich waren, wurde das komplette Transkriptom in die lokale Blast Software

geladen. Das identifizierte Peptid diente als Grundlage fiir einen tblastn. Dieser resultierte in
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der Identifizierung der korrespondierenden CDS, welche in SnapGene konvertiert wurde.
Auf Grundlage dessen wurden, ausgehend vom Peptidtreffer, Primer zu den jeweiligen
Enden der Sequenz abgleitet und das Gen partiell von genomischer DNA amplifiziert. Nach
der vollstandigen Amplifizierung des Gens mit allen Introns, erfolgte die Amplifizierung der
CDS von cDNA.

Irpex lacteus wies eine aus 480 Aminoséduren bestehende waschaktive a-Amylase (llaAmy)
auf, welche sich aus 1443 codierenden Basen zusammensetzte. Auf genomischer Ebene war
das Gen von funf Introns unterbrochen. Erfolgreich amplifiziert wurde das Gen mittels der
Primer 5° ATGGTCAAGTTGACACTCCCTTTCG 3¢ und 5° TTATGAGAGCTTGGCG
TTGGTATGAATGGC 3°. Diese a-Amylase zeigte keine Cellulose-Bindedoméne und hatte

eine berechnete molare Masse von 51 kDa.

>lla a-Amylase CDS
ATGGTCAAGTTGACACTCCCTTTCGTTCTCGCCGCCGTCAGCTCTATGGCGGCGGGCATTGTCATCCCCGA
GAACAGTGCTCTCGAAACCCGCTCTACTGGCCAGTCCAAGGCTGTCATCGTTCAGATGTTTGAGTGGACTT
GGGACAGTATCGCGTCCGAGTGCACCAACTTCCTCGGGCCCGCCGGGTACGGTTATGTTCAGACGAGTCCT
CCTCAGGAGCACGTCACTGGCAACCAGTGGTGGACTGATTACCAGCCCGTCTCGTATACCCTCACCTCGAA
GCGCGGCAACCGATCACAGTTTGCTAACATGATCTCCACTTGCCACAAGGCGGGCGTCAAGGTTATCGCAG
ACACTATCTTCAACCATATGACTGGCTCCGACTCGGGCACTGGTGTTGCTGGCTCGTCGTACACCCACTAC
AACTACCCTGGTATCTACCAAAACCAGGACTTCCATCACTGTGGGCTGGAGCCCAATGACGATATTGTCAA
TTATGACAATGCTGTGGAAGTCCAGACGTGCCAGTTGGAAGGACTTGCAGATTTGGCTACCGATACAGAAT
ACGTCCGCAGTAGGCTCGCGCAGTATGGTAACGATCTGCTTTCCCTGGGAGTGGACGGACTCAGGCTGGAT
GCTTCTAAGCACATTGCCGTGACTGACCTTACCAATATCACCTCTCGCCTGAATGGCTCTCCTTACCTCAC
TCAGGAGGTCATCTATGGTGAGGGTGAGCCTATCACCCCCAACCAATACGTCGGCATTGGTGATGTTCAAG
AGTTCCGTTACACAACCGCTCTCAAGAACGCTTTCTTGAACGGAGCTATCAACGGCCTACAAAGCTTCGAC
AACCTTGGCTGGGTGTCGGGTGACAAGGCTAACGTCTTCGTTACCAACCACGACACAGAGCGAAACGGTGC
TGCCCTCACCAACTCCTCACCTTCCAATACCTACGTTCTTGCCACCATATTCTCCCTCGCCCACCCCTACG
GCACTGTCACCGTCCTCTCATCCTATTCCGGCTTCGACACCAACTCTGATGCAGGCGCACCCAACGGCGGC
ACCGGTACTTGCTCTGGCACCGGCGGCTCCAACGGCTGGTTCTGCCAGCATCGATGGATTGCTTTCCAGGG
TATGACTGCCTTCAGGAACACTGTCGGCAGTGCTGCCATCGCCAACTGGCAGACTGGTCAGAACTCGCAAA
TCGCCTTCGACCGTGGTACCGCTGGGTTCGTTGCTATCAACAACGCCGACTCGCAGTGGGATGCCACCTGG
AAGACTGGCTTGCCCGACGGTGTGTACTGCAACGTCATCTCCGGCGTCTTCTCGAGTGGTTCGTGCTCCGG
TGGCACTGTCACTGTCAAGAACGGTGGTCAAATCCCCTACAACTTGTCTTCTCGCAATGCTGTCGCCATTC
ATACCAACGCCAAGCTCTCATAA

>lla a-Amylase Proteinsequenz
MVKLTLPFVLAAVSSMAAGIVIPENSALETRSTGQSKAVIVQMFEWTWDSIASECTNFLGPAGYGYVQTSP
PQEHVTGNQWWTDYQPVSYTLTSKRGNRSQFANMI STCHKAGVKVIADTIFNHMTGSDSGTGVAGSSYTHY
NYPGIYQNQDFHHCGLEPNDDIVNYDNAVEVQTCQLEGLADLATDTEYVRSRLAQYGNDLLSLGVDGLRLD
ASKHIAVTDLTNITSRLNGSPYLTQEVIYGEGEPITPNQYVGIGDVQEFRYTTALKNAFLNGAINGLQSFD
NLGWVSGDKANVEVTNHDTERNGAALTNSSPSNTYVLATIFSLAHPYGTVTVLSSYSGFDTNSDAGAPNGG
TGTCSGTGGSNGWFCQHRWIAFQGMTAFRNTVGSAATANWQTGONSQIAFDRGTAGEFVAINNADSQWDATW
KTGLPDGVYCNVISGVFSSGSCSGGTVTVKNGGQIPYNLSSRNAVATHTNAKLS*
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2.2.4 Lentinus strygosus

Die Analyse des teilgereinigten und waschaktiven Kulturiiberstandes von L. strygosus zeigte
eine a-Amylase-Aktivitat. Es wurde nach der Analyse der Mascot-Datensétze kein Peptid fir
eine a-Amylase detektiert. Da flr L. strygosus keine Genomdaten vorhanden waren, wurden
Proteinsequenzen der vorhandenen Genome von Lentinus sp. (Tabelle 2.3) verwendet, um ein
Sequenzalignment zu erstellen. Konservierte Bereiche wurden genutzt, um degenerierte
Primer zu erstellen. Die durchgefuhrten PCRs fiihrten nicht zu der Amplifizierung eines a-

Amylasegens. Eine Analyse der Expressionsmuster fiir a-Amylase war somit nicht moglich.
2.2.5 Pleurotus sajor-caju

Der Kulturiiberstand von P. sajor-caju zeigte eine a-Amylase-Aktivitat. Es wurden nach der
Auswertung der Mascot-Daten keine Peptide fiir a-Amylasen identifiziert. Da flr diesen
Basidiomycota keine Genomdaten vorhanden waren, wurde ein Sequenzalignment auf
Aminosdureebene mit allen bekannte a-Amylasen aus Pleuroten erstellt (Tabelle 2.3), um
konservierte Bereiche zu lokalisieren. Ausgehend von zwei konservierten Bereichen wurden
mehrere degenerierte Primer abgeleitet, um korrespondierende a-Amylasegene von P. sajor-
caju zu amplifizieren. Die verschiedensten PCR-Varianten fuhrten nicht zu den erwarteten
Ergebnissen, sodass keine a-Amylase im Genom von P. sajor-caju identifiziert wurde. Somit

war eine Expressionsanalyse der a-Amylasegene nicht méglich.
2.2.6 Pycnoporus sanguineus

Fur diesen Basidiomycota konnten keine Peptidtreffer fiir eine a-Amylase detektiert werden.
Da das Genom vollstandig vorlag, war es moglich, alle vier a-Amylasen zu identifizieren,
erfolgreich von genomischer DNA zu amplifizieren und mittels Sangersequenzierung zu
verifizieren. Ausgehend von isolierter RNA am Tag der hochsten Waschaktivitat und der
anschlieBenden cDNA-Synthese konnte eine waschaktive a-Amylase aus Pycnoporus
sanguineus identifiziert werden (PsanAmy). Diese wurde mit dem Primerpaar
5 ATGCTACGCCTCACGCTCCTTGCCTCT 3" und 5 TCAGACAATGATGAGGCTG
GATTGCGCAGC 3" amplifiziert. Die drei Ubrigen a-Amylase-Gene wurden zu diesem
Zeitpunkt nicht exprimiert. Das Enzym setzte sich aus 530 Aminosdauren zusammen, welche
eine berechnete molare Masse von 57 kDa ergaben. Codiert wird das von sieben Introns
unterbrochene Gen von 1593 Basen, welche verglichen mit dem Referenzgenom eine
Identitat von 97,2 % aufwiesen.
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>Psan a-Amylase CDS
ATGCTACGCCTCACGCTCCTTGCCTCTCTGCTTGCCGCGTCCGCCTTCGCGGCCTCTCCGGATCAATGGCG
GAATCGGTCAATATACCAGTTGGTAACAGATCGATTCGCCACCTCGGATGGGTCAAGTCCTGCATGCGATA
CCTCCCAGCGCCAGTATTGTGGCGGTACTTGGCAAGGCATCGTCAAGAAGCTCGATTACATCCAGAACATG
GGCTTCGATGCTATCTGGATCTCCCCTATTGTCGCGAACTTGGAGGGAAATACGTCTTACGGTGAAGCCTA
TCATGGGTACTGGACGCAGAACATTAACGCGCTTAATTCACACTTCGGTAGCGCGGATGATCTCAAGGCGC
TGAGCGATGCTCTGCATAAACGCGGCATGTACCTGATGGTCGACGTCGTCGTGAACCACATGGCGGGCACC
GCGGATCCTCCCAATTTCTCTGCGTTCCAGCCATTTTCTTCTCAATCAAACTATCACTCCGAGTGCTTCAT
ATCGAACTACGACAACCAAACCGAGGTCGAGCAATGCTGGCTGGGAGACAAGAATGTTCCCTTGGTGGATT
TGGATACTGAGGATACGAACATCGTCAGCGCCATGAACACTTGGGTATCCACTTTGGCTAGCAACTTCAGC
GTCGATGGCCTTCGGATCGACACTGTCAAACACGTGCGGAAGGATTTCTGGCCTGATTTCGCCAAGGCTTC
GGGTGTCTTCACGATAGGCGAGGTCCTTCATAACGAGACAGACTATGTGTCAGCATACACTGAGGTGATTG
ATAGCGTACTGGACTATCCTACATGGTTCCCACTCGTGGCAGCTTTTCAAACCACGGGGGGCAATCTGTCA
GCGCTCTCCGCCACTGTACAACAAGCCCAGTCGGCCTACAAGAACGGCGAATTCATGACCGGTTCTTTCCT
CGAGAACCACGACCAACCTCGGTTCCAGTCTCTTACCCAGGACGACGCTTTGATCAGGAATGCAATGACAT
GGCCATTCGTTCAAGACGGAGTGCCTATCATGTACTATGGTCAGGAACAGTCTTACGGTGGAGGGCCTGAC
CCAGCCAATCGCGAAGCCTTATGGCTGTCCGGATACGTCGAAGACAAACCTCTCGTCAAACACGTGCAGGC
AATGAACGGCGCAAGAAAGGCGGCCATATCAGCGAACAGCAACTACCTCACTACTGCGGTTAAGTTTTTGT
CCAGCGGCTCCGAATCTACTCTTGCCGTCTCAAAACCACCCATGCTCGCTCTTCTCACCAATGGCGGCAGT
TCCTCCAATCCGTCATGGTCTGTTCCAAGTGCCGGCTTCAGCGCGAATGAGGAACTTGTCGATGTGTTGAC
CTGCAGCAAGCTCAATGCGGATAGCAACGGAGGTGTGAGCGTGCAAGGGTCTGCTGGGAGTCCTCAGGTCC
TCATGCCGGTTTCGTCGTTGAGCAAGTCCGGGAACGTGTGCTCGAGCCTCGCGACGGGCGGTCAGGCCTCG
TCTGCGCGCGGATGGTTCGGAGGCGCAGTGGAGTCGCTGCCACTCATCGCGGCTTTCTTGCTCGCCGGTTG
GGCTGCGCAATCCAGCCTCATCATTGTCTGA

>Psan a-amylase Proteinsequenz
MLRLTLLASLLAASAFAASPDQWRNRSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTSQRQYCGGTWQGIVKKLDY IQNM
GFDAIWISPIVANLEGNTSYGEAYHGYWTQNINALNSHFGSADDLKALSDALHKRGMY LMVDVVVNHMAGT
ADPPNFSAFQPFSSQSNYHSECFISNYDNQTEVEQCWLGDKNVPLVDLDTEDTNIVSAMNTWVSTLASNES
VDGLRIDTVKHVRKDFWPDFAKASGVFTIGEVLHNETDYVSAYTEVIDSVLDYPTWFPLVAAFQTTGGNLS
ALSATVQQAQSAYKNGEFMTGSFLENHDQPRFQSLTQDDALTIRNAMTWPEFVQDGVPIMY YGQEQSYGGGPD
PANREALWLSGYVEDKPLVKHVQAMNGARKAATISANSNYLTTAVKFLSSGSESTLAVSKPPMLALLTNGGS
SSNPSWSVPSAGFSANEELVDVLTCSKLNADSNGGVSVQGSAGSPQVLMPVSSLSKSGNVCSSLATGGQAS
SARGWFGGAVESLPLIAAFLLAGWAAQSSLIIV*

2.2.7 Rhizoctonia solani

In dem teilgereinigten Kulturiiberstand von R. solani wurde ein Peptid fur eine a-Amylase
identifiziert (Tabelle 2.4). Die Proteinsequenz (KEP45305.1) stammte von dem
sequenzierten R. solani-Isolat 123E. Da am Institut fiir Lebensmittelchemie der Stamm
R. solani AG-3 vorhanden war und diese in den Genomdaten Unterschiede aufwiesen,
wurden degenerierte Primer fir die Amplifizierung des Zielgens von genomischer DNA
erstellt. Nach der erfolgreichen Verifizierung des oa-Amylasegens wurde die

korrespondierende CDS von cDNA amplifiziert.

R. solani wies eine waschaktive a-Amylase auf, welche mit Hilfe der Primer
5 ATGTTTGAGTGGTCATGGGATAGTATTGCT 3° und 5° TCACCGCCAAGTATCG
CTAAGCGTCAA 3¢ amplifiziert und nach einer Sangersequenzierung verifiziert wurde.
Das Enzym setzte sich aus 536 Aminosdauren zusammen, welche zu einer berechneten

molaren Masse von 56,4 kDa flihrte. Das Gen wurde von 16 Introns unterbrochen und zeigte
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eine Sequenzidentitat von 74,9 % zum Referenzgenom. Am C-Terminus wies die a-Amylase
eine CBM20 Struktur auf.

>Rso0 a-Amylase CDS
ATGTTTGAGTGGTCATGGGATAGTATTGCTGCAGAATGCACCAGCTTCATCGGTCCTGCTGGATATGGATA
TGTCCAGGTGTCTCCCCCAGCCGAACACATCACCGGCTCGCAGTGGTGGACTGACTATCAGCCTGTTTCGT
ACATACTTACCTCGAAGCGAGGGAGCAGAAGCCAGTTCCAGAATATGATTACCACGTGCAAGGCTGCCGGE
GTTGGTGTGATTGCAGATACTCTGTTAAACCATATGGCCGGTATCGATAGTGGAACTGGCGTTGCCGGGTC
TTCGTTCACGCACTATAACTACCCCGGAATCTACCAGACCCAGGACTTCCATCACTGCGGCCTGGAATCAG
GTGACGACATAGTCAACTATAGCAATCGCGTCGAAGTCCAGACTTGCGAACTGGTGAACCTGGCTGACCTT
GCTACTGATACCGAGTATGTGCGTGCTCGGCTTGCAACCTACGTAAACGATCTACTGTCGTTGGGTGTGGT
AGGCCTACGACTTGATGCCGCGAAACATATTCCTGCTGGTGACATTGCCAACATTCTTGGTCGTTTGAGTT
CGGCACCCTATGTTACTCAAGAGGTTATTTATGGCAGCGGAGAGCCGATTCAACCCTCGGAATATACCGGG
AATGGTGATGTACAGGAGTTCCGCTACACATCGGCACTTCAGAGTGCTTTCCAGAGTGGTGGGATCTCATC
ACTGAACGATCTTGACAGCAGAGGATGGGTTTCTTCCAGCAATGCGAATGTATTTGTCTCCAACCACGATA
CCGAACGAGGCGGGTCGTCTCTTAACTACAAGTCTGGCTCGACCTACACACTTGCTCACATCTTCATGCTT
GCATACCCTTATGGAACTCCTACCGTCTTGTCTTCTTACACCTTCTCAGACAACGATGCTGGCAGTCCATC
GAGTGGTGCAGGCTCTTGCTCCGGATCTGGCGGTGCGAACGGATGGCAATGCCAGCACCGCTGGACTGCAA
TCGCAGGAATGGTCAAGTGGCGCAATGGAGTGACTGGCAGTGTCAACAACTGGGTCACCGGTACCAACCAG
CAGATTGCCTTTGGTCGCGGGTCCACTGGGTTTGTAGTTATCAACAACGCGGACTCTGCATGGACCAGGAC
GTTCACGACACCCCTCGCTGCCAACTCATACTGCGACATAATCTCCGGGGCAGCAGGAACTAGTGGGACGT
GTACTGGAGCATCGTACACGATCTCCGGTGGAACCTTTACCGCTACAGTCCCTGCGAGGTCTGCAATTGCT
TTGTTTACTGGGGCGATTGGGTCCGGATCGAGCAATAGCGGATCCGTGTCTATCTCTTTCAGTGTATATGC
AGAGACCACTTTTGGTGACAATATCTTCGTGTCTGGAAGTATTTCGCAACTCGGTACATGGGCACCAGGTA
GCTCGATCGCAATGTCCTCAGCTTCCTATCCTACATGGACTGCCACTGTGACTCTCCCAGCTGGTACTGCG
TTCTCTTATAAATATCTCCGTAAGACCTCCAGCGGCACGGTCGTATGGGAATCGGATCCTAACCGCTCTGC
TACCGCCTCCTCGTCCGGCACATTGACGCTTAGCGATACTTGGCGGTGA

>Rs0 a-Amylase Proteinsequenz
MFEWSWDSIAAECTSFIGPAGYGYVQVSPPAEHITGSQWWTDYQPVSYILTSKRGSRSQFQONMITTCKAAG
VGVIADTLLNHMAGIDSGTGVAGSSFTHYNYPGIYQTQDFHHCGLESGDDIVNYSNRVEVQTCELVNLADL
ATDTEYVRARLATYVNDLLSLGVVGLRLDAAKHIPAGDIANILGRLSSAPYVTQEVIYGSGEPIQPSEYTG
NGDVQEFRYTSALQSAFQSGGISSLNDLDSRGWVSSSNANVEVSNHDTERGGSSLNYKSGSTYTLAHIFML
AYPYGTPTVLSSYTFSDNDAGSPSSGAGSCSGSGGANGWQCQHRWTAIAGMVKWRNGVTGSVNNWVTGTNQ
QIAFGRGSTGFVVINNADSAWTRTFTTPLAANSYCDIISGAAGTSGTCTGASYTISGGTFTATVPARSATIA
LFTGAIGSGSSNSGSVSISFSVYAETTFGDNIFVSGSISQLGTWAPGSSIAMSSASYPTWTATVILPAGTA
FSYKYLRKTSSGTVVWESDPNRSATASSSGTLTLSDTWR*

2.2.8 Trametes hirsuta

Es zeigte sich nach der Auswertung der Mascot-Daten mit der selbst erstellten Trametes sp.
Proteindatenbank, dass die identifizierten Peptide mit einem Score von mindestens 50 zu den
Genomdaten von T. versicolor passten. Zwei Peptide konnten der a-Amylase EIW55835.1
zugeordnet werden, welche zudem in der NCBI Datenbank hinterlegt war. Diese beiden

Peptide deckten die Aminosduresequenz zu acht Prozent ab (Abbildung 2.10).



Ergebnisse

29

Protein sequence coverage: 8%

Matched peptides shown in bold red.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
h01
551

MSEWIKLAAL
MFEWTWDSVA
TSKRGSRTSF
VYPGIYGNQD
GRLAQYCGNDL
GSGEPITENGQ
GLNVEVVNHD
FINTDLGREN
NWVAPQSQQT
SGTTCTGSSF
SGEEVTVNFLE
SVSIPAGTTF

TRALGVFFILL
SECTHFIGEL
BNMITTCHAR
FHHCGLEFPGD
LSLGADGLEL
YIGHGDVQEF
TEENGHSLNN
GGTGTCSG5G
BFGRGSLGEV
IV35G5L5AT
TATTTFGENI
RQYEFIEEETD

DARFRFFDLG
GYGEVQVSEE
GVGVIVDTIW
DIVHYDHAVE
DASFHIFVGD
REYTSRLEDLF
H3BSNTYVIR
GTHGWLCQHR
ATHHMADSAWT
VEARSAIAVH
FLVGSIRQLE
GEVVWESDEN

LDAHSLHTRAL
QETIQEDOWW
NHMAGVDSGT
VQTCELVNLA
IANILSRLNR
5G5GISSLOD
MIFSLAHEYG
WTAVAGMVGE
STFTTSLEDG
TGQLGTGSGS
TWHTANATAL
RQATRPASGT

PTIGSEDVIIQ
TDYQEVSYIL
GIAGSSFTHY
DLATDTEYVR
TVYITQEVIF
FENRGWVEGT
TESILSSYIG
BRHQVGSARLN
TYCDWVVSGQT
GIGSGGSTTE
S3LA5YPTWIV
STL5GSWR

Abbildung 2.10 Aminosauresequenz der a-Amylase aus T. versicolor (AN: EIW55835.1). Die
identifizierten Peptide von T. hirsuta sind rot markiert.

Das Genom von T. hirsuta lag nicht annotiert bei NCBI vor. Die Peptide konnten allerdings
eindeutig einem Genombereich zugeordnet werden. Ausgehend von diesem wurde der
Sequenzbereich zwischen den bekannten Peptiden mit degenerierten Primern erfolgreich
amplifiziert. Dazu war es notig, fiir beide Primer am 3 Ende die letzten drei Codons variabel
zu gestalten. Der verifizierte Genabschnitt zeigte eine Sequenzidentitdt von 63 % zum
Referenzgenom. Mit dem erhaltenden Sequenzabschnitt konnte das 3° Ende spezifisch
amplifiziert werden. Die fehlenden ca. 600 Basen des 5° Endes des Gens konnten auch nicht
unter der Verwendung verschiedener degenerierter Primer und Touchdown-PCRs
amplifiziert werden. Da die Abweichung zwischen dem Referenzgenom und dem T. hirsuta
Stamm der Stammsammlung des Instituts fir Lebensmittelchemie so groR war, wurde das
nachstliegende Gen upstream zu der a-Amylase mittels Blastn identifiziert. Es handelte sich
dabei um eine ATP-Synthase, welche einen sehr konservierten C-Terminus aufwies. In
diesem Bereich wurde ein Vorwartsprimer abgeleitet sowie ein sequenzspezifischer
Ruckwartsprimer fiir das a-Amylasegen. Mit dieser Kombination konnte das 5 Ende des a-
Mit

Sequenzinformationen konnte die waschaktive a-Amylase des Basidiomyceten Trametes

Amylasegens vollstdndig amplifiziert und sequenziert werden. diesen

hirsuta erfolgreich von cDNA amplifiziert und mittels Sequenzierung verifiziert (ThiAmy)
Die Primer
5 ATGTCAAACTGGGTCAAGCTCGC 3° und zum anderen der Rickwartsprimer

5¢ TCACCGCCAGCTGGACGTGA 3¢. Der codierende Bereich des Gens setzte sich aus

1800 Basen zusammen, welche im Genom durch acht Introns unterbrochen waren. Der

werden. verwendeten waren zum einen der Vorwartsprimer

Vergleich zum Referenzgenom (NCBI) zeigte eine Sequenzidentitat von 63 %. Das
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resultierende Protein wies 599 Aminosauren auf, welche eine berechnete molare Masse von
63,1 kDa entsprachen. Das Enzym trug die Cellulose-Bindedomane CBM20 am C-

Terminus.

>Thi a-Amylase CDS
ATGTCAAACTGGGTCAAGCTCGCCGCACTCGCCGCCCTCGGAGTGTTCTGCACCGCCGCCGTCGACGCCCG
CCCTACTGTCTTTGACGCCGGTGCGGACGCACACTCGCTGCATGCCCGGGCCCCCTCCGGCAGCARGGATG
TCATCATCCAGATGTTTGAGTGGAACTGGGACAGCGTCGCTGCCGAGTGCACTAACTTCATCGGCCCCGCC
GGGTACGGCTTCGTGCAAGTGAGCCCGCCCCAGGAGACCATCCAGGGCGCGCAGTGGTGGACCGACTACCA
GCCGGTGTCGTACACGCTCACTGGGAAGCGGGGCGACCGCTCCCAGTTTGCGAACATGATTACTACGTGCC
ACGCCGCGGGCGTCGGCGTGATCGTTGACACCATCTGGAACCACATGGCGGGCGTCGACTCCGGCACGGGT
ACCGCCGGCTCGTCCTTCACGCACTACAACTACCCCGGCATCTACCAAAACCAGGACTTTCACCACTGCGG
CCTCGAGCCGGGCGATGACATCGTCAACTACGACAACGCGGTTGAGGTCCAGACCTGCGAGCTTGTCAACC
TCGCTGACCTCGCCACCGACACGGAGTATGTGCGCGGTCGCCTTGCCCAGTACGGAAACGACCTGCTCTCG
CTCGGTGCCGATGGCCTGCGTCTTGACGCTTCCAAACACATTCCTGTGGGCGACATCGCGAACATCCTGTC
TCGCCTCAGTCGCTCTGTCTACATCACCCAGGAAGTCATCTTTGGGGCCGGCGAGCCCATCACGCCGAACC
AGTACACCGGGAACGGCGACGTTCAGGAGTTCCGCTACACCTCTGCGCTAAAGGACGCCTTCTTGAGCTCG
GGCATATCCAACCTGCAGGACTTCGAAAACCGTGGATGGGTACCTGGCTCGGGCGCCAACGTGTTCGTCGT
CAACCATGACACCGAGCGGAACGGCGCGTCGCTGAACAACAACTCGCCTTCGAACACCTACGTCACCGCGA
CGATCTTCTCGCTCGCACACCCGTACGGCACGCCCACGATCCTCTCCTCGTATGATGGCTTCACGAACACC
GACGCCGGCGCGCCGAACAACAACGTCGGCACATGCTCGACCAGCGGTGGTGCGAACGGGTGGCTCTGCCA
GCACCGCTGGACCGCGATCGCCGGCATGGTCGGCTTCCGCAACAACGTCGGCAGCGCTGCACTCAACAACT
GGCAGGCCCCGCAGTCGCAGCAGATTGCGTTCGGTCGCGGCGCACTTGGCTTCGTCGCGATCAACAACGCC
GACTCGGCCTGGTCTACGACGTTCACCACTTCCCTCCCCGATGGTTCCTACTGCGATGTCATCAGCGGCAR
GGCCTCCGGCAGTAGCTGCACCGGTTCTTCGTTCACCGTCTCCGGCGGGAAGCTGACCGCCACGGTCCCGG
CGCGTAGCGCCATCGCCGTGCACACCGGTCAGAAAGGTTCTGGTGGTGCCACGCCCACCTCCGCCCCTAGT
ACTACACCAACCAGCGGCACTGTCAGCGTGACCTTCGCTGAGCAGGCGACGACCACCTTCGGCGAGAACAT
CTTCCTCGTCGGCAGTATTTCGCAGCTCGGGAACTGGAACCCGGCCAGCGCGATCGCCCTGTCCTCTGCGG
CGTACCCTACGTGGTCTGTGTCTGTGAACATTCCCGCCGGAACGACCTTCCAGTACAAGTTCATCCGCAAG
GAGACGGACGGTAGCGTCGTCTGGGAGTCGGACCCCAACCGCCAGGCTACCGCGCCCGCGTCCGGTACCAC
CACGCTCACGTCCAGCTGGCGGTGA

>Thi a-amylase Proteinsequenz
MSNWVKLAALAALGVFCTAAVDARPTVFDAGADAHSLHARAPSGSKDVIIQMFEWNWDSVAAECTNFIGPA
GYGFVQVSPPQETIQGAQWWTDYQPVSYTLTGKRGDRSQFANMITTCHAAGVGVIVDT IWNHMAGVDSGTG
TAGSSFTHYNYPGIYQNQDFHHCGLEPGDDIVNYDNAVEVQTCELVNLADLATDTEYVRGRLAQYGNDLLS
LGADGLRLDASKHIPVGDIANILSRLSRSVYITQEVIFGAGEPITPNQYTGNGDVQEFRYTSALKDAFLSS
GISNLQDFENRGWVPGSGANVEVVNHDTERNGASLNNNSPSNTYVTATIFSLAHPYGTPTILSSYDGFTNT
DAGAPNNNVGTCSTSGGANGWLCQHRWTATAGMVGFRNNVGSAALNNWQAPQSQQIAFGRGALGFVAINNA
DSAWSTTFTTSLPDGSYCDVISGKASGSSCTGSSFTVSGGKLTATVPARSATAVHTGQKGSGGATPTSAPS
TTPTSGTVSVTFAEQATTTFGENIFLVGSISQLGNWNPASATALSSAAYPTWSVSVNIPAGTTFQYKFIRK
ETDGSVVWESDPNRQATAPASGTTTLTSSWR*

2.3 Vergleich der waschaktiven a-Amylasen

In Tabelle 2.5 sind alle identifizierten waschaktiven a-Amylasen aufgelistet. FfoAmy,
FpiAmy, RsoAmy und ThiAmy wiesen die Bindedomane CBM20 auf. Die jeweiligen
Signalpeptide hatten eine Lange von 17 bis 23 Aminosduren. Die berechneten molaren
Massen erstreckten sich von 51 kDa fur a-Amylasen ohne die CBM20 bis hin zu 64,4 kDa.
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Tabelle 2.5 Zusammenfassung der identifizierten a-Amylasen. Aufgefihrt sind deren
Aminosaureanzahl, berechneter molare Masse, die L&nge des Signalpeptides, das
Vorhandensein der CBM20 sowie deren experimentell bestimmter pl.

a-Amylase AS Molare Masse Signalpeptid CBM20 pl
FfoAmy 589 62,0 kDa 22 AS Ja 42-45
FpiAmy 593 64,4 kDa 17 AS Ja 4,5
llaAmy 480 51,0 kDa 19 AS Nein 4,2-35
PsanAmy 530 57,0 kDa 17 AS Nein 4,5
RsoAmy 536 56,4 kDa 23 AS Ja 3,5
ThiAmy 599  63,1kDa 23 AS Ja 3,5

Zur Lokalisierung konservierter Bereiche wurde ein Alignment den identifizierten «-
Amylasen durchgefihrt (Abbildung 2.11).

IlaAmy
RsoAmy
ThiAmy
FfoAmy
FpiAmy
PsanAmy

IlaAmy
RsoAmy
ThiAmy
FfoAmy
FpiAmy
PsanAmy

IlaAmy
RsoAmy
ThiAmy
FfoAmy
FpiAmy
PsanAmy

IlaAmy
RsoAmy
ThiAmy
FfoAmy
FpiAmy
PsanAmy

IlaAmy
RsoAmy
ThiAmy
FfoAmy

-—-MVKL-—-———- TLPFVLAAVSSMA-————-- AGIVIPENSALETRSTGQSKAVIVQOMFE
————————————————————————————————————————————————————————— MFE
MSNWVKLAALAALGVFCTAAVDARPT--—---- VFDAGADAHSLHARAPSGSKDVIIQMFE
MSPWSKLVGLTSLGALEFSAAG-—--AA--—-——-— PFLRSTDGHSLAARAPSTNKTVIVQIFE

—--MW-GSLLAASALV--ASALAATTAEWQQORSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTGDRVYCG
—--ML-RLTLLASLLA--ASAFAASPDOWRNRSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTSQRQYCG

WTWDSTIASECTNFLGPAGYGYVQTSPPQEHVTGNQ--—————— WWTDYQPVSYTLTSKRG
WSWDSTAAECTSFIGPAGYGYVQVSPPAEHITGSQ-—-—————— WWTDYQPVSYILTSKRG
WNWDSVAAECTNFIGPAGYGEFVQVSPPQETIQGAQ-—-—————— WWTDYQPVSYTLTGKRG
WSWDSVATECTNFIGPAGYGFVQVSPPAEHIQGSQ———-———-—-— WWTDYQPVSYTLTSKRG

GSWQGVINK-LDYIQYMGEDAIWISPVVKNLEGSTGDGYSYHGYWAVDQ---NSVNEHFG
GTWQGIVKK-LDYIQNMGFDAIWISPIVANLEGNTSYGEAYHGYWTQONI---NALNSHFG

* . . . * . . * * . * o« k. . . *

NRSQFANMISTCHKAGVKVIADTIFNHMTGSDSGTGVAGSSYTHYNYPGIYQONQDFHHCG
SRSQFONMITTCKAAGVGVIADTLLNHMAGIDSGTGVAGSSEFTHYNYPGIYQTQDFHHCG
DRSQFANMITTCHAAGVGVIVDTIWNHMAGVDSGTGTAGSSFTHYNYPGIYQONQDFHHCG
NRDQFANMINTCHAAGVGVIVDTIWNHMAGVESGTGVAGSSFTHYNYPGIYQTQDFHHCG

TADDLNALSSALHARGMYLMVDVVVNHMAANTLPPDY--STFTPFS————— SESDFHT--
SADDLKALSDALHKRGMYLMVDVVVNHMAGTADPPNF--SAFQPFS———--- SQSNYHS--
HIH : Frori kL xRk . * i H LoLx
LEPNDDIVNYDNAVEVQTCQLE----GLADLATDTEYVRSRLAQYGNDL-LSLGVDGLRL
LESGDDIVNYSNRVEVQTCELV----NLADLATDTEYVRARLATYVNDL-LSLGVVGLRL
LEPGDDIVNYDNAVEVQTCELV----NLADLATDTEYVRGRLAQYGNDL-LSLGADGLRL
LTSGDDIVDYSSRAQVQTCELV----NLADLATDTEYVRSRLAAYGNDL-LSLGADGFRL

---FCWITDYDNQTNVEQCWLGDSSVPLADCDTEADNVIDFFYNWIGELRANY TVDGFRI
---ECFISNYDNQTEVEQCWLGDKNVPLVDLDTEDTNIVSAMNTWVSTLASNFSVDGLRI

*ox,, o Lixr xOX L : : * . .o xix:
DASKHIAVTDLTNITSRLNGSPYLTQEVIYGEGEPITPNQYVGIGDVQEFRYTTALKNAF
DAAKHIPAGDIANILGRLSSAPYVTQEVIYGSGEPIQPSEYTGNGDVQEFRYTSALQSAF
DASKHIPVGDIANILSRLSRSVYITQEVIFGAGEPITPNQYTGNGDVQEFRYTSALKDAF
DAAKHIATGDIANILSRLNSTPYISQEVIYGAGEPVTPSEYTGNGDVQEFRYTSAIKDAF
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FpiAmy DTLKHVRQTFWPDFQ--TNAGVYAVGEVEFDGDVNYVSPYTEVID-GVLDYPTYYQLTSAF
PsanAmy DTVKHVRKDFWPDFA--KASGVFTIGEVLHNETDYVSAYTEVID-SVLDYPTWFPLVAAF
ko Kk - *rRoo. - LKoo A
IlaAmy LN--GAINGLQSEFDNLGW----VSGDKANVEVTNHDTERNGAALTNSSPSNTYVLATIFS
RsoAmy Q0S--GGISSLNDLDSRGW----VSSSNANVFVSNHDTERGGSSLNYKS-GSTYTLAHIFM
ThiAmy LS--SGISNLODFENRGW----VPGSGANVFVVNHDTERNGASLNNNSPSNTYVTATIFS
FfoAmy LN--GDISSLQSFDNRGW----VAGSGANVEFVVNHDTERNGDSLNNNSPSNTYVTATIFS
FpiAmy ESTSGSIQONLVDVIQSAQSTYSTMLFQVATFLENQDNPRFQSLTTDQGL-——-———~— VKNA
PsanAmy QTTGGNLSALSATVQQAQSAYKNGEFMTGSFLENHDQPRFQOSLTQODDAL——————— IRNA
. * ke ke Kk *
IlaAmy LAHPYGTVTVLSSYSGFDTNSDAGA-PNGGTGT-CSGTGGSNGWFCOQHRW——————— IA-
RsoAmy LAYPYGTPTVLSSYT-FS-DNDAGS-PSSGAGS-CSGSGGANGWQCQHRW——————— TA-
ThiAmy LAHPYGTPTILSSYDGFT-NTDAGA-PNNNVGT-CSTSGGANGWLCQHRW-——————— TA-
FfoAmy LAHPYGTPTILSSYSGFT-NTDAGA-PNGGAGT-CSGSGGSNGWLCOQHRW——————— TA-
FpiAmy MAWPFIADGIPILYYGQOEQGYTGGNDPDNREALWLSGY-EENKPLVQHARILNAARKAAT
PsanAmy MTWPFVQDGVPIMYYGQOEQSYGGGPDPANREALWLSGY-VEDKPLVKHVQAMNGARKAAT
.. *: . * . _* * . . * : :* *
IlaAmy = —————————————— oo FOGMTAFRNTVGSAAIANWQTGONSQIAFDRGTAG
RsoAmy =  —————————————— == IAGMVKWRNGVT-GSVNNWVTGTNQQIAFGRGSTG
ThiAmy =  ————————————————————————= IAGMVGFRNNVGSAALNNWQAPQSQQIAFGRGALG
FfoAmy = = —=——————————————————————— FAGMVGFRNNVGNAALTNWQSPQGRQIAFGRGALG
FpiAmy AASSSFLSTAVTFPSVGSN-TLAASKYPLLSLLTNVGASGMPVWDVSSGTGYD---—-——-
PsanAmy SANSNYLTTAVKFLSSGSESTLAVSKPPMLALLTNGGSSSNPSWSVPS-AGEFS-—--—-—--—
. *
IlaAmy FVAINNADSQWDATWKTGLPDGVYCNVISGVES-SGSCSGGTVTVKNGGQIPYNLSSRNA
RsoAmy FVVINNADSAWTRTFTTPLAANSYCDIISGAAGTSGTCTGASYT-ISGGTFTATVPARSA
ThiAmy FVAINNADSAWSTTFTTSLPDGSYCDVISGKA-SGSSCTGSSEFT-VSGGKLTATVPARSA
FfoAmy FVAINNDDSAWSTTFTTQLPDGSYCDVVSGAS—-SGGNCSGTSIT-VSGGSFSATVPARSA
FpiAmy = —————————————= EGTELIDALTCTTYTAGSS----— GSVSVTG-SSGDPVILLPTSAY
PsanAimy . --———————————-— ANEELVDVLTCSKLNADSN-—---- GGVSVQG-SAGSPQVLMPVSSL
* * . * .
IlaAmy VAIHTNAKLS*—————————— === mm
RsoAmy IALFTGAIGSGSS-——--————- NSGSVSISFSVYAETTFGDNIFVSGSISQLGTWAPGS
ThiAmy TIAVHTGQKGSGGATPTSAPSTTPTSGTVSVTFAEQATTTFGENIFLVGSTISQLGNWNPAS
FfoAmy VAIHTGAKGSSNNGGG--—-—-—--- GGDNVTVNEFSVTATTTFGENIFLVGSISQLGSWNAAN
FpiAmy N--A--SYCSELTG----TDSTGSSDTVSVTFEVEYNTTYGENLYLTGSVSELVDWSVDD
PsanAmy S—--KSGNVCSSLAT----GGQASSARG---WFGGA-———— VESLPLI-AAFLLAGWAAQS
*
TlaAmy = @ mm oo
RsoAmy SIAMSSASYPTWTATVTILPAGTAFSYKYLRKTSSGTVVWESDPNRSATASSSGTLTLSDT
ThiAmy AIALSSAAYPTWSVSVNIPAGTTFQYKFIRKETDGSVVWESDPNRQATAPASGTTTLTSS
FfoAmy ATIALSSASYPTWTVSVSIPASTTFEYKFIRKETDGSIVWESDPNRSATTPSAGTQONLSSS
FpiAmy ALLMSSADYPTWSLTVDLPPSTAIQYKYLTKY-NGDVTWEDDPNNELTTPASGSVTQSDS
PsanAmy SLIIV* —————m——m———
IlaAmy -——=
RsoAmy WR*
ThiAmy WR*
FfoAmy WR*
FpiAmy WH*
PsanAmy —-——-

Abbildung 2.11 Alignment der sechs a-Amylasen aus Rso, Fpi, Thi, lla, Ffo und Ila, welches mit
Clustal Omega (European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK) durchgefiihrt wurde.
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Aus dem Alignment geht hervor, dass sich die meisten Sequenzunterschiede im Bereich des
N- und des C-Terminus befinden. Liicken innerhalb der Sequenzen treten entweder nur bei
Fpi und Psan auf oder geschlossen bei Rso, Thi, lla und Ffo. Die prozentuale Anzahl an
identischen Aminoséuren zwischen den einzelnen a-Amylasen ist in Tabelle 2.6 dargestellt.
Die Amylasen von Fpi und Psan unterscheiden sich von den anderen vier a-Amylasen am
meisten und weisen untereinander verglichen dazu mehr identische Aminosauren auf. Die o-
Amylasen von Thi und Ffo zeigen die hdchste Anzahl identischer Aminoséuren und
unterscheiden sich im Vergleich zur RsoAmy in etwa der gleichen GrdRenordnung. Die
llaAmy zeigt zu Psan und Fpi die meisten Sequenzunterschiede und im Vergleich zu den

restlichen dreien ldentitaten im Bereich von 65,8 % bis ca. 69 %.

Tabelle 2.6 Darstellung der prozentual identischen Aminosduren der einzelnen a-Amylasen
untereinander in Form einer Matrix.

Prozentualer Anteil der jeweils identischen Aminosauren

a-Amylase IlaAmy RsoAmy  ThiAmy FfoAmy FpiAmy PsanAmy

llaAmy 100

RsoAmy 65,8 100

ThiAmy 68,9 71,8 100

FfoAmy 68,8 70,5 78,3 100

FpiAmy 21,2 27,5 27,7 27,9 100

PsanAmy 21,1 21,8 21,7 22,0 56,9 100

Zur Visualisierung der Sequenzgemeinsamkeiten wurde ein phylogenetischer Baum in Form
eines Phenogramms erstellt (Abbildung 2.12). Bei dieser Abbildung zeigt sich, dass sich die
Amylasen von Fpi und Psan von den restlichen a-Amylasen am meisten unterscheiden. Die
vier Enzyme von Rso, Ffo, Thi und lla bilden einen eigenen Abschnitt. Die a-Amylasen von
Thi und Ffo sind sich am &hnlichsten und bilden einen gemeinsamen Ast. An diese beiden
schliel3t sich die IlaAmy an. Den groRten Sequenzunterschied innerhalb dieser Gruppe weist
die RsoAmy auf. Bei diesem Vergleich ist das Vorhandensein der CBM20 unerheblich, da
sowohl Psan als auch Ila diese Doméne nicht aufweisen, jedoch in unterschiedlichen Asten

zu finden sind.
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RsoAmy

FfoAmy
ThiAmy

llaAmy

PsanAmy
FpiAmy

Abbildung 2.12 Basierend auf dem Alignment (Abbildung 2.7) erstellter phylogenetischer

Baum (Drawgram Version 3.696, www.phylogeny.fr).

2.4 Heterologe Expression der a-Amylase-Gene

Die a-Amylase-Gene von R. solani, F. pinicola und P. sanguineus sollten heterolog im

Expressionsorganismus K. phaffii erfolgen. Fir jedes Konstrukt wurden 94 Transformanten

auf Aktivitat getestet (5.2.3). Die jeweiligen Gene wurden klassisch kloniert, entweder in das

pHIL-S1-Vekorsystem oder den pPIC9k Vektor. Die linearisierten Plasmide wurden
entweder in K. phaffii GS115 (Tabelle 2.7) oder K. phaffii SM1168 (Tabelle 2.8) eingebracht.

Tabelle 2.7 Expressionskonstrukte fir die heterologe Produktion in K. phaffii GS115.

Eingebrachte Sequenzen sind mit einem X markiert.

Gen Signalsequenz Spacer N-terminaler  Native
His-tag Signalsequenz
FpiAmy a-Faktor - - X
a-Faktor - - -
PsanAmy a-Faktor - - X
a-Faktor - - -
RsoAmy a-Faktor - - X
a-Faktor - - -
RsoAmy - - - X
Codon optimiert
a-Faktor - - X
a-Faktor - - -
a-Faktor - X X
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a-Faktor -
a-Faktor X
a-Faktor X
a-Faktor X
PHO1 -
PHO1 -

X X X
X

Inulinase -

X X X X

Inulinase -

Tabelle 2.8 Expressionskonstrukte fiir die heterologe Produktion in K. phaffii SMD1168.
Eingebrachte Sequenzen sind mit einem X markiert.

Gen Signalsequenz Spacer N-terminaler  Native
His-tag Signalsequenz
RsoAmy - - - X
Codon optimiert
a-Faktor - - X
a-Faktor - - -
a-Faktor - X X
a-Faktor - X -

Keines der verwendeten Expressionskonstrukte (Tabelle 2.7 und Tabelle 2.8) fiihrte zur
Produktion einer aktiven heterologen a-Amylase in K. phaffii. Des Weiteren wurde zum Ende
der Kultivierung ein Zellaufschluss durchgefiihrt. Es konnte ebenfalls keine intrazellulare a-

Amylase-Aktivitét in einem der Konstrukte festgestellt werden.

Um einen systematischen Fehler auszuschlie3en, wurde ein Fusionsprotein aus einer bereits
erfolgreich heterolog produzierten Laccase aus Pleurotus pulmonarius mit der Codon
optimierten RsoAmy-Sequenz kloniert. Als Linker fur beide Enzyme wurde der 3 x GGGGS
Linker (Elleuche, 2015) verwendet. Es konnte bereits 24 h nach der ersten Methanolinduktion
eine extrazelluldre Laccase-Aktivitat festgestellt werden. Diese erhdhte sich bis zum letzten
Kultivierungstag nach 96 h auf 12,5 U L. Es konnte zu keiner Zeit eine a-Amylase-
Aktivitat, weder extra- noch intrazellulér, detektiert werden. Eine Analyse des gereinigten
heterologen Fusionsproteins mittels semi-nativer SDS-PAGE zeigte eine Bande unterhalb

der erwarteten 40 kDa unter semi-nativen Bedingungen (Abbildung 2.13).
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250 kD
250kDa 150 k[)g
150 kDa 100 kDa
100 kDa 75 kDa
75 kDa
50 kDa
50 kDa <
37 kDa
37 kDa
25 kDa
25 kDa 20 kDa
20 kDa

Abbildung 2.13 Coomassie gefarbte semi-native SDS-Page des His-tag gereinigten
Fusionsproteins bestehend aus Laccase und a-Amylase (links) sowie semi-native PAGE
derselben Probe mit ABTS-Aktivitatsfarbung (rechts). Pfeil zeigt die erwartete ABTS gefarbte
Laccase-Bande. Elektrophoretische Trennung erfolgte bei 10 mA und 4 °C fur 3 h.

Fur die heterologe Produktion einer a-Amylase in K. phaffii GS115 oder K. phaffii SMD1168
wurden 20 verschiedene Expressionskonstrukte erstellt und insgesamt tber 2300

Transformanten auf Enzymaktivitaten untersucht.

Dasich der Expressionswirt K. phaffii fur die heterologe Produktion der a-Amylasen als nicht
geeignet erwies, sollte mit A. oryzae ein neuer Expressionswirt getestet werden. Da dieser
fur eine hohe wirtseigene Amylase-Produktion bekannt ist und dadurch die Selektion sowie
die Bestimmung der Aktivitat der Transformanten erschwert ist, sollte der Stamm mutiert
werden. Ziel war es, mit der CRISPR-Technik die wirtseigenen a-Amylasen zu deletieren,

sodass keine Produktion dieser stattfindet.

Die Transformation wurde wie in 5.2.4.2 beschrieben durchgefiihrt. Nach der Selektion mit
HygromycinB wurden die Transformanten drei Mal auf CDZ-Platten (ibersetzt. Waren diese
zu ca. 75 % bewachsen, wurde Mycel fur die DNA-Isolierung entnommen. Nach der
anschliefenden PCR (5.2.4.3) erfolgte die Sequenzierung der Genomabschnitte. Dabei
wurden insgesamt 15 Transformanten partiell sequenziert. Bei keiner der Transformanten
kam es zu einer CRISPR-vermittelten Mutation. Aufgrund einer fehlenden zweiten
Selektionsmoglichkeit wurden keine weiteren Transformanten im besagten Genomabschnitt

sequenziert.
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3. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten neuartige a-Amylasen aus Basidiomycota identifiziert
werden, welche sich fir einen Einsatz in Waschmitteln eignen. Dazu wurden Stdmme aus
der Basidiomyceten-Sammlung des Instituts fiir Lebensmittelchemie (Hannover) in
starkehaltigem Medium  kultiviert. Die Analyse der Kulturiiberstinde mittels
Aktivitatsassays und Applikationsstudien sollte Aufschluss dartiber geben, ob geeignete a-
Amylasen sekretiert wurden. Es folgte eine Teilreinigung der vielversprechendsten
Kulturiiberstdande mit einer anschlieBenden Identifizierung der a-Amylasen und deren
korrespondierender Gensequenzen. AbschlielRend sollten die identifizierten Gene in einem
geeigneten Wirtsorganismus Uber exprimiert und die daraus resultierenden Enzyme

charakterisiert werden.
3.1 Screening

In dieser Arbeit wurden acht von 51 getesteten Basidiomycota identifiziert, welche eine
Verbesserung der Waschleistung bei 40 °C und einer Stunde Waschzeit bei
Starkeanschmutzen herbeifiihrten. Es stellte sich heraus, dass diese auf die Prdsenz von a-
Amylasen zurilickzufuhren war (Abbildung 2.5). Dabei zeigte sich, dass die teilgereinigten
Kulturiiberstdande von T. hirsuta und R. solani die besten Waschleistungen aufwiesen
(Abbildung 2.7). Im Allgemeinen wiesen die verschiedenen Pilze die hochste a-Amylasen-
Aktivitdt im Zeitraum von 48 h bis 158 h nach dem Kultivierungsbeginn auf. Die
Schwankungen fur den Zeitpunkt der hochsten o-Amylase-Aktivitdt sind darauf
zurlickzufuhren, dass die Aktivitatslevel der verschiedenen Pilze signifikant voneinander
abweichen kénnen (Arana-Cuenca et al., 2004). Fir die untersuchten Basidiomycota gab es
zum Zeitpunkt dieser Arbeit keine Patente oder Verdffentlichungen mit dem Fokus auf eine
Anwendung oder ein Potential von Amylasen in Waschmittelformulierungen. In der Literatur
wurde mittlerweile der R. solani-Stamm AG-4 als Amylase-Produzent mit einem Potential
fur Waschmittelanwendungen beschrieben (Uzun et al., 2017), die identifizierte a-Amylase
des LCI-Stammes R. solani-AG-3 ist jedoch bereits durch eine Patentanmeldung der Henkel
AG geschitzt (Mussmann et al., 2017). Des Weiteren wurden amylolytische Aktivitaten und
deren Einfluss auf Wachstumsraten fir T. hirsuta und P. sanguineus beschrieben (Bolhassan,
2013) ebenso wie die Sekretion von a-Amylasen fir F. fomentarius (Krupodorova et al.,
2014). Vier von acht waschaktiven a-Amylasen stammen von Vertretern aus der Familie der

Polyporaceae und wiederum sechs der acht Basidiomycota stammen aus der Ordnung der



Diskussion 38

Polyporales. Allein den Polyporaceae gehéren mehr als 1800 Arten an und bieten damit ein
enormes Potential fiir weitere Screenings (Kirk et al., 2002). Ebenso ist diese Familie der
Basidiomycota als ein Favorit fir Kandidaten in Bezug auf industrielle Anwendungen
beschrieben (Binder et al., 2013). Es wurden vielfach erfolgreiche Screenings fir Enzyme
der Polyporales durchgefiihrt, darunter sind unter anderem Ligninperoxidasen (Pelaez et al.,
1995), Laccasen (Arana-Cuenca et al., 2004), Pectinasen (Xavier-Santos et al., 2004) sowie
Cellulasen und Xylanasen (Guillén et al., 2011) zu finden. Das Potential flir waschaktive
Enzyme aus der Ordnung der Polyporales wurde am Bespiel zweier Peroxidasen aus
Bjerkandera adusta gezeigt (Linke et al., 2015). Dies begriindet nochmals die
Notwendigkeit, dass alle im Institut fur Lebensmittelchemie vorhandenen Basidiomycota der
Familie der Polyporaceae in dieser Arbeit untersucht wurden. Dass eine a-Amylase von
einem Vertreter der Gattung Pleurotus stammt, ist wenig Uberraschend, da Enzyme dieser
Gattung oftmals ihr Potential in industriellen Applikationen unter Beweis gestellt haben
(Struch et al., 2016). Auch die mdgliche Anwendung in der Detergenzindustrie ist sowohl
flr eine Laccase (Behrens et al., 2017) als auch fir eine Peptidase (Leonhardt et al., 2016)

aus Pleuroten beschrieben worden.
3.2 Molekularbiologische Identifizierung waschaktiver Amylasen

Basierend auf dem sauren isoelektischen Punkten der a-Amylasen (Tabelle 2.5) konnten
diese mittels einer Anionen-Austausch-Chromatographie teilgereinigt werden (SDS-PAGE)
(Freer, 1993). Nach der Analyse der Proteinbanden mittels LC-MS/MS konnten sechs a-
Amylasen auf Proteinebene identifiziert werden. Im Anschluss wurden die
korrespondierenden Gensequenzen erfolgreich amplifiziert (2.2). Fur die Identifizierung der
verbleibenden Amylasen aus P. sajor-caju und L. strygosus sollte eine mindestens
zweistufige Reinigung erfolgen, um die Enzyme von Interesse weiter zu isolieren und zu
konzentrieren. Eine Féllung der Proteine mittels Ammoniumsulfat mit einer anschlielenden
HIC-FPLC kann sehr gute Trennergebnisse liefern (Pandey et al., 2000). Im Falle von
P. sanguineus konnte eine feinere Abstufung des Elutionsgradienten zu einer besseren
Trennung der Proteine flhren, besonders wenn man beachtet, dass die Starke abbauende
Aktivitat im Vergleich zu allen anderen Kandidaten erst bei 20 % Natriumchlorid eluierte.

Nach der Separierung der teilgereinigten Kulturiiberstande mittels SDS-PAGE wurden die
Proteinbanden von 50 bis 120 kDa ausgeschnitten und es erfolgte eine Analyse der Proteine

mithilfe der Massenspektrometrie. Es wurden dabei in sechs der acht teilgereinigten
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Kulturiiberstande a-Amylasen detektiert. Zusatzlich wurde in jedem Kulturiberstand eine
Glucoamylase detektiert, was die Freisetzung von Glucose wéhrend der Starkehydrolyse
erklart (Abbildung 2.5). Zum einen steigt die Produktion von Glucoamylasen mit der
Freisetzung von Maltose an (Mgller & Svensson, 2016), welche durch die a-Amylase aus
Starke freigesetzt wird. Zum anderen weisen Glucoamylasen eine ahnliche molare Masse
verglichen mit o-Amylasen auf (Pandey, 1995; Norouzian et al.,, 2006). Um
Glycosidierungen und deren Einfluss auf die Massenspektrometrie auszuschlie3en, wurden
alle Proben deglycosidiert. Es ist allerdings mdglich, dass nicht alle Proteine deglycosidiert
wurden. Dies konnte die ausbleibenden Nachweise fir a-Amylasen in den Proben von
P.sajor-caju und L. strygosus erklaren. Die Nachweisgrenze bei der Gelfarbung mit
Coomassie kann bei glycosidierten Proteinen nach oben verschoben werden (Osset et al.,
1989). Aus diesem Grund wurden die Proben zusétzlich silbergefarbt (Mgller & Poulsen,
2002) und auch die nicht Coomassie gefarbten Gelbereiche in der GrélRenordnung von 50 —
80 kDa mittels Massenspektrometrie analysiert. Ein Einfluss der mdglichen
Glycosidierungen auf die Massenspektrometrie durch das Auftreten von Artefakten ist

allerdings nicht ausgeschlossen (Lottspeich & Engels, 2012).

Die Auswertung der Massenspektrometrie-Daten und die erhaltenen Proteintreffer erlautern
jedoch nicht das Phanomen, dass in der Zymografie Starke abbauende Enzyme bei 100 —
250 kDa sowie im Bereich 50 — 75 kDa detektiert wurden. Eine gewisse Schwankung erklart
sich dadurch, dass die Proben fiur die Zymografie nicht deglycosidiert wurden und somit
hohere molare Massen zu erwarten sind. Des Weiteren trennen sich bei der Zymografie die
Proteine nicht nur nach der Gréf3e, sondern auch nach ihrer Konformation und Ladung auf.
Das Auftreten von zwei Starke abbauenden Fraktionen in der Zymografie (Abbildung 2.3)
konnte auf eine mogliche Dimerisierung Starke abbauender Enzyme in Gegenwart ihres
Substrates zuriickzufiihren sein (Mehta & Satyanarayana, 2013; Hameed et al., 2017). Eine
Analyse mittels Massenspektrometrie konnte aufgrund der einpolymerisierten Starke nicht
durchgefuhrt werden. Es bleibt daher Spekulation, warum sich zwei Stirke abbauende
Fraktionen in der Zymografie zeigten. Zum einen ist es moglich, dass die Inkubation Gber
vier Stunden ausreichend war, dass auch die identifizierten Glucoamylasen viel Starke
abbauten und diese somit nicht mehr mit der Lugol’schen Losung angefarbt wurde. Zum
anderen ist es denkbar, dass die Starke abbauenden Enzyme wéhrend der Auftrennung
unterschiedlich stark mit der Stérke wechselwirkten und sich dadurch eine Trennung ergab.

Des Weiteren sind synergistische Effekte zwischen den a-Amylasen und den Glucoamylasen
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nicht auszuschlieen. Wahrend der elektrophoretischen Trennung kann das Substrat durch
die a-Amylasen teilweise abgebaut worden sein. Dies wirde die leichte Aufhellung im
Bereich der Laufbahnen erklé&ren. Eine Trennung von Glucoamylasen und a-Amylasen ist
aufgrund der sehr &hnlichen isoelektrischen Punkte als auch der in etwa gleich grolRen

molaren Massen schwierig.

Auf Grundlage der Ergebnisse der Massenspektrometrie konnten die verschiedenen de novo
sequenzierten Peptide in sechs Féllen passenden a-Amylasen zugeordnet werden. Mittels
Genominformationen wurden die korrespondierenden Gene von cDNA amplifiziert und mit
Sangersequenzierungen verifiziert. Dabei traten Unterschiede zwischen den Genomdaten
und den Sequenzierungsergebnissen von 1 % bis 37 % auf. Die hohe genetische Vielfalt ist
zum einen auf den Lebenszyklus der Basidiomycota zuruckzufuhren (Wallen & Perlin,
2018), zum anderen hat aber auch der Fundort der einzelnen Pilze einen Einfluss auf die
genetische Diversitdt. So wurden genetische Unterschiede fiir den Basidiomyceten
Schizophyllum commune gezeigt, bei denen jeweils zwolIf Pilzisolate aus den USA und zwolf
weitere aus Europa stammten (Baranova et al., 2015). Der Basidiomycet R. solani weist
ebenfalls eine hohe genetische Varianz auf. Zum einen unterteilt sich diese Art in acht
verschiedene Stdmme, wobei nicht alle Stdmme miteinander kompatibel sind (Fiers et al.,
2011). Dies wiederum eroffnet die Diskussion, ob es sich bei den R. solani Stammen
Uberhaupt um eine gemeinsame Art handelt. Die natlirliche Mutationsrate wurde ebenfalls
untersucht, die die Sequenzabweichungen zwischen Genomdaten und den erhaltenen
Sequenzierungsergebnissen erklart (Clark & Anderson, 2004). Es konnte zudem festgestellt
werden, dass die Populationen mit einer hoheren genetischen Varianz und der dikaryotischen
Lebensweise die gréRere Fitness aufwiesen (Clark & Anderson, 2004). Speziell a-Amylasen,
die nicht essentiell fur den Metabolismus, aber vorteilhaft fir das Uberleben sind, weisen oft
mehrere Kopien in einem Genom auf (Chen et al., 2012). Dies hat zur Folge, dass sich
Mutationen nur dann durchsetzen, wenn die daraus resultierenden Unterschiede des Proteins
sich positiv auf Parameter wie Stabilitat oder pH-Optimum auswirken (Erjavec et al., 2012).
Auch wenn a-Amylasen konservierte Bereiche aufweisen, so liegt die Sequenzidentitat bei
den restlichen Aminosduren nur bei 10 % (Janecek, 1994). Selbst hochkonservierte Bereiche
wie die ITS — Genomabschnitte weisen eine Variation bis zu 17,3 % auf (Nilsson et al.,
2008).

Der Vergleich der sechs identifizierten a-Amylasen zeigt, dass vier Enzyme (RsoAmy,
ThiAmy, FfoAmy, FpiAmy) eine CBM20 aufweisen (Tabelle 2.5). Die natirliche
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Auftrittswahrscheinlichkeit liegt jedoch bei 10 % (Machovic & Janecek, 2006). Dies lasst
vermuten, dass es einen positiven Einfluss dieser Doméne auf den Starkeabbau auf Stoffen
geben kann. Zudem sind die identifizierten CBMs sehr konserviert (Abbildung 3.1). Diese
Akkumulation nach einem Screening von tber 50 Basidiomycota l&sst den Rickschluss auf
eine verbesserte Bindung an die Starkeverschmutzung zu. Es wurde gezeigt, dass Enzyme
mit dieser Domane Stérkekorner abbauen kdnnen (Jia et al., 2017). Die Zuganglichkeit von
Enzym und Anschmutzung ist entscheidend fiir die Verbesserung des Waschprozesses. Um
die Aktivitdt von Enzymen zu verbessern, wurde diese Doméne bereits erfolgreich an
amylolytische Enzyme ohne eine CBM-Domane fusioniert (Walker et al., 2015). Die Fusion
der CBM20 mit einer Glycosyltransferase zeigte signifikante Verbesserungen der
katalytischen Effizienz. Neben der Erhdhung der spezifischen Aktivitat, konnte ebenso die
Bindung an Starkekorner verbessert werden (Jia et al., 2017). Daruiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass bei der heterologen Produktion einen Enzyms mit CBM21 eine kostengiinstige
Reinigung fir technische Enzyme mdglich ist (Lin et al., 2009).

FpiAmy VSVTFEVEYNTTYGENLYLTGSVSELVDWSVDDALLMSSADYPTWSLTVDLPPSTAIQYK 60
RsoAmy VSISFSVYAETTFGDNIFVSGSISQLGTWAPGSSIAMSSASYPTWTATVTLPAGTAFSYK 60
FfoAmy VIVNEFSVTATTTEFGENIFLVGSISQLGSWNAANATIALSSASYPTWTVSVSIPASTTFEYK 60
ThiAmy VSVTFAEQATTTFGENIFLVGSISQLGNWNPASATIALSSAAYPTWSVSVNIPAGTTEFQYK 60
*::.* **:*:*::: **:*:* * I :*** ****: :* :* .*::.**
FpiAmy YLTKY-NGDVTWEDDPNNELTTPASGSVTQSDSWH 94
RsoAmy YLRKTSSGTVVWESDPNRSATASSSGTLTLSDTWR 95
FfoAmy FIRKETDGSIVWESDPNRSATTPSAGTONLSSSWR 95
ThiAmy FIRKETDGSVVWESDPNRQATAPASGTTTLTSSWR 95

. * * . **x kK x * . o ok . . ok .

Abbildung 3.1 Sequenzalignment der vier identifizierten CBM20 ohne deren Schleifenstruktur
zwischen der Domane C und der eigentlichen CBM20.

Die Vorhersage von 3D-Modellen ist fur die Verbesserung von Stabilitat, Aktivitat und
Spezifitat essentiell (Berman et al., 2000). Fir die Voraussage von Proteinstrukturen muss
mindestens eine Sequenzidentitdt von 25 % vorliegen (Dolan et al., 2012). Diese
Sequenzidentitdten weisen alle sechs identifizierten a-Amylasen auf (Tabelle 2.6), sodass
deren 3D-Strukturen miteinander verglichen werden kénnen. Fir die Vorhersage wurde die
Plattform I-TASSER verwendet (Roy et al., 2010). Da RsoAmy und PsanAmy zueinander
die groBten Sequenzunterschiede aufweisen, wurden deren Strukturen miteinander
verglichen (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2 Uberlagerung der 3D-Modelle von Psan (blau) und Rso (gold). Die Pfeile zeigen
strukturelle Unterschiede der PsanAmy zur RsoAmy. Diese nach aufien ragenden Strukturen
zeigt die RsoAmy nicht. Zudem weist die RsoAmy die CBM20 auf.

Die Uberlagerung der 3D-Modelle von Rso und Psan, welche sich sowohl in dem
Vorhandensein der CBM20 als auch in 78 % der Aminoséauren unterscheiden, zeigt, dass die
Struktur der a-Amylasen dennoch sehr konserviert ist (Abbildung 3.2). Die typischen
Doménen A, B und C sind deutlich zu erkennen und tiberlagern sich sehr stark.

Fur eine Erfindungsmeldung mussen Amylasen 70 % Sequenzidentitat zu der Amylase
AA560 aufweisen (Svendsen et al., 2010; Mussmann et al., 2017). Fir einen Vergleich der
ThiAmy und RsoAmy mit einer bereits patentierten a-Amylase mit Bezug zur
Detergenzapplikation wurden sowohl ThiAmy (blau) als auch RsoAmy (gold) an eine a-
Amylase (rosa) aus dem Patent EP2264160 (Sequenz 11, Svendsen et al., 2010) mittels
UCSF Chimera 1.11.2 verglichen (Abbildung 3.3). Die Referenzamylase (rosa) stammt aus
Bacillus sp. und weist keine Starke bindende Domaéne auf (Sequenz 11, Svendsen et al.,
2010). Fur eine bessere Ubersichtlichkeit wurden daher die CBM20 von RsoAmy und
ThiAmy ausgeblendet. Zusétzlich wurden die fir a-Amylasen bekannten Doménen A, B und
C markiert. In der Struktur der Doméne A, welche das aktive Zentrum beinhaltet, zeigte sich
eine sehr konservierte Struktur der drei Amylasen. Die Domane C wies ebenfalls eine sehr
hohe Deckung der Proteinstrukturen auf, wobei die duRRerste Schleife der Referenzamylase
weiter nach aullen gefaltet ist. Die gréf3ten Unterschiede waren in den Strukturen der Doméne
B vorhanden. Diese bildet zum Teil die Substratbindetasche. RsoAmy und ThiAmy zeigten
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eine sehr hohe Deckung der Strukturen, wéahrend die Referenzamylase mehr -Faltblatter und

grolRere Schleifenstrukturen aufwies.

Abbildung 3.3 Uberlagerung der RsoAmy (gold), ThiAmy (blau) und AA560 a-Amylase (rosa)
(H1973417.1). Da die AA560 a-Amylase keine CBM20 aufweist, wurden diese fur eine bessere
Ubersicht von RsoAmy und ThiAmy ausgeblendet. Die a-Amylase Doménen A, B und C
wurden markiert.

Der Vergleich der Strukturen der ThiAmy, RsoAmy mit der Referenzamylase kann
Ansatzpunkte fir Mutation bieten. Nachtréglich herbeigefiihrte Mutationen kénnen die 3D-
Struktur malgeblich verandern. Die Mdglichkeit, Aminoséuresequenzen mittels
zielgerichteter Mutationen zu verandern, zielt auf die Erhohung der Spezifitat, Stabilitat,
Aktivitat, Loslichkeit und Produktion von Proteinen ab (Winkler & Kao, 2014). Oftmals
werden durch gerichtete Mutationen die Anreicherung von Disulfidbriicken oder die
Veranderung der posttranslationalen Modifikationen wie Glycosidierungen angestrebt.
Ebenso werden nach auBen ragende Loop-Strukturen gekirzt und im Allgemeinen ein
kompakteres Enzym bevorzugt, um die Thermophilie zu erhdhen. Negativ geladene
Aminosdurereste erhdhen die Aktivitat bei htheren Temperaturen ebenfalls (Vojcic et al.,
2015). Wird ein patentiertes Enzym gentechnisch veréndert, ergeben sich zwangslaufig
Anderungen in der Proteinstruktur. Eine Identifizierung derzeit in Waschmittel befindlicher
Enzyme kann angelehnt an Gaubert et al. (2016) mittels LC-MS/MS erfolgen.
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Das Vorhandensein der CBM20 bei vier von sechs identifizierten a-Amylasen weist auf
deren Einfluss bei der Verbesserung des Wascheffektes hin. Die Aminosauresequenz der vier

identifizierten CBM20 zeigte viele identische oder ahnliche Aminoséuren (Abbildung 3.1).

Die Ahnlichkeiten in den Aminosauresequenzen fiihren zu einer konservierten Struktur
dieser Domane (Abbildung 3.4). Da alle identifizierten CBM20 eine nahezu identische
Struktur aufweisen, kann ein positiver Einfluss auf den Wascheffekt postuliert werden. Die
RsoAmy, ThiAmy, FpiAmy und FfoAmy unterscheiden sich in der Lange und Struktur der
Aminosduresequenz zwischen der CBM20 und der Domdne C (Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4 Uberlagerung der vier identifizierten CBM20 sowie deren angehdngte
Schleifenstruktur bis zur Doméane C der jeweiligen Amylase. RsoAmy (blau), ThiAmy (gold),
FfoAmy (rosa), FpiAmy (grun).

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Schleifen kdnnen verschiedene Ursachen haben
(Abbildung 3.4). Die Erstellung der Modelle wurde mit mehreren Algorithmen berechnet,
und die Ausbildung der Struktur ist abh&ngig von der Proteinstruktur der Doméne C (Roy et
al., 2010). Da die C-Domanen sich zwischen den einzelnen Amylasen unterscheiden, fhrt
das bei der Berechnung der frei beweglichen Schleifen zu Abweichungen. Zudem weisen die
Aminoséuresequenzen zwischen der Doméne C und der CBM20 unterschiedliche L&ngen
auf. Dieses beeinflusst ebenfalls die freie Ausrichtung der Schleifen. Zudem flhren
Sequenzunterschiede zu unterschiedlichen Strukturen. Da die ThiAmy und die RsoAmy
sowohl eine lange als auch eine kiirzere Aminosauresequenz zwischen der Domane C und
der CBM20 aufweisen und diese die besten Waschleistungen zeigten, lasst die Lange der

Schleifenstruktur kein direkten Riickschluss auf die Waschleistung zu.
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Die Waschversuche und die Vergleichstests, vor allem beim Kooperationspartner Henkel AG
& Co. KGaA, zu etablierten und sequenzoptimierten Enzymen zeigt das enorme Potential
der a-Amylasen aus Basidiomycota. Zielgerichtete Mutationen, wie sie bereits beschrieben
worden sind, kdnnen die Waschleistung der a-Amylasen weiter verbessern. So zeigten Yang
et al. (2013) am Beispiel der a-Amylase von B. subtilis und deren Mutation der Histidine
His275, His293 und His310 zu Asparaginsaure eine Verbesserung des kcat/Km-Wertes um
das 16-fache.

3.3 Versuche zur Heterologen Expression

Die heterologe Produktion der identifizierten a-Amylasen RsoAmy, PsanAmy und FpiAmy
sollte in K. phaffii durchgefuhrt werden. Grinde waren zum einen ein fehlgeschlagener
Expressionsversuch einer Glucoamylase aus R. solani in Escherichia coli und zum anderen
die zum Zeitpunkt der Arbeit hohere Anzahl an Publikationen von Enzymen in K. phaffii
verglichen zu E. coli. K. phaffii war friher unter dem Namen Pichia pastoris bekannt. Die
Art wurde jedoch bereits 1995 zu Komagataella gedndert (Yamada et al., 1995). 2005 wurde
K. phaffii noch einmal unterteilt. Die Isolate franzdsischen Ursprungs wurden zu K. pastoris
klassifiziert. Die in dieser Arbeit verwendeten amerikanischen Isolate (GS115 und
SMD1168) wurden K. phaffii zugeordnet (Kurtzman, 2005). K. phaffii weist im Gegensatz
zu E. coli einen Glycosidierungsapparat auf. Der signifikante Einfluss von Glycosidierungen
wurde beispielsweise an einer Laccase aus Lentinus sp. gezeigt. Die mutierte Laccase, welche
einen durch Punktmutation herbeigefuhrten Wegfall einer Glycosidierungsstelle aufwies,
zeigte nur noch 5 — 40 % Aktivitat im Vergleich zur Wildtyp-Variante (Maestre-Reyna et al.,
2015). Das pPIC9 und PHIL-S1 Vektorsystem wurde gewahlt, da beide mit dem AOX1
Promotor, einem induzierbaren und sehr gut beforschten Promotor, versehen sind. Dieser
wird bereits erfolgreich seit 1985 verwendet (Cregg et al., 1985; Piva et al., 2017; Zahrl et
al.,, 2017). Die induzierbare Expression hat den Vorteil, dass die Wachstumsphase
unabhangig von der Phase der heterologen Produktion ist. Zudem wird der AOX1 Promotor
durch Glucose sehr stark reprimiert, sodass keine ungewollte Expression stattfindet. Des
Weiteren ist durch die Kultivierung in YEPD fur 72 h eine hohe Zellzahl garantiert (Ahmad
et al., 2014; Zahrl et al., 2017). Es konnte keine aktive a-Amylase heterolog mit dem pPIC9
Vektorsystem produziert werden. Um ein Ausbleiben der heterologen Produktion aufgrund

der codon usage oder starker Sekundéarstrukturen der mRNA auszuschlieRen, wurde die
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Sequenz der RsoAmy fiir K. phaffii Codon optimiert. Dies flihrte zu einer Reduktion des GC-
Anteils. Zuséatzlich wurden die von K. phaffii praferierten Codon-Tripletts gewahlt. Bereits
Wang et al. (2015) zeigten, dass eine Anpassung der codon usage die Ausbeute des
rekombinanten Proteins um das bis zu 2,6-fache steigern kann. Da auch die Anpassung der
RsoAmy-Sequenz nicht die erwarteten Ergebnisse brachte, wurde das Signalpeptid
ausgetauscht. Der o-Faktor, welcher zu einem posttranslationalen Transport ins
Endoplasmatische Retikulum (ER) fuhrt, wurde gegen die wirtseigene saure Phosphatase-
Signalsequenz (PHOL1) ersetzt (pHIL-S1 Vektor, Abbildung 5.4). Diese fiihrt zu einem
cotranslationalem Transport. Dadurch muss es zu keinem Einsatz von Chaperonen im
Cytoplasma kommen, um eine Fehlfaltung des translatierten heterologen Proteins zu
verhindern. Zudem wird durch die Verwendung eines anderen Signalpeptides das heterologe
Protein nicht von der Kex2p Peptidase prozessiert (Govindappa et al., 2014). Die
Aminosdureabfolge EAEA des a-Faktors muss zudem von der STE13 Peptidase prozessiert
werden. Dieser Vorgang kann vom N-Terminus des heterologen Proteins allerdings inhibiert
werden (Ahmad et al., 2014). Auch die Versuche mit dem PHO1-Signalpeptid fiihrten nicht
zu einer erfolgreichen Produktion des Proteins, ebenso wenig wie die Verwendung des
Inulinase-Signalpeptids sowie der Produktionsversuch lediglich mit dem nativen
Signalpeptid der RsoAmy. Da in der Arbeitsgruppe bereits erfolgreich basidiomycetische
Enzyme mit dem Zusatz einer Kozak-Sequenz produziert werden konnten (Kelle et al., 2014;
Leonhardt et al., 2016), wurde diese Sequenz als Zwischensequenz vor die CDS des Codon
optimierten RsoAmy-Gens kloniert. Bei diesen Varianten blieben ebenfalls die erwarteten

Ergebnisse aus.

Um einen systematischen Fehler bei den Expressionsversuchen mit K. phaffii
auszuschliel?en, wurde vor die Codon-optimierte RsoAmy-Sequenz das Gen einer bereits
erfolgreich heterolog produzierten Laccase kloniert (Behrens et al., 2017). Es konnte jedoch
nur eine Laccase-Aktivitdt und keine amylolytische Aktivitat detektiert werden. Eine
Analyse des His-tag gereinigten Fusionsproteins (Abbildung 2.13) zeigte, dass der grofite
Teil des heterologen Proteins kleiner war als erwartet. Es war nur eine schwache Bande bei
der erwarteten molaren Masse zu erkennen. Dies erklart auch die geringe Aktivitat im
Vergleich zur Publikation von Behrens et al. (2017). Ein unvollstandiges Vorliegen des
Fusionsproteins kann mehrere Ursachen haben. Zum einen kann es aufgrund von
ungunstigen Sekundérstrukturen der mRNA unvollstandig translatiert worden sein (Ahmad
etal., 2014; Madhavan et al., 2017). Zum anderen ist es moglich, dass das heterologe Protein
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nach der Translation und wahrend des Transports durch Peptidasen prozessiert und dadurch
in der Peptidlange gekirzt wurde (Puxbaum et al., 2015). Madhavan et al. (2017) meinten,
dass der groRte Nachteil des Screenings die heterologe Produktion sei. So ist aufgrund der
gewdhlten Vektoren ein Problem mit der Promotorerkennung zwar ausgeschlossen, da
jeweils nur die Gene von Interesse hinter den vielfach verwendeten AOX1 Promotor kloniert
wurden. Die Ineffizienz der Translation, die mégliche Fehlfaltung der Proteine sowie die
gehinderten posttranslationalen Modifikationen bleiben jedoch Fehlerquellen bei der
heterologen Expression. Die heterologe Produktion des Fusionsproteins resultierte in einem
produzierten Enzym, welches groRtenteils eine niedrigere molare Masse aufwies, als erwartet
wurde (Abbildung 2.13). Bei der heterologen Produktion von Proteinen kann es zu einer
Uberladung des ERs kommen. Dabei konnen nicht korrekt gefaltete Proteine die unfolded
protein response (UPR) auslésen. Diese geht sehr oft mit der ER-associated degradation
(ERAD) einher (Hohenblum et al., 2004; Puxbaum et al., 2015). Im ER bindet das Protein
Kar2 ungefaltete oder nicht korrekt gefaltete Proteine (Abbildung 3.5). Liegen keine oder nur
sehr wenige ungefaltete Protein im ER vor, ist das Protein Kar2 an der Endoribonuklease
Irel assoziiert. Lost sich dieser Proteinkomplex, da sich ungefaltete Proteine im ER
akkumulieren, wird Irel autophosporyliert und somit aktiviert. Diese spalten die im
Cytoplasma befindliche HAC1 mRNA, sodass der Transkriptionsfaktor translatiert werden
kann (Zahrl et al., 2017). Dieser induziert die Expression von UPR-Genen, welche fir
Chaperone codieren. Erhoht sich die Anzahl von Faltungshelfern im ER und verringert sich
die Anzahl der nicht gefalteten Proteine, ist Kar2 wieder an Irel gebunden, welches somit
inaktiviert wird. Ist Kar2 zu lange an einem Protein gebunden wird die ERAD ausgeldst. Das
nicht korrekt gefaltete Protein wird in das Cytosol transportiert, wo eine Ubiquitinierung des
Proteins stattfindet. Dieses l0st einen Transport ins Proteasom aus, wo das falsch gefaltete
Protein schliel3lich abgebaut wird (Puxbaum et al., 2015).
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Abbildung 3.5 Einfluss der Methanolzugabe (MeOH) auf die Zelle. MeOH aktiviert zum einen
Transkriptionsfaktoren, die an den AOX1 Promotor binden und die Expression der
Alkoholoxidasegene 1 und 2 zur Folge hat. Des Weiteren ist der Abbau von MeOH in den
Peroxisomen gezeigt. Neben dem Nukleus ist der ER dargestellt. Kommt es in Folge einer
MeOH induzierten Expression zu einer Akkumulation von ungefalteten Proteinen im ER,
bindet Kar2 an diese. Ist dieses nicht mehr an Irel assoziiert, wird Irel autophosphoryliert und
kann die im Cytosol befindliche mMRNA des Hacl Gens splieBen. Das translatierte Protein
aktiviert im Zellkern zusatzlich die Expression weiterer Faltungshelfergene, sodass die Anzahl
ungefalteter Proteine im ER abnimmt, bis Kar2 wieder frei wird und an Irel binden kann (Vogl
& Glieder, 2013).

Es ist demnach maglich, dass die geringe Konzentration an heterologem Fusionsprotein und
das Ausbleiben einer Produktion einer einzelnen a-Amylase auf die UPR und den ERAD

zurtickzufiihren sind.

Die heterologe Uberexpression kann zu einer Uberladung des ERs fiihren, welche durch die
Aktivierung von HAC1 nicht bewaéltigt werden kann. Daher wurde bereits mehrmals HAC1
erfolgreich Uberexprimiert, sodass die Anreicherung von nicht gefaltetem heterologen
Protein im ER ausbleibt (Ahmad et al., 2014; Zahrl et al., 2017). Es wurde aber auch gezeigt,
dass die Uberexpression von Faltungshelfern zu einer Reduzierung der Sekretion fiihren kann
oder gar keinen Effekt hat (van der Heide et al., 2002). Die Veranderung der Hydrophobizitéat
eines Enzyms kann ebenso einen Einfluss auf den ERAD-vermittelten Proteinabbau haben
(Puxbaum et al., 2015). Um eine erfolgreiche heterologe Produktion zu erzielen, wére es
denkbar, Punktmutationen durchzufiihren, welche die Léslichkeit des Zielenzyms erhéhen.
Dies fuhrte beispielsweise bei der Mutation der a-Amylase aus Bacillus licheniformis und
der anschlielenden Produktion in E. coli zu einer zweifach erhohten Ausbeute (Wang et al.,
2016). Neben dem ERAD-vermittelten Abbau der heterologen a-Amylasen kann auch eine
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Fehlleitung des Enzyms zur Vakuole und dem damit verbundenen Abbau stattgefunden
haben (Zahrl et al., 2017).

Die Degradation der heterologen Proteine kann ebenso unabhangig von den Vorgangen im
ER stattgefunden haben. Es kann zur Proteolyse wéhrend des Vesikeltransports gekommen
sein (Werten & Wolf, 2005; Ahmad et al., 2014). Der letzte Schritt der Sekretion, die Fusion
des Transportvesikels mit der Zellmembran, endet mit der Diffusion des Proteins durch die
Zellmembran. Diese kann eine Barriere darstellen, muss es jedoch nicht (Zahrl et al., 2017).
Ware eine heterologe Amylase in der Zellmembran verblieben, hatte Aktivitdt nach dem
Zellaufschluss erwartet werden kdnnen. Es ist allerdings moglich, dass an der Zellmembran
assoziierte Peptidasen das Enzym abgebaut haben. Die Peptidase pep4 gehort zu diesen
protelytisch aktiven Enzymen an der Zellmembran. Der K. phaffii Stamm SMD1168 ist eine
knockout-Variante, bei dem das korrespondierende Gen der pep4 mutiert wurde. Um
auszuschliel’en, dass die heterologe RsoAmy durch die pep4 abgebaut wurde, wurden
Expressionsversuche in SMD1168 durchgefiihrt (Tabelle 2.8). Diese fiihrten nicht zu einer
heterologen Produktion der RsoAmy. Da nur eine Membran assoziierte Peptidase in dem
SMD1168 Stamm entfernt wurde, ist ein Abbau an der Membran theoretisch noch mdglich.
Die Ursache fur das Ausbleiben der heterologen Amylasen scheint jedoch eher im ER oder
Cytosol zu liegen. Es ist denkbar, dass die mMRNA der RsoAmy nicht vollstandig translatiert
wird und das Fusionsenzym daher kleiner als erwartet ist. Ebenso ist ein ungewollter Abbau
der Amylasen im ER mdglich oder eine Spaltung des Fusionsproteins durch proteolytische
Aktivitaten.

Da die heterologe Produktion einer waschaktiven a-Amylase in K. phaffii fehlschlug, wurde
ein neuer Expressionswirt ausgewahlt. Dieser sollte den Ursprungsorganismen der a-
Amylasen phylogenetisch naher sein, weshalb A. oryzae ausgewahlt wurde. Dieser Wirt ist
eine der Hauptquellen fir die industrielle Herstellung von a-Amylasen und zudem
vollstéandig sequenziert. Des Weiteren ist A. oryzae als Expressionswirt etabliert (Lubertozzi
& Keasling, 2009). Da dieser fur seine hohe wirtseigene a-Amylase-Produktion bekannt ist
(Gopinath et al., 2017), sollte A. oryzae mit der CRISPR-Technik mutiert werden. Ziel dabei
waren die beiden a-Amylasegene, sodass ein Screening spaterer Transformanten erleichtert
ware. Grundlage dieses Versuchs war die Publikation von Ngdvig et al. (2015). Die
getesteten Transformanten zeigten keine Mutationen in den gewiinschten Genabschnitten.
Der ausbleibende Erfolg kann auf die zu geringe Anzahl sequenzierter Transformanten
zurickzufiihren sein. Zusétzlich besteht die Mdoglichkeit der Mutation von nicht-
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Zielsequenzen, welche nur durch eine vollstdndige Genomsequenzierung nachweisbar
waren. Mutierte nicht-Zielsequenzen wurden bereits beschrieben, ebenso Methoden diese zu
minimieren (Kadam et al., 2018; Yin et al., 2018). Nicht-Zielsequenzen kénnten beguinstigt
sein, da das zugrunde liegende Genom fur die Suche des Protospacers nicht das von
A. oryzae selbst war. Aufgrund des Mangels des in die verschiedenen Online-Programme
geladenen Genoms musste auf das von A. niger zuruckgegriffen werden. Die Eingabe der
Zielsequenz stammte jedoch von A. oryzae. Das Experiment sollte wiederholt werden, wenn
in den Online-Programmen zur Bestimmung der Protospacer-Sequenz das Genom von
A. oryzae aufgenommen wurde. Zusétzlich empfiehlt es sich fir einen erneuten Versuch ein
Zielgen zu wihlen, welches einen morphologischen Effekt hat oder ein Reportgen zu
inserieren, um die Genveranderung in der Zielsequenz leichter zu selektieren. Denkbar wéren

hier Resistenzgene oder Reporterproteine wie eGFP oder dsRED.
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4. Ausblick

Die in dieser Arbeit erzielten wissenschaftlichen Erkenntnisse zeigen das umfassende
Potential von Basidiomycota zur Sekretion von waschaktiven a-Amylasen auf und eroffnen
eine Vielfalt an méglichen Anschlussarbeiten. Neben der Identifizierung der waschaktiven
a-Amylasen aus Lst und Psaj konnten sich diese in erster Linie mit der heterologen
Expression der Amylasen beschaftigen. Dazu kann wiederum die gentechnische
Verénderung von A. oryzae mittels CRISPR in den Fokus geraten, um zum einen die
Expression der wirtseigenen Amylasen per Gen-knock-out zu verhindern und somit eine
erleichterte Selektion der erfolgreich generierten Transformanten zu erzielen. Zum anderen
konnten weitere Peptidase-Gene deletiert werden, sodass eine wirtseigene Produktion dieser
verringert wird oder gar ausgeschlossen werden kann. Die Selektion der Transformanten mit
einem Reportergen oder der Insertion einer Resistenz mit anschlieRender Selektion wirden
sich dazu anbieten. Wenn die heterologe Expression basidiomycetischer Amylase-Gene
etabliert ist, kann die Charakterisierung resultierenden Enzyme und ihrer CBM20 Aufschluss
darliber geben, inwieweit diese das Waschergebnis beeinflusst. Dazu konnten
Deletionsvarianten der a-Amylasen mit CBM20 kloniert werden und die Waschleistung der
Enzyme mit und ohne diese Bindedomaéne direkt verglichen werden. Alternativ konnen die
verschiedenen Bindedoménen an ein oder mehrere a-Amylase-Gene fusioniert werden, um
somit die Bindeunterschiede der jeweiligen Doméanen zu charakterisieren und zu vergleichen.
Zeigt sich ein positiver Effekt einer oder mehrerer CBM20-Domaénen, kdnnen diese ebenfalls
an andere waschaktive Enzyme wie Peptidasen oder Lipasen fusioniert werden. So kann
getestet werden, ob bessere Waschleistungen generiert werden. Fiir die weitere Auswahl,
welche der sechs identifizierten a-Amylasen sich am besten fiir den Einsatz in einem
Waschmittel eignen, mussen diese biochemisch charakterisiert und verglichen werden. Dazu
gehéren neben der Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums auch verschiedene

Stabilitatsversuche, vor allem in Gegenwart von Waschmittelformulierungen.
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5. Material und Methoden

5.1 Material
5.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen AppliChem GmbH
(Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Serva
Electrophoresis GmbH (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen.
Abweichende Hersteller werden im Folgenden angegeben.

5.1.2 Verwendete Puffer und Ldsungen

Samtliche Puffer und Medien (Tabelle 5.1) wurden mit zweifach demineralisiertem Wasser
angesetzt, welches mit dem Reinstwassersystem Synergy (Millipore, Darmstadt) aufbereitet
wurde. Die Einstellung der pH-Werte erfolgte mit dem pH-Meter 827 pH lab (Metrohm,
Filderstadt).

Tabelle 5.1 Puffer und Ldsungen.
Puffer bzw. Zusammensetzung Anwendungsbereich

LG6sung
50x TAE-Puffer 2 M Tris Ultra Pure, 50 mM EDTA, Agarosegelelektrophorese
pH 8, 5,71 % Essigséaure

Roti™-Gelstain 10 % (v/v) Stammldsung in H2O Agarosegelelektrophorese

Farbelosung (Carl

Roth GmbH & Co

KG (Karlsruhe))

dNTP-Mix je 2,5 mM dATP, dTTP, PCR
(Thermo Scientific) dCTP, dGTP

5.1.3 Verwendete Medien

Fur die Kultivierung der Pro- und Eukaryoten kamen unterschiedliche Medien zum Einsatz.
Deren Zusammensetzung ist in Tabelle 5.2 aufgelistet. Die Medien wurden mittels eines
Dampfautoklaven fur 20 min und 121 °C sterilisiert. Aufgrund der Hitzeinstabilitat der

Antibiotika (Tabelle 5.3), wurden diese nach dem Autoklavieren unter sterilen Bedingungen
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zu den Medien gegeben. Fur die Herstellung von Festmedien wurde diesen vor dem

Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar-Agar hinzugegeben.

Tabelle 5.2 Zusammensetzung sowie Anwendungsbereich der Medien.

Medium

Zusammensetzung Anwendungsbereich

LB-Medium (Luria-Bertani)

1 % (w/v) Trypton Anzucht von E. coli
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1% NaCl; pH 7,0

YPD

1 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (wi/v) Pepton

2 % (wi/v) Dextrose

Anzucht von K. phaffii

BMMY

1 % (w/v) Hefeextrakt

2 % (wi/v) Pepton

100 mM Kaliumphosphat-
Puffer pH 6,0

1,34 % YNB

4 x 10° % Biotin

1 % (v/v) Methanol

Anzucht von K. phaffii

SNL

3 % (w/v) Glucose

0,45 % (w/v) Asparagin

0,3 % (w/v) Hefeextrakt
0,15 % (w/v) KH2PO4

0,05 % (w/v) MgSOa4

0,1 % (v/v) Spurenelement-

Losung

Kultivierung Basidiomycota

5.1.4 Antibiotika

Fur die Anzucht der E. coli—Zellen wurde Ampicilin verwendet (Tabelle 5.3).

Tabelle 5.3 Eingesetztes Antibiotikum zur Selektion der Bakterien.

Antibiotikum

Losungsmittel

Stammkonzentration

Arbeitskonzentration

Ampicilin H20

100 mg mL™? 100 pg mL?
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5.1.5 DNA und Protein Langenstandards

Die verwendeten DNA- und Protein-Gré3enstandards sind in Abbildung 5.1 und Abbildung
5.2 aufgefuhrt.
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Abbildung 5.1 verwendeter DNA Lé&ngenstandard. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific).
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Abbildung 5.2 Proteinstandards der Firma Bio-Rad (Hercules, Kalifornien). Links der
vorgefarbte Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Biorad, Hercules, Kalifornien),
rechts der Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard (Biorad, Hercules,
Kalifornien).
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5.1.6 Verwendete Oligonukleotide

Alle fur die Versuchsdurchfiihrungen verwendeten und durch die Firma Eurofins Genomics

GmbH (Ebersberg) synthetisierten Oligonukleotide sind in Tabelle 5.4 aufgefihrt.

Tabelle 5.4 Verwendete Oligonukleotide sowie deren Bezeichnung.

Nr. Bezeichnung  Sequenz (5' — 3') Bemerkung

1 Rso_for ATGTTTGAGTGGTCATGGGATAG Vorwaértsprimer RsoAmy
TATT

2 Rso_rev TCACCGCCAAGTATCGCTAAGC  Rickwartsprimer RsoAmy
GTC

3 Fpi_for ATGTGGGGCAGCCTTCTCGCAG  Vorwartsprimer FpiAmy

4 Fpi_rev TCAATGCCAGCTGTCGCTCTGCG  Ruckwaértsprimer FpiAmy
TGACG

5 Psan_for ATGCTACGCCTCACGCTCCTTGC  Vorwaértsprimer PsanAmy
CTCT

6 Psan_rev TCAGACAATGATGAGGCTGGAT  Ruckwartsprimer PsanAmy
TGCGCAGC

7 Ila_for ATGGTCAAGTTGACACTCCCTTT  Vorwartsprimer llaAmy
CG

8 lla_rev TTATGAGAGCTTGGCGTTGGTAT  Ruckwartsprimer llaAmy
GAATGGC

9 Thi_for ATGTCAAACTGGGTCAAGCTCG  Vorwartsprimer ThiAmy
C

10 Thi_rev TCACCGCCAGCTGGACGTGA Rickwartsprimer ThiAmy

11 Ffo_for ATGTCTCCTTGGTCCAAGCTTGT  Vorwartsprimer FfoAmy
TGGG

12 Ffo_rev TTATCTCCAGGAAGAGGAAAGA  Riickwértsprimer FfoAmy
TTCTGA

13 M13 GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierprimer

14 M13r CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierprimer

15 5°A0X GACTGGTTCCAATTGACAAG Sequenzierprimer

16 3°AO0X GCAAATGGCATTCTGACATCC Sequenzierprimer
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5.1.7 Verwendete Vektoren

Fur die Sequenzierung der amplifizierten Gene wurde diese in den pUC57 Vektor kloniert.
Dieser wurde mittels EcoRV linearisiert, sodass eine Selektion der Transformanten mit
einem Blau-Weil3-Screening durchgeftuihrt werden konnte (Abbildung 5.3). Fur die heterologe

Expression wurden die Zielgene in pPIC9- oder pHIL-S1-Vektoren kloniert (Abbildung 5.4).

lac oﬁeratoﬁ

Abbildung 5.3 pUC57 Vektor fir die Klonierungen von PCR-Fragmenten in die EcoRV-
Schnittstelle mit anschliefendem Blau-Weil3-Screening.

pHIL-S1

8260 bp

Abbildung 5.4 Vektoren fur die Expression von Genen in K. phaffii unter dem induzierbaren
AOX1-Promotor. pPIC9 weist dabei den a-Faktor aus S. cerevisiae als Sighalsequenz auf,
wahrend pHIL-S1 die Signalsequenz der sauren Phosphatase aus K. phaffii tragt.
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5.1.8 Enzyme

Im Folgenden werden alle verwendeten Enzyme und deren Verwendungsgebiet aufgefihrt
(Tabelle 5.5).

Tabelle 5.5 Verwendete Enzyme.

Enzym Hersteller Konzentration Verwendung
Phusion™ High- Thermo Scientific 2 U pL? Klonierung,
Fidelity DNA Sequenzierung
Polymerase

DreamTaq®DNA Thermo Scientific 5 U pL* Kolonie-PCR
Polymerase

Fast Digest Dpnl Thermo Scientific Klonierung

T4 Polynukleotide Thermo Scientific 10 U pL*! Klonierung
Kinase

T4 DNA Ligase Thermo Scientific  5U pL? Klonierung
DNase | Thermo Scientific 1 U pL? RNA-Reinigung
Reverse Transkriptase Nippon Genetics 200 U pLt cDNA Synthese

5.1.9 Verwendete Organismen

Folgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Organismen in aufsteigender Reihenfolge

beziiglich ihrer Komplexitét aufgefiihrt.
Fur Klonierungsarbeiten wurden E. coli-Zellen des Typs Top10 verwendet (Tabelle 5.6).

Tabelle 5.6 Verwendete E. coli Stamme.

E. coli Stamm  Hersteller Genotyp

Topl0 F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A
lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG

InVitrogen

Expressionsversuche wurden in verschiedenen Stdmmen von K. phaffii durchgefihrt
(Tabelle 5.7).
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Tabelle 5.7Verwendete K. phaffii-Stimme.

K. phaffii Stamm Hersteller Genotyp
GS115 InVitrogen his4
SMD1168 InVitrogen his4, pep4

Fur das Screening von neuartigen waschaktiven a-Amylasen wurden insgesamt 51

Basidiomycota (Tabelle 5.8) verwendet.

Tabelle 5.8 Verwendete Basidiomycota sowie deren interne Nummer und Abktirzung.

Interne Nummer  Basidiomycota Abkiirzung
1 Armillaria mellea Ame
6 Collybia fusipes Cfu
14 Lepista nuda Lnu
17 Fomitopsis pinicola Fpi
18 Ganoderma applanatum Gap
19 Trametes versicolor Tve
20 Gloeophyllum odoratum God
23 Ischnoderma benzoinum Ibe
25 Lentinula edodes Led
52 Piptoporus betulinus Pbe
64 Pleurotus lampas Pla
71 Pycnoporus sanguineus Psan
72 Phaeolus schweinitzii Psch
76 Polyporus umbellatus Pum
79 Sparassis crispa Scr
80 Serpula lacrymans Sla
81 Tyromyces floriformis Tl
83 Trametes suaveolens Tsu
88 Wolfiporia cocos Wco
206 Laetiporus sulphureus Lsu
213 Agrocybe aegerita Aae
218 Pleurotus ostreatus Pos
231 Tremella mesenterica Tme
232 Flammulina velutipes Fve
241 Phallus impudicus Pim
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246 Grifola frondosa Gfr
248 Fomes fomentarius Ffo
250 Stereum rugosum Rsu
257 Auriporia aurea Aau
262 Schizophyllum commune Sco
265 Psilocybe cubensis Pcu
272 Gloeophyllum trabeum Gtr
275 Irpex lacteus lla
276 Funalia trogii Ftr
277 Ganoderma lucidum Glu
280 Coprinus comatus Cco
284 Pleurotus sajor-caju Psaj
286 Polyporus squamosus Psq
291 Postia placenta Ppi
292 Microporus affinis Maf
293 Ustilago maydis Uma
295 Agaricus bisporus Abi
299 Hypholoma sublateritium Hsu
300 Lentinus strygosus Lst
305 Trametes gibosa Tqi
308 Trametes hirsuta Thi
309 Rhizoctonia solani Rso
311 Hymenochaete rubiginosa Hru
312 Asterostroma cervicolor Ace
314 Phellinus pini Ppi

315 Phanerochaete chrysosporium Pch
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5.2 Methoden
5.2.1 Screening nach waschaktiven a-Amylasen

5.2.1.1 Kultivierung der Basidiomycota

Die Kultivierung erfolgte bei 24 °C. Die Pilze wurden zunéchst auf festem SNL-Medium
(Tabelle 5.2), welchem 1,5 % (w/v) Agar-Agar hinzugesetzt wurde, kultiviert. Fur das
Screening wurde die im Medium enthaltene Glucose durch Starke ersetzt. Nach dem
Ubersetzen eines ein cm2 groRem Mycelstiicks auf das starkehaltige Medium erfolgte eine
erneute Kultivierung, bis die Mediumoberflache ca. 75 % bewachsen war. Das Screening
erfolgte in der submers-Kultivierung. Dafur wurden 125 mL starkehaltiges SNL-Medium in
einem 300 mL Erlenmeyer Kolben Gberflihrt und ein cm2 Pilzmycel wurde in dem Medium

homogenisiert. Die anschlie}ende Kultivierung erfolgte bei 24 °C und 150 UpM.

5.2.1.2 Assay zur Aktivitatsbestimmung

Als Substrat fir die Bestimmung der Amylase-Aktivitat diente Starke nach Zulkowsky
(Merck, CAS-Nr. 9005-84-9). Diese wurde mit einer Konzentration von 1 % (w/v) in 20 mM
Kalium-Phosphatpuffer (pH 7) geldst. 100 pL Substrat wurden 50 pL. Enzym hinzugegeben
und fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 100 pL DNSA-
Losung (12 g Natrium-Kalium-Tartrat, 8 mL 2 M NaOH, 96 mM 3,5-Dinitrosalicylsaure,
12 mL H>O (Miller, 1959)) sowie einer Inkubation von 20 min bei 80 °C gestoppt. Die

Absorption wurde anschlieBend bei 540 nm gemessen.

5.2.1.3 Waschtests

Der Waschtest wurde mit standardisiert verschmutzten L&ppchen (C-27-048, Center for Test
Materials B.V., Vlaardingen, Niederlande) durchgeftihrt. Die Stoffe wurden ausgestanzt und
nach der Uberfiihrung in eine Mikrotiterplatte mit Detergenz und Enzymlésung inkubiert.
Die Endkonzentration der enzymfreien Waschmittelmatrix betrug 4,58 g L. Das Detergenz
wurde zum einen in destilliertem Wasser angesetzt oder direkt im angegebenen Puffer
verdinnt. Die Inkubation erfolgte stets bei 350 UpM fur 16 h bei 30 °C oder fiir 1 h bei 40 °C.
Nach dem Waschvorgang wurden die Stoffe mit destilliertem Wasser gespilt und im
Dunklen bei 37 °C getrocknet. Danach erfolgten die visuelle Bewertung sowie die Messung
mit einem Farbmessgerat (ColorLite sph900, ColorLite GmbH, Katlenburg-Lindau).
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5.2.1.4 Reinigung der waschaktiven Enzyme
Um die Konzentration der Enzyme in den Kulturiiberstanden zu erhéhen wurde diese mit
Centricons® Plus-70 (MWCO 10000, Merck Millipore, Darmstadt) bei 3500 x g und 4 °C

zentrifugiert.

Fur die Reinigung der waschaktiven Enzyme mittels lonenaustauschchromatografie wurden
zuvor die isoelektrischen Punkte (pl) der Amylasen bestimmt. Der pl wurde mit analytischer
IEF mit anschlieRender Overlay-Zymografie ermittelt. Dazu wurden die Kulturuberstande
auf IEF-Gele gegeben (SERVALYT™ PRECOTES™ gels (pH 3-10), SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) und mit der HPE™ BlueHorizon™ elektrophoretisch
getrennt. Die Auftrennung erfolgte bei max 2000 V, 20 mA und 3500 Vh bei 4 °C. Die
Auftrennung erfolgte fur vier bis funf Stunden. Wurden die Proben neben dem Marker im
Schmetterlings-Stil aufgetragen, konnte das Gel geteilt werden und eine Halfte mit
Coomassie G fiir eine Stunde geférbt werden. Die andere Hélfte wurde mit 1 %iger
starkehaltiger Agarose (1 % (w/v)) Uberzogen. Nach einer Inkubation von einer Stunde bei
RT wurde die Zymografie mit Lugol‘scher Lésung geféarbt und die pl der starkeabbauenden

Enzyme bestimmt.

Die Auftrennung der unbekannten Amylasen wurde mit der lonenaustauschchromatografie
durchgefuhrt. Aufgrund der erhaltenen sauren pl wurden ein starker Anionenaustauscher
(1 mL QXL) und ein schwacher Anionenaustauscher (1 mL DEAE) getestet. Beide stammen
von GE Healthcare, Chalfont St Gilles. Die S&ulen wurden mit einem NGC™
Chromatografiesystem (Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, CA USA) und der

dazugehorigen ChromLap™ Software verbunden.

Die verwendete Methode teilt sich in die Schritte Equilibrierung, Probenauftrag, Waschen
und Elution auf. Alle Schritte wurden bei 4 °C und einem konstanten Fluss von 1 mL pro
Minute durchgefiihrt. Alle Proben dieser Methode wurden in 3 mL Fraktionen gesammelt
und bis zur weiteren Analyse bei 4 °C gelagert. Flr die initiale Equilibrierung wurden die
Séulen mit 5 mL Puffer A (20 mM Bis-Tris, pH 7) gespult. Es folgte der Probenauftrag mit
bis zu 10 ml gepufferter Enzymlésung. Um nicht bindende Proteine zu entfernen folgte ein
Waschschritt mit 21 mL Puffer A. Die Elution erfolgte mit der schrittweisen Erh6hung von
Puffer B (20 mM Bis-Tris, 1 M NaOH, pH 7): 0 bis 5 % (18 ml), 10 % (21 ml), 20 % (21 ml),
30 % (12 ml), 50 % (9 ml), 70 % (9 ml) und 100 % (15 ml). Das in Klammern angegebene
Volumen bezieht sich auf die Puffermenge mit der die S&ule bei jedem Schritt gespuilt wurde.
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5.2.15 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli (1970) denaturierend oder semi-nativ durchgefihrt.
Die verwendeten Ldsungen sowie die Zusammensetzung der Gele sind der Tabelle 5.9 und
der Tabelle 5.10 zu entnehmen. Fir die semi-native PAGE wurde auf die Zugabe von SDS in
den Gelen verzichtet. Die Proben wurde 1:1 mit dem jeweiligen Ladepuffer versetzt. Bei der
denaturierenden SDS-PAGE wurden die Proben nach der Zugabe des Ladepuffers fur 10 min
bei 95 °C

Proteingesamtkonzentration und die Auftrennungskonditionen sind den jeweiligen

inkubiert. Das aufgetragene Volumen sowie die gemessene

Ergebnissen zu entnehmen. Die Proteinbanden wurden im Anschluss an die Auftrennung

mittels Instant Blue (Expedeon, Cambridgeshire, GroRbritannien) angefarbt. Die
Bestimmung der molekularen Massen der Proteine erfolgte anhand des Precision Plus
Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, Kalifornien) und dem linearen Zusammenhang der

relativen Auftrennungsstrecke zur logarithmierten molekularen Masse.

Tabelle 5.9 Verwendete Losungen und deren Zusammensetzung fir die SDS-PAGE.

Losung Komponente Konzentration
APS-L06sung Ammoniumperoxodisulfat 0,4gL* (1,75 mM)
Elektrophorese- Tris 3,029 L1 (25 mM)
Laufpuffer Glycin 14,42 g L't (192 mM)
SDS 1,0g L (3,5 mM)
Probenpuffer Tris-HCI pH 6,8 23,64 g L (150 mM)
(nativ bzw. Dithiothreitol (im denaturierenden Puffer) 30,85 g L™ (200 mM)
denaturierend, 2fach Glycerol 20 % (v/v)
konzentriert) SDS 40 g L1 (139 mMm)

Bromphenolblau

25mgL?
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Tabelle 5.10 Zusammensetzung der SDS-Gele.

Komponente Trenngel Sammelgel
ddH20 2,15 mL 1,45 mL
Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1) 1,5mL 243,5 pL
1,5M Tris pH 8,8 1,25 mL

1,5 M Tris pH 6,8 250 pL

10 % (w/v) SDS 50 pL 20 pL
APS-L6sung 13 pL 10 pL
TEMED 4 uL 4 puL

Um eine hdhere Sensitivitat zu erreichen, wurden Gele silbergefarbt. Die Zusammensetzung

der Losungen ist in der Tabelle 5.11 dargestellt. Die Entwicklungszeit der Gele ist den

jeweiligen Abbildungsunterschriften zu entnehmen.

Tabelle 5.11 Zusammensetzung der Lésungen der Silberfarbung.

Losung Zusammensetzung
Losung 1 30 % Ethanol
10 % Essigsaure
Losung 2 20 % Ethanol
Losung 3 20 mg Na2S203 x 5 H20 in 100 mL H20
Ldsung 4 200 mg AgNQO3z in 100 mL H20
Losung 5 3 g NaCOs
25 pL Formaldehyd
1,25 mg Na»S»03 x 5 H,0
Ldsung 6 50 mL 8 % Tris

50 mL 4 % Essigséure

5.2.1.6 Zymografie

Fur die Zymografien wurden die Gele wie in 5.2.1.5 beschrieben semi-nativ vorbereitet.

Zusétzlich wurde in die Gele 1 % (w/v) Starke nach Zulkowsky polymerisiert. Nach der

elektrophoretischen Auftrennung bei 4 °C und 10 mA wurden die Gele in Phosphat-Puffer

bei pH 7 flr 4 h bei 30 °C inkubiert. Zur Visualisierung der Amylasen wurde die Starke im

Gel mit Lugol‘scher Losung gefarbt. Bereiche, welche sich nicht farbten, weisen dabei auf

eine vollzogene Starkehydrolyse hin.
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5.2.1.7 Proteinidentifizierung mittels ESI-MS/MS

Nach der IEX und der SDS-PAGE wurden Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten. Sie
wurden mit 30 % EtOH bei 60 °C fiir 10 min entfarbt. Es erfolgte eine tryptische Hydrolyse
und die daraus resultierenden Peptide wurden extrahiert und gereinigt.

Die Sequenzierung erfolgte anschlieRend mittels Nano-LC-QTOF MS/MS (maXis impact,
Bruker Daltronik). VVor der eigentlichen MS-Messung wurde eine Flissigchromatografie mit
einer EASY nLC Il mit Autosampler (Bruker Daltronik, Bremen) durchgefihrt. Es wurden
folgende Komponenten und Bedingungen gewahlt: C18-Al 3PCS-Vorsdule (Thermo Fisher
Scientific, Bremen), CP3-61271-00 0,1 mm x 150 mm Magic C18AQ 3 p 200 A (Michrom
Bioresources, Inc., Auburn, CA). Die Chromatografiebedingungen waren dabei Eluent A:
ddH20 + 0,1 % (v/v) Ameisenséure und Eluent B: ACN + 0,1 % (v/v) Ameisenséure bei
einem Fluss von 500 nL min* und einem Gradienten von 0 min 95 % A, 25 min 5 % A, 40
min 5 % A.

Die lonisierung erfolgte im ESI*™-Modus. Es wurden vorzugsweise mehrfach geladene
Precursor-lonen in einem Massenbereich von m/z 400 bis 1400 ausgewéhlt und anschlielend
mittels CID (collision induced dissociation) fragmentiert. Die Datenaufnahme der MS und
MS/MS-Spektren erfolgte mit OTOF Control 1.5 (Bruker Daltronik) und die Auswertung der
Spektren mit DataAnalysis 4.1 und ProteinScape 3.0 (Bruker Daltronik). Fur die
Peptiddatenbanksuche wurde der Mascot Algorithmus verwendet (Mascot 2.4.0 search
engine, Matrix Science) Die Suche erfolgte in den wdchentlich aktualisierten
Proteindatenbanken SWISSPROT und NCBI auf einen Inhouse Mascotserver). Folgende
Parameter wurden flir die Auswertung eingegeben: globale Modifikationen,
Carbamidomethylierung (variabel); Oxidation (M, Variable), eine erlaubte Fehlspaltstelle;
Vorlauferionenmassentoleranz: 10 ppm; Fragmentionen-Massentoleranz, 0,05 Da; Peptid-
Ladung, 17, 2*, 3"; Mindestpeptidlange, 4; Mascot Score > 50.

5.2.1.8 Analyse der Hydrolyseprodukte

Fir die Analyse der Produkte aus der Starkehydrolyse wurden 800 puL 1 %ige Starke mit
200 pL Enzymmischung der angegebenen Aktivitat fir eine Stunde bei 40 °C und 350 UpM
inkubiert. Es folgte eine Probenahme nach 20 und 60 min, welche bei 80 °C fur zehn min
inaktiviert wurden. Nach dem Abkuhlen wurden die Proben mittels 0,45 um Cellulose-
Acetat-Filter filtriert. In allen Experimenten wurde das HPLC-System bestehend aus einem

bindren Pumpensystem (Agilent 1200, Agilent Technologies, Waldbronn), einem Triathlon-
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Autosampler (Spark Holland, Emmen, Niederlande), einem Saulenofen, sowie einem Corona
CAD-Detektor (ESA Biosciences) und einem LaChrom L-7490 RI-Detektor (Merck)
verwendet. Es wurde die Merck Polyspher Na 300x7.8 S&ule verwendet. Die
Chromatographie erfolgte mit Wasser als Eluenten bei einem Fluss von 0,5 mL min*! und bei

85 °C. Injiziert wurde jeweils ein Volumen von 20 pL.

5.2.2 Molekularbiologische Arbeiten

5.2.2.1 Anlegen einer Flussigkultur von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Medium (Tabelle 5.2). Dieses wurde mit einem
nach der bakteriell vorliegenden Resistenz gewdhlten, selektierendem Antibiotikum versetzt
(Tabelle 5.3). Flr das Animpfen einer Kultur wurden verschiedene Volumina verwendet. Die
Kultivierung erfolgte tiber Nacht bei 37 °C und 180 UpM.

5.2.2.2 Bestimmung der ODsoo

Die optische Dichte von Bakterienkulturen wurde mittels des BioSpectrometer Kinetic
(Eppendorf, Hamburg) ermittelt. Zur Nullwertbestimmung diente das Medium, in welchem
die Bakterien jeweils angezogen wurden. Die Messung erfolgte mittels einer Bestrahlung von
1 mL Bakterienkultur mit einer Wellenlange von 600 nm.

5.2.2.3 Anlegen einer Dauerkultur von E. coli

Um eine langfristige Lagerung von Bakterienkulturen zu gewahren, wurde eine
Glyceroldauerkultur angelegt. Dazu wurde eine Flussigkultur bis zu einer ODgoo von 0,8 bis
0,9 (5.2.2.2) angezogen. Unter sterilen Bedingungen wurden 750 pL der Bakterienkultur mit
250 pL 86 %igem Glycerin versetzt, gevortext und sofort in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

5.2.2.4 Herstellen chemisch kompetenter E. coli

Alle folgenden Arbeitsschritte, die ein Offnen von ReaktionsgefaRen beinhalteten, wurden
unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Fir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli
Bakterien wurden zunachst 50 mL Medium mit 1 mL einer Ubernachtkultur angeimpft. Es
folgte eine Kultivierung bei 37 °C und 180 UpM bis eine ODegoo von 0,3 bis 0,4 erreicht
wurde. Die Hauptkultur wurde auf zwei 50 mL Reaktionsgefalie aufgeteilt und fiir 10 min

bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterienpellets
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wurden je in 12,5 mL 100 mM CaCl, aufgenommen und gevortext. Es folgte eine erneute
Zentrifugation fir 10 min bei 5000 x g und 4 °C, wobei nach dieser der Uberstand wiederum
verworfen wurde. Die Bakterienpellets wurden in 2,5 mL kaltem 100 mM CaCl;
aufgenommen. Es folgte eine einstiindige Lagerung auf Eis. Abschliefend wurden 436 pL
86% Glycerin hinzugegeben, invertiert und in 1,5 mL Reaktionsgefale mit je 50 pL
Bakterien-Glycerin-Lésung aliquotiert und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

5.2.2.5 Transformation von E. coli

Fur die Transformation wurden chemisch kompetente E. coli Zellen verwendet (5.2.2.4).
Diese wurden auf Eis aufgetaut. Es sollte entweder ein Plasmid oder ein Ligationsansatz in
die Zellen gebracht werden. Dazu wurde 1 pL eines Plasmids oder 2 pL bzw. 5 pL eines
Ligationsansatzes auf 50 uL kompetente Zellen gegeben. Der jeweilige Ansatz wurde fir
10 min auf Eis inkubiert. Es folgte der Hitzeschock fur 45 s bei 42 °C im Wasserbad.
AnschlieBend ruhten die Zellen 2 min auf Eis, bevor zu jedem Ansatz 500 uL auf 30 °C
vorgewdarmtes LB-Medium (Tabelle 5.2) hinzugegeben wurde. Es folgte eine 45 minitige
Inkubation bei 37 °C und 180 UpM, ehe der komplette Ansatz auf Festmedium mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert wurde. Abschlie3end wurde bei 37 °C tber Nacht

inkubiert.

5.2.2.6 Kolonie-PCR
Die Durchfiihrung einer Kolonie-PCR erméglicht eine Uberpriifung hinsichtlich potentiell
positiver Klone in Bezug auf die einzubringende DNA.

Dafur wurden unter sterilen Bedingungen Bakterienkolonien mit einer Pipettenspitze auf eine
Masterplatte Gbertragen. Anschliefend wurden Koloniereste von der Pipettenspitze in ein mit
10 pL demineralisiertem Wasser beftlltes 0,2 mL Reaktionsgefall aufgenommen. Nach einer
zehnmindtigen Inkubation der Kolonien bei 95 °C wurden die Bakteriensuspensionen in
einer Perfect Spin Mini Zentrifuge mit 2000 x g fir 20 s abzentrifugiert. Fur den PCR-Ansatz
(Tabelle 5.12) wurden 2 pL des Uberstandes verwendet.
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Tabelle 5.12 Zusammensetzung der Kolonie-PCR.

Reagenz Volumen
10 x DreamTaqg Reaction Buffer 2 ul
dNTP-Mix (je 2,5 mM) 1,6 pL
Primer (10 uM) 0,5 pL
Primer (10 uM) 0,5 uL
DreamTag DNA Polymerase (5 U pL?) 0,2 uL
Bakteriensuspension 2 ul
H20 ad 20 pL

Tabelle 5.13 Temperaturprofil der Kolonie-PCR.

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]

Initiale Denaturierung 95 60
Denaturierung 95 30
Primer-Anlagerung X 30 x 35
Elongation 72 60 / kb

Finale Elongation 72 600

5.2.2.7 Aufreinigung von DNA aus Plasmidpraparation und nach enzymatischen
Reaktionen

Die Plasmidpraparationen erfolgten ausschlieBlich aus E. coli. Fur Klonier- und
Sequenzierungsarbeiten sowie fir Kontrollversuche, wie die Linearisierung durch
Restriktionsendonukleasen, wurde die Plasmid-DNA mittels innuPREP Plasmid Kit 2.0-
System (Analytik Jena, Jena) gereinigt. Fir die DNA Aufreinigung nach enzymatischen
Reaktionen, wie PCR oder Restriktionsverdau, wurde das innuPREP DOUBLEpure Kit von
Analytik Jena (Jena) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden nach dem mitgelieferten
Protokoll durchgefuhrt. Lediglich die Elution erfolgte in unterschiedlichen Volumina.

5.2.2.8 Horizontale Gelelektrophorese

Um DNA Fragmente nach ihrer Grofl3e aufzutrennen, wurden diese mittels horizontaler
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurden entweder 1 %ige oder 0,8 %ige Agarosegele
angefertigt. Fur die Herstellung der Agarosegele wurde die Agarose in 1 x TAE-Puffer
(Tabelle 5.1) aufgekocht und anschliefend polymerisiert. Wurde RotiSafe™ (Tabelle 5.1)
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verwendet, musste dies vor dem Polymerisieren des Gels hinzugegeben werden. Als

Laufpuffer wurde ebenfalls 1 x TAE-Puffer verwendet.

5.2.2.9 Mengenbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren musste zum einen fiir Klonierungsschritte sowie fur
Sequenzierungen bestimmt werden. Die Messung erfolgte mittels Eppendorf
BioSpectrometer kinetic (Eppendorf, Hamburg). Fir die Messung wurden 1,5 pL der
gelosten DNA eingesetzt. Die Messung der Probe erfolgte bei einer Wellenlédnge von 260
nm. Des Weiteren wurden die Absorptionen bei 230 nm und 280 nm gemessen. Die
Quotienten aus den beiden Absorptionswerten mit dem Wert der Messung bei 260 nm geben

einen Ruckschluss auf den Grad der Verunreinigung der Probe.

5.2.2.10 Amplifizierung der Zielgene (gene fishing)
Fur die Isolierung der mRNA wurden 200 mg Mycel aus der Submerskultivierung mittels
Zentrifugation vom Kuluriiberstand getrennt.

Die Isolierung der RNA wurde mit dem innuSPEED Bacteria/Fungi RNA Kit (Analytik Jena)
nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt. Die anschlieBende Synthese der cDNA erfolgte
mit der FastGene Reverse Transcriptase (Nippon genetics) mit einem 3° oligo dT Primer.
Die Synthese wurde nach dem Standardprotokoll bei 48 °C durchgefuhrt. Alle
anschlieBenden PCRs wurden mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
scientific) durchgefiihrt (Tabelle 5.14, Tabelle 5.15). Die PCR-Produkte wurden, wie in 5.2.2.7
beschrieben, gereinigt und fur 12 h bei 4 °C in pUC57-Vektor kloniert, welcher mittels
EcoRV linearisiert wurde.
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Tabelle 5.14 Zusammensetzung der PCR.

Reagenz

Volumen

5 x HF Reaction Buffer
dNTP-Mix (je 2,5 mM)
Primer (10 puM)
Primer (10 uM)

5 ul
1,6 uL
1L
1L

Phusion DNA Polymerase (5 U pL™) 0,2 uL

cDNA 1pl
H20 ad 20 pL
Tabelle 5.15 Temperaturprofil der PCR.

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 98 30
Denaturierung 98 10
Primer-Anlagerung X 30 x 35
Elongation 72 30/ kb
Finale Elongation 72 300

5.2.2.11 Bioinformatische Arbeiten

Fur die Auswertung der erhaltenen Daten wurden die in der Tabelle 5.16 aufgelisteten

Programme und Web Tools verwendet.

Tabelle 5.16 verwendeten Programme und Web Tools fur bioinformatische Arbeiten.

Software Anbieter Verwendung
SnapGene 4.1 GSL Biotech Visualisierung, Aufbereitung von
Vektorkarten, Primerdesign, in
silico-Klonierung
Intas 3.39.2 INTAS Science Imaging Geldokumentation
Instruments GmbH
Blast National Center for Sequenzanalyse
Biotechnology Information
LAlign h.EMBnet.org Alignment von Sequenzen
Clustal omega https://www.ebi.ac.uk Alignment von Sequenzen
I-TASSER University of Michigan Protein-Strukturvorhersage

UCFS Chimera 1.11.2  University of California

Visualisierung Proteinstrukturen
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5.2.3 Expressionsversuche in K. phaffii

Die Expressionskonstrukte wurden auf Basis der pPIC9 und des pHIL-S1 Vekorsystems
erstellt. Dafiir wurde den Vorwirtsoligonukleotiden am 5° Ende die Sequenz der
Restriktionssschnittstelle EcoRI und dem Ruckwartsoligonukleotid fir die Sequenz der
Restriktionsschnittstelle  Notl am 5° Ende angehédngt. Zusitzliche wurden allen
Oligonukleotiden vor den Restriktionsschnittstellen die Uberhange GAAT hinzugefiigt.
Nach der Plasmidisolation (5.2.2.7) wurde diese entweder mit Sacl oder Avrll linearisiert und
gereinigt. Fur die Transformation wurde jeweils 1 pg linearisiertes Plasmid (5.2.2.9)

verwendet.

Kompetente K. phaffii-Zellen wurden mit einer Elektroporation von 2000 V fir 5 ms
(MicroPulser Electroporator, Bio-Rad, Hercules, Kalifornien) entsprechend dem Protokoll
von Lin-Cereghino et al. (2005) transformiert. Die Selektion erfolgte auf His™-Platten, welche
fuir 48 bis 72 h bei 28 °C inkubiert wurden.

Das Screening der K. phaffii-Transformanten wurde in 96-deep-well-Platten durchgefihrt.
Fur die Vorkultur wurden die Zellen einzeln in die Vertiefungen der Platte tberfihrt und in
600 pL YPD-Medium bei 28 °C und 320 UpM fur 72 h kultiviert. Nach einer Zentrifugation
fur 10 min bei 2000 x g wurden das Medium entfernt und durch 600 pL BMMY mit 1 %
(v/v) Methanol ersetzt. Die Zellen wurden fur 96 h bei 20 °C und 320 UpM kultiviert. Fur
die tagliche Probenahme wurden die Zellen wie oben beschrieben zentrifugiert. Nach der

Entnahme der Probe wurde den Zellen frisches Medium mit 1 % (v/v) Methanol hinzugefiigt.
5.2.4 CRISPR/Cas9

Fur die CRISPR-Experimente wurde der A. oryzae Stamm NSAR1 gewahlt. Dabei handelt
es sich um eine vierfach auxotrophe Mutante (niaD", sC, argB-, adeA"). Alle im Folgenden

beschriebenen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefthrt.

5.2.4.1 Kultivierung und Lagerung von A. oryzae

Die kurzeitige Lagerung des Stammes erfolgte auf DPY-Platten (20 g L™ Dextrin aus
Kartoffelstarke, 10 g L™ Polypepton, 5 g L Hefeextrakt, 5 g L™t KH2PO4, 0,5 g Lt MgSOs,,
20 g L Agar-Agar). Die Platten wurden fiir sechs bis acht Tage bei 28 °C inkubiert und
danach bei 4 °C gelagert. Fur die Langzeitlagerung wurden Konidien einer bewachsenen

Masterplatte in 2-3 mL Wasser suspendiert und zu gleichen Teilen mit 70 %igem sterilen
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Glycerin vermischt und mit fliissigem Stickstoff gefroren, Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
Fur Transformationen bzw. erneute Kultivierung der bei -80 °C gelagerten Proben wurden
250 pL der Glycerolkultur auf DPY-Platten ausplattiert und bei 28 °C fiir sechs Tage

kultiviert.

5.2.4.2 Transformation von A. oryzae und Selektion der Transformanten

Fur die Transformation wurden Konidien von bewachsenen und sporulierenden DPY -Platten
in 50 mL GN-Medium dberfiihrt (20 g L™ Glucose, 10 g L™ Fleischextrakt, 5 g L*
Hefeextrakt, 10 g L™t NaCl, pH 7,5) und Gber Nacht bei 28 °C in einem Schikanekolben
schuttelnd inkubiert. Die gekeimten Konidien wurden mit einer sterilen Gaze (Miracloth,
Merck Millipore) gefiltert. AnschlieRend erfolgte die Protoplastierung. Dazu wurden die
gefilterten Konidien in 10 mL Protoplastierungsldsung (10 mg mL™ Lysing Enzymes from
Trichoderma harzianum, Sigma Aldrich L1412) aufgenommen und in ein 50 mL
ReaktionsgefaR Uberflihrt. Nach einer Inkubation von 3 h bei RT und unter leichtem
Schwenken, wurden die Protoplasten wiederum filtriert. Das Filtrat wurde bei 3000 x g fiir 5
min zentrifugiert, um die Protoplasten zu pelletieren. Die Protoplasten wurden schrittweise
in Lésung 1 (0,8 M NaCl, 10 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCL, pH 7,5) resuspendiert. Die
Konzentration und die Qualitat der Protoplasten wurden mikroskopisch Uberprift. Pro
Transformationsansatz wurden 100 pL der Protoplasten mit 5 pg Plasmid gemischt und fur
20 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Zugabe von 1 mL Lésung 2 (60 % (w/v) PEG 4000,
0,8 M NaCl, 10 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5) und eine erneute Inkubation bei RT
fiir 20 min. Der Transformationsansatz wurde in 5 mL geschmolzenem Top-Medium CZD/S
(30 g Lt Saccharose, 1 g L' K;HPO4, 0,59 LTKCI, 3 g LTNaNOs, 0,5 g L1 MgSO4, 0,01 g
L FeSO4, 1 M Sorbitol, 0,5 g L™t Adenin, 1.5 g L™ Methionin, 1 g L™* (NH4)2S04, 8 g L
Agar-Agar) aufgenommen und auf CZD/S-Platten (30 g L™ Saccharose, 1 g Lt K;HPO4, 0,5
g L'TKCI, 3gLtNaNOs, 0,5 g LT MgS0O4, 0,01 g L FeSQO4, 1 M Sorbitol, 0,5 g L™t Adenin,
1.5 g Lt Methionin, 1 g L™ (NH4)2SO4, 15 g Lt Agar-Agar) tberfiihrt. Nach einer Inkubation
bei 28 °C fur bis zu funf Tage wurden die Transformanten auf neue CZD/S-Platten tberflhrt

und vereinzelt. Diese Prozedur wurde ein weiteres Mal wiederholt.

5.2.4.3 Vektordesign und Verifizierung von CRISPR-Ereignissen

Sowohl der Vektor als auch die experimentelle Durchfiihrung wurden von Ngdvig et al.
(2015) adaptiert. Der verwendete Vektor (Abbildung 5.5) tragt eine HygromycinB-Resistenz,
um die Transformanten zu selektieren. Die Cas9-Endonuklease ist fur Aspergillus niger

Codon-optimiert. Die guide RNA (sgRNA) ist dahin gehend optimiert, dass diese an den
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Enden Loop-Strukturen (hammerhead structures) ausbildet, welche von Ribozymen erkannt
und prozessiert werden. Der Expressionsvektor muss im Bereich des Protospacers an die

Zielsequenz angepasst werden.

pFC334
16,506 bp

B\
e
toe (nigy SR

Plef (nid)| | S S

. __""'from protospacer for HH cleavage
Hammerhead ribozyme
HDV ribozyme from protospacer for HH cleavage

Abbildung 5.5 pFC334 Vektor. Hervorgehoben sind die Bereiche des Protospacers und die
strukturgebenden Sequenzbereiche der guide RNA.

Fur die Vorhersage der Protospacer-Sequenz wurde die Software E-CRISP (http://www.e-
crisp.org/E-CRISP/) verwendet. Da zum Zeitpunkt des Versuchs kein A. oryzae Genom zur
Verfligung stand, wurde das Genom von A. niger (Aspergillus niger CADRE.31) als
Grundlage verwendet. Zwei vorgeschlagene Protospacer-Sequenzen konnten fiir das Gen der
wirtseigenen a-Amylase verwendet werden, sodass zwei Vektorkonstrukte erstellt wurden.
Die verwendeten Oligonukleotide waren zum einen 5¢
GCGGACTGGCGATCGCAATCGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG

GCT 3° und 5° GACGAGCTTACTCGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGGCG
GACCGGTGATGTCTGCTCAAGCGGGGT 3° sowie fur das zweite Konstrukt 5°
GAGATGCCTACCATGGCTACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG

GCT 3°. Die Protospacer-Sequenzen sind unterstrichen markiert. Die PCR-Bedingungen, die

anschlieBende Phosphorylierung sowie Ligation und Transformation der E. coli-Zellen
wurden der zweiten EMP-Klonierung von Ulrich et al. (2012) angepasst.

Nach der Transformation und Selektion (5.2.4.2) wurde gDNA isoliert und mittels PCR das
Zielgen amplifiziert. Dazu wurden die Oligonukleotide 5° GATTCTGCTGTCTCGGCT 3¢
und 5° ATATCGTGCCTCTCCTGC 3° verwendet. Die PCR Produkte (5.2.2.10) wurden
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gereinigt (5.2.2.7) und extern sequenziert. Die Sequenzierungsergebnisse wurden in

SnapGene an das Zielgen alignt, um Deletionen zu identifizieren.
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7. Anhang

a-Amylase aus Fomes fomentarius (Ffo)

DNA-Sequenz (Signalpeptidsequenz unterstrichen) :

ATGTCTCCTTGGTCCAAGCTTGTTGGGCTCACGAGCCTCGGCGCCCTGTTCTCAGCCGCTG
GCGCTGCGCCGTTCCTCCGTTCGACTGACGGTCACTCGTTGGCTGCCCGCGCTCCTTCCAC
AAACAAAACGGTCATCGTCCAGATATTCGAGTGGTCATGGGACAGCGTCGCCACCGAGTGC
ACCAACTTCATCGGGCCTGCCGGGTATGGGTTTGTTCAAGTGAGCCCTCCGGCGGAGCACA
TCCAGGGCAGTCAATGGTGGACGGACTACCAGCCGGTCTCATACACGCTCACCTCCAAGCG
TGGCAATCGCGACCAATTTGCGAACATGATCAATACCTGCCATGCCGCCGGTGTTGGTGTC
ATCGTTGACACTATTTGGAACCACATGGCCGGCGTCGAATCTGGCACGGGCGTTGCTGGGT
CCTCCTTTACGCACTACAACTACCCAGGCATCTATCAAACCCAGGATTTCCATCACTGCGG
CCTTACCAGCGGTGACGACATCGTCGACTACTCTAGCCGAGCTCAAGTCCAAACGTGTGAG
CTTGTCAACCTTGCCGACCTCGCAACTGATACCGAGTACGTTCGGAGCCGCCTTGCTGCGT
ACGGAAACGACCTCTTGTCGCTGGGCGCCGATGGCTTCCGTCTCGACGCCGCGAAACATAT
CGCTACTGGTGACATTGCCAACATCTTGTCGAGGTTGAACTCTACCCCATATATCTCGCAA
GAGGTCATTTATGGCGCTGGCGAGCCGGTCACTCCTAGCGAATACACCGGCAATGGTGATG
TCCAGGAATTCCGGTACACCTCGGCTATAAAGGATGCTTTCCTAAACGGCGATATCTCCAG
CCTTCAAAGTTTTGACAATCGCGGTTGGGTGGCAGGCTCAGGCGCGAATGTGTTCGTCGTA
AACCATGACACGGAAAGGAACGGCGATTCGCTCAATAACAATTCTCCCTCCAACACCTATG
TCACTGCTACGATCTTCTCGCTTGCGCATCCATATGGTACACCGACGATCCTGTCCAGCTA
CAGTGGCTTCACCAATACCGATGCTGGTGCACCCAATGGTGGGGCTGGGACGTGCTCAGGC
AGCGGTGGATCGAACGGATGGCTGTGTCAGCACCGTTGGACCGCGTTTGCCGGCATGGTTG
GCTTCAGGAACAACGTCGGCAACGCGGCGCTTACCAACTGGCAGTCACCTCAAGGTCGACA
GATCGCCTTTGGTCGCGGCGCATTGGGCTTTGTCGCTATCAATAACGACGACTCTGCTTGG
TCGACGACGTTCACGACTCAGCTTCCCGACGGCTCATACTGCGATGTTGTCAGTGGCGCGT
CTTCTGGAGGCAACTGCTCCGGTACATCCATCACCGTCTCTGGCGGTTCGTTCAGCGCGAC
GGTGCCTGCGAGAAGCGCCGTCGCGATCCACACCGGCGCGAAGGGCAGTAGCAACAALCGGC
GGTGGCGGCGGAGaAaCAACGTCACTGTAAACTTCTCTGTAACCGCCACAACCACATTCGGCG
AGAACATCTTCCTCGTCGGAAGCATTTCACAGCTCGGAAGCTGGAACGCCGCGAACGCCAT
CGCATTGTCTTCTGCTTCGTACCCGACGTGGACCGTGTCGGTCAGCATTCCCGCAAGCACT
ACCTTTGAGTACAAATTCATCAGGAAAGAGACTGATGGAAGCATCGTGTGGGAGTCCGATC
CCAACCGTTCTGCCACAACCCCCTCTGCGGGTACTCAGAATCTTTCCTCTTCCTGGAGATA
A

Aminosdure-Sequenz (Signalpeptid unterstrichen, MS-Hit rot):

MSPWSKLVGLTSLGALFSAAGAAPFLRSTDGHSLAARAPSTNKTVIVQIFEWSWDSVATEC
TNFIGPAGYGEFVQVSPPAEHIQGSQWWTDYQPVSYTLTSKRGNRDQFANMINTCHAAGVGV
IVDTIWNHMAGVESGTGVAGSSFTHYNYPGIYQTQDFHHCGLTSGDDIVDYSSRAQVQTCE
LVNLADLATDTEYVRSRLAAYGNDLLSLGADGFRLDAAKHIATGDIANILSRLNSTPYISQ
EVIYGAGEPVTPSEYTGNGDVQEFRYTSATIKDAFLNGDISSLOSFDNRGWVAGSGANVEVV
NHDTERNGDSLNNNSPSNTYVTATIFSLAHPYGTPTILSSYSGETNTDAGAPNGGAGTCSG
SGGSNGWLCOQHRWTAFAGMVGERNNVGNAALTNWOSPOQGROIAFGRGALGEVAINNDDSAW
STTEFTTQLPDGSYCDVVSGASSGGNCSGTSITVSGGSESATVPARSAVAIHTGAKGSSNNG
GGGGDNVTVNFESVTATTTEFGENIFLVGSISQLGSWNAANATALSSASYPTWTVSVSIPAST
TFEYKFIRKETDGSIVWESDPNRSATTPSAGTONLSSSWR*

Aligments:



Anhang

Auf DNA- Ebene:

>>LCI (1770 nt)
Waterman-Eggert score: 8724; 1827.3 bits; E(1) < 0
99.0% identity (99.0% similar) in 1782 nt overlap (1-1782:1-1770)

10 20 30 40 50 60

JGI ATGTCTCCTTGGTCCAAGCTTGTTGGGCTCACGAGCCTCGGCGCCCTGTTCTCAGCCGCT
ICI ATGTCTCCTTGGTCCAAGCTTGTTGGGCTCACGAGCCTCGGCGCCCTGTTCTCAGCCGCT
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120

JGI GGCGCTGCGCCGTTCCTCCGTTCGACTGACGGTCACTCGTTGGCTGCCCGCGCTCCTTCC
LCI GGCGCTGCGCCGTTCCTCCGTTCGACTGACGGTCACTCGTTGGCTGCCCGCGCTCCTTCC
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180

JGI ACAAACAAAACGGTCATCGTCCAGATATTCGAGTGGTCATGGGACAGCGTCGCCACCGAG
ICI ACAAACAAAACGGTCATCGTCCAGATATTCGAGTGGTCATGGGACAGCGTCGCCACCGAG
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240

JGI TGCACCAACTTCATCGGGCCTGCCGGGTATGGGTTTGTTCAAGTGAGCCCTCCGGCGGAG
ICI TGCACCAACTTCATCGGGCCTGCCGGGTATGGGTTTGTTCAAGTGAGCCCTCCGGCGGAG
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300

JGI CACATCCAGGGCAGTCAATGGTGGACGGACTACCAGCCGGTCTCATACACGCTCACCTCC
ICI CACATCCAGGGCAGTCAATGGTGGACGGACTACCAGCCGGTCTCATACACGCTCACCTCC
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

JGI AAGCGTGGCAATCGCGACCAATTTGCGAACATGATCAATACCTGCCATGCCGCCGGTGTT
ICI AAGCGTGGCAATCGCGACCAATTTGCGAACATGATCAATACCTGCCATGCCGCCGGTGTT
310 320 330 340 350 360

370 380 390 400 410 420

JGI GGTGTCATCGTTGACACTATTTGGAACCACATGGCCGGCGTCGAATCTGGCACGGGCGTT
ICI GGTGTCATCGTTGACACTATTTGGAACCACATGGCCGGCGTCGAATCTGGCACGGGCGTT
370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480

JGI GCTGGGTCCTCCTTTACGCACTACAACTACCCAGGCATCTATCAAACCCAGGATTTCCAT
LCI GCTGGGTCCTCCTTTACGCACTACAACTACCCAGGCATCTATCAAACCCAGGATTTCCAT
430 440 450 460 470 480

490 500 510 520 530 540

JGI CACTGCGGCCTTACCAGCGGTGACGACATCGTCGACTACTCTAGCCGAGCTCAAGTCCAA
LCI CACTGCGGCCTTACCAGCGGTGACGACATCGTCGACTACTCTAGCCGAGCTCAAGTCCAA
490 500 510 520 530 540

550 560 570 580 590 600



Anhang

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ACGTGTGAGCTTGTCAACCTTGCCGACCTCGCAACTGATACCGAGTACGTTCGGAGCCGC

ACGTGTGAGCTTGTCAACCTTGCCGACCTCGCAACTGATACCGAGTACGTTCGGAGCCGC
550 560 570 580 590 600

610 620 630 640 650 660
CTTGCTGCGTACGGAAACGACCTCTTGTCGCTGGGCGCCGATGGCTTCCGTCTCGACGCC

CTTGCTGCGTACGGAAACGACCTCTTGTCGCTGGGCGCCGATGGCTTCCGTCTCGACGCC
610 620 630 640 650 660

670 680 690 700 710 720
GCGAAACATATCGCTACTGGTGACATTGCCAACATCTTGTCGAGGTTGAACTCTACCCCA

GCGAAACATATCGCTACTGGTGACATTGCCAACATCTTGTCGAGGTTGAACTCTACCCCA
670 680 690 700 710 720

730 740 750 760 770 780
TATATCTCGCAAGAGGTCATTTATGGCGCTGGCGAGCCGGTCACTCCTAGCGAATACACC

TATATCTCGCAAGAGGTCATTTATGGCGCTGGCGAGCCGGTCACTCCTAGCGAATACACC
730 740 750 760 770 780

790 800 810 820 830 840

GGCAATGGTGATG--TCCAGGA-—-—-=-—————— ATTCCGGTACACCTCGGCTATAAAGGAT

790 800 810 820
850 860 870 880 890 900

GCTTTCCTAAACGGCGATATCTCCAGCCTTCAAAGTTTTGACAATCGCGGTTGGGTGGCA

GCTTTCCTAAACGGCGATATCTCCAGCCTTCAAAGTTTTGACAATCGCGGTTGGGTGGCA
830 840 850 860 870 880

910 920 930 940 950 960
GGCTCAGGCGCGAATGTGTTCGTCGTAAACCATGACACGGAAAGGAACGGCGATTCGCTC

GGCTCAGGCGCGAATGTGTTCGTCGTAAACCATGACACGGAAAGGAACGGCGATTCGCTC
890 900 910 920 930 940

970 980 990 1000 1010 1020
AATAACAATTCTCCCTCCAACACCTATGTCACTGCTACGATCTTCTCGCTTGCGCATCCA

AATAACAATTCTCCCTCCAACACCTATGTCACTGCTACGATCTTCTCGCTTGCGCATCCA
950 960 970 980 990 1000

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TATGGTACACCGACGATCCTGTCCAGCTACAGTGGCTTCACCAATACCGATGCTGGTGCA

TATGGTACACCGACGATCCTGTCCAGCTACAGTGGCTTCACCAATACCGATGCTGGTGCA
1010 1020 1030 1040 1050 1060

1090 1100 1110 1120 1130 1140
CCCAATGGTGGGGCTGGGACGTGCTCAGGCAGCGGTGGATCGAACGGATGGCTGTGTCAG

CCCAATGGTGGGGCTGGGACGTGCTCAGGCAGCGGTGGATCGAACGGATGGCTGTGTCAG
1070 1080 1090 1100 1110 1120

1150 1160 1170 1180 1190 1200
CACCGTTGGACCGCGTTTGCCGGCATGGTTGGCTTCAGGAACAACGTCGGCAACGCGGCG



Anhang

ICI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

CACCGTTGGACCGCGTTTGCCGGCATGGTTGGCTTCAGGAACAACGTCGGCAACGCGGCG
1130 1140 1150 1160 1170 1180

1210 1220 1230 1240 1250 1260
CTTACCAACTGGCAGTCACCTCAAGGTCGACAGATCGCCTTTGGTCGCGGCGCATTGGGC

CTTACCAACTGGCAGTCACCTCAAGGTCGACAGATCGCCTTTGGTCGCGGCGCATTGGGC
1190 1200 1210 1220 1230 1240

1270 1280 1290 1300 1310 1320
TTTGTCGCTATCAATAACGACGACTCTGCTTGGTCGACGACGTTCACGACTCAGCTTCCC

TTTGTCGCTATCAATAACGACGACTCTGCTTGGTCGACGACGTTCACGACTCAGCTTCCC
1250 1260 1270 1280 1290 1300

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GACGGCTCATACTGCGATGTTGTCAGTGGCGCGTCTTCTGGAGGCAACTGCTCCGGTACA

GACGGCTCATACTGCGATGTTGTCAGTGGCGCGTCTTCTGGAGGCAACTGCTCCGGTACA
1310 1320 1330 1340 1350 1360

1390 1400 1410 1420 1430 1440
TCCATCACCGTCTCTGGCGGTTCGTTCAGCGCGACGGTGCCTGCGAGAAGCGCCGTCGCG

TCCATCACCGTCTCTGGCGGTTCGTTCAGCGCGACGGTGCCTGCGAGAAGCGCCGTCGCG
1370 1380 1390 1400 1410 1420

1450 1460 1470 1480 1490 1500
ATCCACACCGGCGCGAAGGGCAGTAGCAACAACGGCGGTGGCGGCGGAGGCAACGTCACT

ATCCACACCGGCGCGAAGGGCAGTAGCAACAACGGCGGTGGCGGCGGAGACAACGTCACT
1430 1440 1450 1460 1470 1480

1510 1520 1530 1540 1550 1560
GTAAACTTCTCTGTAACCGCCACAACCACATTCGGCGAGAACATCTTCCTCGTCGGAAGC

GTAAACTTCTCTGTAACCGCCACAACCACATTCGGCGAGAACATCTTCCTCGTCGGAAGC
1490 1500 1510 1520 1530 1540

1570 1580 1590 1600 1610 1620
ATTTCACAGCTCGGAAGCTGGAACGCCGCGAACGCCATCGCATTGTCTTCTGCTTCGTAC

ATTTCACAGCTCGGAAGCTGGAACGCCGCGAACGCCATCGCATTGTCTTCTGCTTCGTAC
1550 1560 1570 1580 1590 1600

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CCGACGTGGACCGTGTCGGTCAGCATTCCCGCAAGCACTACCTTTGAGTACAAATTCATC

CCGACGTGGACCGTGTCGGTCAGCATTCCCGCAAGCACTACCTTTGAGTACAAATTCATC
1610 1620 1630 1640 1650 1660

1690 1700 1710 1720 1730 1740
AGGAAAGAGACTGATGGAAGCATCGTGTGGGAGTCCGATCCCAACCGTTCTGCCACAACC

AGGAAAGAGACTGATGGAAGCATCGTGTGGGAGTCCGATCCCAACCGTTCTGCCACAACC
1670 1680 1690 1700 1710 1720

1750 1760 1770 1780
CCCTCTGCGGGTACTCAGAATCTTTCCTCTTCCTGGAGATAA

CCCTCTGCGGGTACTCAGAATCTTTCCTCTTCCTGGAGATAA
1730 1740 1750 1760 1770



Anhang 89

a-Amylase aus Fomitopsis pinicola (Fpi)

DNA-Sequenz (Signalpeptidsequenz unterstrichen) :

ATGTGGGGCAGCCTTCTCGCAGCCTCTGCcCTCGEGGCTTCCGCGCTTGCTGCGACTACGG
CGGAaTGGCAGCAaACGCTCGATCTACCAGCTCGTCACGGATAGATTCGCgACCTCGGACGG
CTCgTCGCCCGCTTGCGACACCGGCGATCGCGTGTATTGTGGCGGGTCGTGGCAGGGYGTC
ATCAATAAGCTGGATTACATCCAGTACATGGGCTTCGACGCCaAaTCTGGATETCACCAGTCG
TGAAGAACCTAGAAGGCAGCACGGGAGATGGCTACTCGTACCATGGATACTGGGCGGTCGA
CCAGAACTCGGTCAACGAGCACTTCGGCACTGCAGACGALCTGAATGCCCTTAGCAGCGCG
TTGCACGCGCGCGGGATGTACCTGATGGTCGACGTCGTCGTGAACCACATGGCGGCCAACA
CGCTCCCGCCGGACTACTCGACCTTCACGCCGTTCAGCECCGAGTCGGACTTCCACACCTT
CTGCTGGATCACGGACTACgACAACCAGACGAACGTCGAGCAGTGCTGGCTCGGCGACTCG
AGCGTGCCGCTCGCGGACTGCGACACCGAGGCTgACAACGTcaTCGACTTCTTCTACAACT
GGATCGGCGAGCTCCGCGCGAACTACACTGTGGATGGETTCAGGATCGACACGCTGAAGCA
TGTCAGGCAGACGTTCTGGCCaGALtTTCCAGACCAACGCGGGCGTGTACGCCGTCGGTGAG
GTCTTTGACGGCGACGTGAACTALGTTTCGCCCTACACTGAGGTtATCGACGGAGTGTTGG
ACTACCCGACGTACTATCAGCTCACCTCCGCCTTCGAGTCCACCAGCGGCTCAATTCAGAA
CCTCGTCGACGTGATTCAGTCTGCGCAGTCcACTTACTCCACGALGCTCTTCCAAGTCGCG
ACgTTcCTCGAGAACCAGGACAACCCGCGGTTCCAGAGTcTTACCACEGALCAAGGCCTaG
TGAAGAACGCGATGgCgTGGCCGTTtATCGCGGATGGCATCCCCATECTEtTACTACGGTCA
GGAGCAAGGCTACACTGGCGGCAACGACCCCGATAACCGTGAAGCGCTGTGGCTGTCCGGA
TACGAGGAAAACAAGCCELCTCGTGCAGCACGCCCGCATCCTCAACGCTGCCCGCAAGGCCG
CCATCGCCGCCAGCAGCAGCTTCCTCTCCACCGCCGTGACCTTCCCGTcGGTGGGCAGCAA
CACGCTCGCCGCGTCcAAATACCCGCTGCTCTCGCTCCTGACCAACGTAGGCGCAAGCGGC
AtGCCcGLTTGGGACGTCTCCTCGGGAACGGGATACGACGAGGGCACGGAGCTGATTGALG
CGCTCACGTGCACGACGTACACCGCTGYGAGCAGCGGCAGCGTGAGCGTCACGGGCAGTAG
CGGgGACCCCGTCATCCTGCTcCCGACGAGCGCATACAACGCGTCGTACTGCAGCGAGCTG
ACGGGCACGgACTCGACCGGCAGCTCGGACACGGTgTCGGTGACGTTCGAGGTGGAGTACA
ACACGACGTACGGCGAGAATTTGTATCTCACCGGCTCCGTCtCTGAGCTCGTGGACTGGTC
CGTCGAtGACGCaCTCCTtATGTCGTCCGCcGACTACCCGACCTGGAGCcTGACGGTGGAC
CTCCCCCCGAGCACGGCGATCCAGTACAAGTALCTgACGAAGTACAATGGCGACGTCACGT
GGGAGGACGACCCCAACAACGAGCTCACGACgCCtGCGAGCGGCTCCGTCACGCAGAGCGA
CAGCTGGCATTGA

AS-Sequenz (Signalsequenz unterstrichen, MS-Hit rot markiert) :

MWGSLLAASALVASALAATTAEWQORSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTGDRVYCGGSWQGV
INKLDYIQYMGEFDAIWISPVVKNLEGSTGDGYSYHGYWAVDONSVNEHFGTADDLNALSSA
LHARGMYLMVDVVVNHMAANTLPPDYSTFTPFSSESDFHTFCWITDYDNQTNVEQCWLGDS
SVPLADCDTEADNVIDFFYNWIGELRANYTVDGFRIDTLKHVROQTFWPDFQTNAGVYAVGE
VFDGDVNYVSPYTEVIDGVLDYPTYYQLTSAFESTSGSIQNLVDVIQSAQSTYSTMLEQVA
TEFLENQODNPRFQSLTTDQGLVKNAMAWPFIADGIPILYYGQEQGYTGGNDPDNREALWLSG
YEENKPLVQHARTILNAARKAATAASSSFLSTAVTFPSVGSNTLAASKYPLLSLLTNVGASG
MPVWDVSSGTGYDEGTELIDALTCTTYTAGSSGSVSVIGSSGDPVILLPTSAYNASYCSEL




Anhang 90

TGTDSTGSSDTVSVIFEVEYNTTYGENLYLTGSVSELVDWSVDDALLMSSADYPTWSLTVD
LPPSTATIQYKYLTKYNGDVTWEDDPNNELTTPASGSVTQSDSWH*

Alignments:

>>LCI 1782 bp (1782 nt)
Waterman-Eggert score: 8316; 441.0 bits; E(1l) < 5.7e-127
96.3% identity (96.3% similar) in 1782 nt overlap (1-1782:1-1782)

10 20 30 40 50 60

JGI ATGTGGGGCAGCCTTCTCGCAGCCTCTGCGCTCGCGGCTTCCGCGCTTGCTGCGACTACG
LCI ATGTGGGGCAGCCTTCTCGCAGCCTCTGCCCTCGTGGCTTCCGCGCTTGCTGCGACTACG
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120

JGI GCGGAGTGGCAGCAGCGCTCGATCTACCAGCTCGTCACGGATAGGTTCGCCACCTCGGAT
LCI GCGGAATGGCAGCAACGCTCGATCTACCAGCTCGTCACGGATAGATTCGCGACCTCGGAC
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180

JGI GGCTCATCGCCCGCTTGCGACACCGGCGATCGCGTGTATTGTGGTGGGTCGTGGCAGGGT
ICI GGCTCGTCGCCCGCTTGCGACACCGGCGATCGCGTGTATTGTGGCGGGTCGTGGCAGGGG
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240

JGI GTCATCAATAAGCTGGATTACATCCAGTACATGGGCTTCGACGCCGTCTGGATCTCACCA
ICI GTCATCAATAAGCTGGATTACATCCAGTACATGGGCTTCGACGCCATCTGGATTTCACCA
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300

JGI GTCGTGAAGAACCTAGAAGGGAGCACGGGAGATGGCTACTCGTACCATGGATACTGGGCG
ICI GTCGTGAAGAACCTAGAAGGCAGCACGGGAGATGGCTACTCGTACCATGGATACTGGGCG
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

JGI GTCGACCAGAACTCGGTCAACGAGCACTTCGGCACTGCAGACGACCTGAATGCCCTTAGT
LCI GTCGACCAGAACTCGGTCAACGAGCACTTCGGCACTGCAGACGATCTGAATGCCCTTAGC
310 320 330 340 350 360

370 380 390 400 410 420

JGI AGCGCGTTGCACGCGCGCGGGATGTACCTGATGGTCGATGTCGTCGTGAACCACATGGCG
LCI AGCGCGTTGCACGCGCGCGGGATGTACCTGATGGTCGACGTCGTCGTGAACCACATGGCG
370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480

JGI GCCAACACGCTCCCGCCGGACTACTCGACCTTCACGCCGTTCAGCGCCGAGTCGGACTTC
LCI GCCAACACGCTCCCGCCGGACTACTCGACCTTCACGCCGTTCAGCTCCGAGTCGGACTTC
430 440 450 460 470 480

490 500 510 520 530 540

JGI CACACCTTCTGCTGGATCACGGACTACAACAACCAGACGAACGTCGAGCAGTGCTGGCTC



Anhang

ICI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

CACACCTTCTGCTGGATCACGGACTACGACAACCAGACGAACGTCGAGCAGTGCTGGCTC
490 500 510 520 530 540

550 560 570 580 590 600
GGCGACTCGAGCGTGCCGCTCGCGGACTGCGACACGGAGGCTAACAACGTGGTCGACTTC

GGCGACTCGAGCGTGCCGCTCGCGGACTGCGACACCGAGGCTGACAACGTCATCGACTTC
550 560 570 580 590 600

610 620 630 640 650 660
TTCTACAACTGGATCGGCGAGCTCCGCGCGAACTACACTGTGGATGGCTTCAGGATCGAC

TTCTACAACTGGATCGGCGAGCTCCGCGCGAACTACACTGTGGATGGTTTCAGGATCGAC
610 620 630 640 650 660

670 680 690 700 710 720
ACGCTGAAGCATGTCAGGCAGACGTTCTGGCCGGACTTCCAGACTAACGCGGGCGTGTAC

ACGCTGAAGCATGTCAGGCAGACGTTCTGGCCAGATTTCCAGACCAACGCGGGCGTGTAC
670 680 690 700 710 720

730 740 750 760 770 780
GCCGTCGGTGAGGTCTTTGATGGCGACGTGAACTACGTTTCGCCCTACACTGAGGTCATC

GCCGTCGGTGAGGTCTTTGACGGCGACGTGAACTATGTTTCGCCCTACACTGAGGTTATC
730 740 750 760 770 780

790 800 810 820 830 840
GACGGAGTGTTGGACTACCCGACGTACTATCAGCTCACCTCCGCCTTCGAGTCCACCAGC

GACGGAGTGTTGGACTACCCGACGTACTATCAGCTCACCTCCGCCTTCGAGTCCACCAGC
790 800 810 820 830 840

850 860 870 880 890 900
GGCTCAATTCAGAACCTCGTCGACGTGATTCAGTCTGCGCAGTCTACTTACTCCACGAAG

GGCTCAATTCAGAACCTCGTCGACGTGATTCAGTCTGCGCAGTCCACTTACTCCACGATG
850 860 870 880 890 900

910 920 930 940 950 960
CTCTTCCAAGTCGCGACCTTTCTCGAGAACCAGGACAACCCGCGGTTCCAGAGTATTACC

CTCTTCCAAGTCGCGACGTTCCTCGAGAACCAGGACAACCCGCGGTTCCAGAGTCTTACC
910 920 930 940 950 960

970 980 990 1000 1010 1020
ACCGACCAAGGCCTGGTGAAGAACGCGATGACATGGCCGTTCATCGCGGATGGCATCCCC

ACTGATCAAGGCCTAGTGAAGAACGCGATGGCGTGGCCGTTTATCGCGGATGGCATCCCC
970 980 990 1000 1010 1020

1030 1040 1050 1060 1070 1080
ATCTTGTACTACGGTCAGGAGCAAGGCTACACTGGCGGCAACGACCCCGATAACCGTGAA

ATTCTTTACTACGGTCAGGAGCAAGGCTACACTGGCGGCAACGACCCCGATAACCGTGAA
1030 1040 1050 1060 1070 1080

1090 1100 1110 1120 1130 1140
GCGCTGTGGCTGTCCGGATACGAGGAAAACAAGCCCCTCGTGCAGCACGCCCGCATCCTC

GCGCTGTGGCTGTCCGGATACGAGGAAAACAAGCCTCTCGTGCAGCACGCCCGCATCCTC
1090 1100 1110 1120 1130 1140



Anhang

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

1150 1160 1170 1180 1190 1200
AACGCTGCCCGCAAGGCCGCCATCGCCGCCAGCAGCAGCTTCCTCTCCACCGCCGTGACC

AACGCTGCCCGCAAGGCCGCCATCGCCGCCAGCAGCAGCTTCCTCTCCACCGCCGTGACC
1150 1160 1170 1180 1190 1200

1210 1220 1230 1240 1250 1260
TTCCCGTTGGTGGGCAGCAACACGCTCGCCGCGTCTAAATACCCGCTGCTCTCGCTCCTG

TTCCCGTCGGTGGGCAGCAACACGCTCGCCGCGTCCAAATACCCGCTGCTCTCGCTCCTG
1210 1220 1230 1240 1250 1260

1270 1280 1290 1300 1310 1320
AGCAACGTAGGCGCAAGCGGCACGCCGGCTTGGGACGTCTCCTCGGGAACGGGATACGAC

ACCAACGTAGGCGCAAGCGGCATGCCCGTTTGGGACGTCTCCTCGGGAACGGGATACGAC
1270 1280 1290 1300 1310 1320

1330 1340 1350 1360 1370 1380
GAGGGCACGGAGCTGATTGACGCGCTCACGTGCACGACGTACACCGCTGAGAGCAGCGGC

GAGGGCACGGAGCTGATTGATGCGCTCACGTGCACGACGTACACCGCTGGGAGCAGCGGC
1330 1340 1350 1360 1370 1380

1390 1400 1410 1420 1430 1440
AGCGTGAGCGTCACGGGCAGTAGCGGCGACCCCGTCATCCTGCTGCCGACGAGCGCATAC

AGCGTGAGCGTCACGGGCAGTAGCGGGGACCCCGTCATCCTGCTCCCGACGAGCGCATAC
1390 1400 1410 1420 1430 1440

1450 1460 1470 1480 1490 1500
AACGCGTCGTACTGCAGCGAGCTGACGGGCACGAACTCGACCGGCAGCTCGGACACGGTT

AACGCGTCGTACTGCAGCGAGCTGACGGGCACGGACTCGACCGGCAGCTCGGACACGGTG
1450 1460 1470 1480 1490 1500

1510 1520 1530 1540 1550 1560
TCGGTGACGTTCGAGGTGGAGTACAACACGACGTACGGCGAGAATTTGTATCTCACCGGC

TCGGTGACGTTCGAGGTGGAGTACAACACGACGTACGGCGAGAATTTGTATCTCACCGGC
1510 1520 1530 1540 1550 1560

1570 1580 1590 1600 1610 1620
TCCGTCGCTGAGCTCGTGGACTGGTCCGTCGACGACGCGCTCCTCATGTCGTCCGCGGAC

TCCGTCTCTGAGCTCGTGGACTGGTCCGTCGATGACGCACTCCTTATGTCGTCCGCCGAC
1570 1580 1590 1600 1610 1620

1630 1640 1650 1660 1670 1680
TACCCGACCTGGAGCTTGACGGTGGACCTCCCCCCGAGCACGGCGATCCAGTACAAGTAC

TACCCGACCTGGAGCCTGACGGTGGACCTCCCCCCGAGCACGGCGATCCAGTACAAGTAT
1630 1640 1650 1660 1670 1680

1690 1700 1710 1720 1730 1740
CTCACGAAGTACAATGGCGACGTCACGTGGGAGGACGACCCCAACAACGAGCTCACGACT

CTGACGAAGTACAATGGCGACGTCACGTGGGAGGACGACCCCAACAACGAGCTCACGACG
1690 1700 1710 1720 1730 1740

1750 1760 1770 1780



Anhang

JGI

ICI

CCCGCGAGCGGCTCCGTCACGCAGAGCGACAGCTGGCATTGA

CCTGCGAGCGGCTCCGTCACGCAGAGCGACAGCTGGCATTGA
1750 1760 1770 1780

Aminosdure-Ebene

>>LCI 593 bp (593 aa)
Waterman-Eggert score: 3879; 770.8 bits; E(1) < O
97.3% identity (99.3% similar) in 593 aa overlap (1-593:1-593)

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

10 20 30 40 50 60
MWGSLLAASALAASALAATTAEWQQORSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTGDRVYCGGSWQG

MWGSLLAASALVASALAATTAEWQQORSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTGDRVYCGGSWQG
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120
VINKLDYIQYMGFDAVWISPVVKNLEGSTGDGYSYHGYWAVDONSVNEHFGTADDLNALS

VINKLDYIQYMGFDAIWISPVVKNLEGSTGDGYSYHGYWAVDONSVNEHFGTADDLNALS
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
SALHARGMYLMVDVVVNHMAANTLPPDYSTFTPFSAESDEFHTFCWITDYNNQTNVEQCWL

SALHARGMYLMVDVVVNHMAANTLPPDYSTFTPEFSSESDEFHTEFCWITDYDNQTNVEQCWL
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
GDSSVPLADCDTEANNVVDFFYNWIGELRANYTVDGFRIDTLKHVRQTFWPDFQTNAGVY

GDSSVPLADCDTEADNVIDFFYNWIGELRANYTVDGFRIDTLKHVROQTFWPDEQTNAGVY
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300
AVGEVEFDGDVNYVSPYTEVIDGVLDYPTYYQLTSAFESTSGSIQONLVDVIQSAQSTYSTK

AVGEVEFDGDVNYVSPYTEVIDGVLDYPTYYQLTSAFESTSGSIQONLVDVIQSAQSTYSTM
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360
LEFQVATFLENQDNPREQSITTDQGLVKNAMTWPEFIADGIPILYYGOQEQGYTGGNDPDNRE

LFQVATFLENQDNPREFQSLTTDQGLVKNAMAWPEFTIADGIPILYYGQEQGYTGGNDPDNRE
310 320 330 340 350 360

370 380 390 400 410 420
ALWLSGYEENKPLVQHARILNAARKAAIAASSSFLSTAVTFPLVGSNTLAASKYPLLSLL

ALWLSGYEENKPLVQHARILNAARKAATAASSSFLSTAVTFPSVGSNTLAASKYPLLSLL
370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480
SNVGASGTPAWDVSSGTGYDEGTELIDALTCTTYTAESSGSVSVIGSSGDPVILLPTSAY



Anhang 94

ICI TNVGASGMPVWDVSSGTGYDEGTELIDALTCTTYTAGSSGSVSVTGSSGDPVILLPTSAY
430 440 450 460 470 480
490 500 510 520 530 540

JGI NASYCSELTGTNSTGSSDTVSVTFEVEYNTTYGENLYLTGSVAELVDWSVDDALLMSSAD

ICI NASYCSELTGTDSTGSSDTVSVTFEVEYNTTYGENLYLTGSVSELVDWSVDDALLMSSAD
490 500 510 520 530 540
550 560 570 580 590

JGI YPTWSLTVDLPPSTAIQYKYLTKYNGDVTWEDDPNNELTTPASGSVTQSDSWH

ICI YPTWSLTVDLPPSTAIQYKYLTKYNGDVTWEDDPNNELTTPASGSVTQSDSWH
550 560 570 580 590

oa-Amylase aus Irpex lacteus (Ila)

DNA-Sequenz (Signalpeptidsequenz unterstrichen):

ATGGTCAAGTTGACACTCCCTTTCGTTCTCGCCGCCGTCAGCTCTATGGCGGCGGGCATTG
TCATCCCCGAGAACAGTGCTCTCGAAACCCGCTCTACTGGCCAGTCCAAGGCTGTCATCGT
TCAGATGTTTGAGTGGACTTGGGACAGTATCGCGTCCGAGTGCACCAACTTCCTCGGGCCC
GCCGGGTACGGTTATGTTCAGACGAGTCCTCCTCAGGAGCACGTCACTGGCAACCAGTGGT
GGACTGATTACCAGCCCGTCTCGTATACCCTCACCTCGAAGCGCGGCAACCGATCACAGTT
TGCTAACATGATCTCCACTTGCCACAAGGCGGGCGTCAAGGTTATCGCAGACACTATCTTC
AACCATATGACTGGCTCCGACTCGGGCACTGGTGTTGCTGGCTCGTCGTACACCCACTACA
ACTACCCTGGTATCTACCAAAACCAGGACTTCCATCACTGTGGGCTGGAGCCCAATGACGA
TATTGTCAATTATGACAATGCTGTGGAAGTCCAGACGTGCCAGTTGGAAGGACTTGCAGAT
TTGGCTACCGATACAGAATACGTCCGCAGTAGGCTCGCGCAGTATGGTAACGATCTGCTTT
CCCTGGGAGTGGACGGACTCAGGCTGGATGCTTCTAAGCACATTGCCGTGACTGACCTTAC
CAATATCACCTCTCGCCTGAATGGCTCTCCTTACCTCACTCAGGAGGTCATCTATGGTGAG
GGTGAGCCTATCACCCCCAACCAATACGTCGGCATTGGTGATGTTCAAGAGTTCCGTTACA
CAACCGCTCTCAAGAACGCTTTCTTGAACGGAGCTATCAACGGCCTACAAAGCTTCGACAA
CCTTGGCTGGGTGTCGGGTGACAAGGCTAACGTCTTCGTTACCAACCACGACACAGAGCGA
AACGGTGCTGCCCTCACCAACTCCTCACCTTCCAATACCTACGTTCTTGCCACCATATTCT
CCCTCGCCCACCCCTACGGCACTGTCACCGTCCTCTCATCCTATTCCGGCTTCGACACCAA
CTCTGATGCAGGCGCACCCAACGGCGGCACCGGTACTTGCTCTGGCACCGGCGGCTCCAAC
GGCTGGTTCTGCCAGCATCGATGGATTGCTTTCCAGGGTATGACTGCCTTCAGGAACACTG
TCGGCAGTGCTGCCATCGCCAACTGGCAGACTGGTCAGAACTCGCAAATCGCCTTCGACCG
TGGTACCGCTGGGTTCGTTGCTATCAACAACGCCGACTCGCAGTGGGATGCCACCTGGAAG
ACTGGCTTGCCCGACGGTGTGTACTGCAACGTCATCTCCGGCGTCTTCTCGAGTGGTTCGT
GCTCCGGTGGCACTGTCACTGTCAAGAACGGTGGTCAAATCCCCTACAACTTGTCTTCTCG
CAATGCTGTCGCCATTCATACCAACGCCAAGCTCTCATAA

Aminosaure-Sequenz (Signalpeptid unterstrichen):

MVKLTLPEFVLAAVSSMAAGIVIPENSALETRSTGOQSKAVIVOMEFEWTWDSTIASECTNFLGP
AGYGYVQTSPPQEHVTGNQWWTDYQPVSYTLTSKRGNRSQFANMISTCHKAGVKVIADTIF
NHMTGSDSGTGVAGSSYTHYNYPGIYONQODFHHCGLEPNDDIVNYDNAVEVQTCQLEGLAD
LATDTEYVRSRLAQYGNDLLSTLGVDGLRLDASKHIAVTDLTNITSRLNGSPYLTQEVIYGE
GEPITPNQYVGIGDVQEFRYTTALKNAFLNGAINGLOSFDNLGWVSGDKANVEVTNHDTER




Anhang 95

NGAALTNSSPSNTYVLATIFSLAHPYGTVIVLSSYSGEDTNSDAGAPNGGTGTCSGTGGSN
GWECOQHRWIAFQGMTAFRNTVGSAATIANWQTGONSQIAFDRGTAGEFVAINNADSQWDATWK
TGLPDGVYCNVISGVEFSSGSCSGGTVITVKNGGOIPYNLSSRNAVATIHTNAKLS*

Aligments:

DNA-Ebene

>>LCI 1443 bp (1443 nt)
Waterman-Eggert score: 6675; 481.4 bits; E(1) < 2.5e-139
95.8% identity (95.8% similar) in 1443 nt overlap (1-1443:1-1443)

10 20 30 40 50 60

JGI ATGGTCAAGTTGACACTCCCTTTCGTGCTCGCCGCCGTCAGCTCCATGGCGGCAGGCATT
ICI ATGGTCAAGTTGACACTCCCTTTCGTTCTCGCCGCCGTCAGCTCTATGGCGGCGGGCATT
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120

JGI GTCATCCCCGAGAACAGTGCTCTCGAAACCCGCTCTACTGGCCAGTCCAAGGCTGTCATC
ICI GTCATCCCCGAGAACAGTGCTCTCGAAACCCGCTCTACTGGCCAGTCCAAGGCTGTCATC
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180

JGI GTTCAGATGTTCGAGTGGACTTGGGATAGTATCGCGTCCGAGTGCACCAACTTTCTCGGA
ICI GTTCAGATGTTTGAGTGGACTTGGGACAGTATCGCGTCCGAGTGCACCAACTTCCTCGGG
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240

JGI CCCGCCGGGTACGGTTATGTCCAGACGAGCCCTCCTCAGGAGCACGTCACTGGCGACCAG
LCI CCCGCCGGGTACGGTTATGTTCAGACGAGTCCTCCTCAGGAGCACGTCACTGGCAACCAG
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300

JGI TGGTGGACTGATTACCAGCCCGTCTCGTATATCCTCACCTCGAAGCGCGGCAACCGATCA
ICI TGGTGGACTGATTACCAGCCCGTCTCGTATACCCTCACCTCGAAGCGCGGCAACCGATCA
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

JGI CAGTTTGCTAACATGATCTCCACTTGCCACAAGGCGGGCGTCAAGGTTATCGCAGACACT
LCI CAGTTTGCTAACATGATCTCCACTTGCCACAAGGCGGGCGTCAAGGTTATCGCAGACACT
310 320 330 340 350 360

370 380 390 400 410 420

JGI ATCTTCAACCATATGACTGGCTCCGACTCGGGCACTGGTGTCGCTGGCTCGTCGTACACC
ICI ATCTTCAACCATATGACTGGCTCCGACTCGGGCACTGGTGTTGCTGGCTCGTCGTACACC
370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480

JGI CACTACAACTACCCTGGTATCTACCAAAACCAGGACTTCCATCACTGTGGGCTGGAGCCC



Anhang

ICI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

LCI

CACTACAACTACCCTGGTATCTACCAAAACCAGGACTTCCATCACTGTGGGCTGGAGCCC
430 440 450 460 470 480

490 500 510 520 530 540
AATGACGATATTGTCAATTACGACAATGCTGTGGAAGTCCAGACGTGCCAGTTGGAAGGA

AATGACGATATTGTCAATTATGACAATGCTGTGGAAGTCCAGACGTGCCAGTTGGAAGGA
490 500 510 520 530 540

550 560 570 580 590 600
CTTGCAGATTTGGCTACCGATACGGAGTACGTTCGCAGTAGACTCGCTCAGTATGGGAAC

CTTGCAGATTTGGCTACCGATACAGAATACGTCCGCAGTAGGCTCGCGCAGTATGGTAAC
550 560 570 580 590 600

610 620 630 640 650 660
GATCTGCTTTCCCTAGGAGTCGACGGACTCAGATTGGATGCCTCTAAGCACATCGCCGTG

GATCTGCTTTCCCTGGGAGTGGACGGACTCAGGCTGGATGCTTCTAAGCACATTGCCGTG
610 620 630 640 650 660

670 680 690 700 710 720
ACTGACCTTACCAATATCACCTCTCGTCTGAATGGTTCTCCTTACCTCACTCAGGAGGTC

ACTGACCTTACCAATATCACCTCTCGCCTGAATGGCTCTCCTTACCTCACTCAGGAGGTC
670 680 690 700 710 720

730 740 750 760 770 780
ATCTACGGCGAGGGTGAGCCTATCACTCCCAATCAGTACGTTGGCATTGGTGATGTTCAA

ATCTATGGTGAGGGTGAGCCTATCACCCCCAACCAATACGTCGGCATTGGTGATGTTCAA
730 740 750 760 770 780

790 800 810 820 830 840
GAGTTCCGTTACACCACCGCTCTCAAGAACGCTTTCTTGAACGGAGCTATTAACGGCCTA

GAGTTCCGTTACACAACCGCTCTCAAGAACGCTTTCTTGAACGGAGCTATCAACGGCCTA
790 800 810 820 830 840

850 860 870 880 890 900
CAGAGCCTCGACAACCTTGGCTGGGTTTCGGGTGACAAGGCCAATGTCTTCGTTACCAAT

CAAAGCTTCGACAACCTTGGCTGGGTGTCGGGTGACAAGGCTAACGTCTTCGTTACCAAC
850 860 870 880 890 900

910 920 930 940 950 960
CACGACACAGAGCGCAATGGCGCTGCGCTCACCAACTCCTCACCTTCCAATACCTACGTT

CACGACACAGAGCGAAACGGTGCTGCCCTCACCAACTCCTCACCTTCCAATACCTACGTT
910 920 930 940 950 960

970 980 990 1000 1010 1020
CTCGCCACCATATTCTCTCTCGCCCATCCCTACGGCACTGTCACCGTCCTCTCATCCTAT

CTTGCCACCATATTCTCCCTCGCCCACCCCTACGGCACTGTCACCGTCCTCTCATCCTAT
970 980 990 1000 1010 1020

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TCCGGCTTCGACACCAACTCTGACGCGGGCGCACCTAACGGCGGCACCGGTACTTGCTCT

TCCGGCTTCGACACCAACTCTGATGCAGGCGCACCCAACGGCGGCACCGGTACTTGCTCT
1030 1040 1050 1060 1070 1080



Anhang

1090 1100 1110 1120 1130 1140
JGI GGCACCGGCGGCTCCAACGGCTGGTTCTGCCAACATCGATGGATTGCTTTCCAGGGTATG
LCI GGCACCGGCGGCTCCAACGGCTGGTTCTGCCAGCATCGATGGATTGCTTTCCAGGGTATG
1090 1100 1110 1120 1130 1140
1150 1160 1170 1180 1190 1200
JGI ACCGCCTTCAGGAATACTGTCGGCAGCGCTGCCATCGCAAACTGGCAGACTGGTCAAAAC
ICI ACTGCCTTCAGGAACACTGTCGGCAGTGCTGCCATCGCCAACTGGCAGACTGGTCAGAAC
1150 1160 1170 1180 1190 1200
1210 1220 1230 1240 1250 1260
JGI TCGCAGATCGCCTTCGACCGGGGTACAGCTGGGTTCGTTGCTATCAACAACGCCGACTCG
ICI TCGCAAATCGCCTTCGACCGTGGTACCGCTGGGTTCGTTGCTATCAACAACGCCGACTCG
1210 1220 1230 1240 1250 1260
1270 1280 1290 1300 1310 1320
JGI CAGTGGGATGCCACCTGGAAGACTGGCTTGCCCGACGGTGTGTACTGCAACGTCATCTCC
ICI CAGTGGGATGCCACCTGGAAGACTGGCTTGCCCGACGGTGTGTACTGCAACGTCATCTCC
1270 1280 1290 1300 1310 1320
1330 1340 1350 1360 1370 1380
JGI GGCGTCTTCTCGAGTGGTTCGTGCTCCGGTGGCACTGTCACTGTCAAGAACGGTGGTCAA
LCI GGCGTCTTCTCGAGTGGTTCGTGCTCCGGTGGCACTGTCACTGTCAAGAACGGTGGTCAA
1330 1340 1350 1360 1370 1380
1390 1400 1410 1420 1430 1440
JGI ATCCCCTACAACTTGTCTTCTCGCAATGCTGTCGCCATTCATACCAACGCCAAGCTCTCA
ICI ATCCCCTACAACTTGTCTTCTCGCAATGCTGTCGCCATTCATACCAACGCCAAGCTCTCA
1390 1400 1410 1420 1430 1440

JGI TAA

ICI TAA

Auf Aminosaure-Ebene

>>LCI 480 bp (480 aa)
Waterman-Eggert score: 2537; 931.7 bits; E(1) < O
99.4% identity (99.8% similar) in 480 aa overlap (1-480:1-480)

10 20 30 40 50 60
JGI MVKLTLPEVLAAVSSMAAGIVIPENSALETRSTGQSKAVIVOMEFEWTWDSIASECTNFELG
LCI MVKLTLPEVLAAVSSMAAGIVIPENSALETRSTGQSKAVIVOMFEWTWDSIASECTNFEFLG
10 20 30 40 50 60
70 80 90 100 110 120

JGI PAGYGYVQTSPPOQEHVTGDOWWTDYQPVSYILTSKRGNRSQFANMISTCHKAGVKVIADT



ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

JGI

LCI

JGI

ICI

JGI

ICI

JGI

LCI

PAGYGYVQTSPPQEHVTGNQWWTDYQPVSYTLTSKRGNRSQFANMISTCHKAGVKVIADT
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
IFNHMTGSDSGTGVAGSSYTHYNYPGIYQONQDFHHCGLEPNDDIVNYDNAVEVQTCQLEG

IFNHMTGSDSGTGVAGSSYTHYNYPGIYQONQDFHHCGLEPNDDIVNYDNAVEVQTCQLEG
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
LADLATDTEYVRSRLAQYGNDLLSLGVDGLRLDASKHIAVTDLTNITSRLNGSPYLTQEV

LADLATDTEYVRSRLAQYGNDLLSLGVDGLRLDASKHIAVTDLTNITSRLNGSPYLTQEV
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300
IYGEGEPITPNQYVGIGDVQEFRYTTALKNAFLNGAINGLOSLDNLGWVSGDKANVEVTN

IYGEGEPITPNQYVGIGDVQEFRYTTALKNAFLNGAINGLQSEDNLGWVSGDKANVEVTN
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360
HDTERNGAALTNSSPSNTYVLATIFSLAHPYGTVITVLSSYSGFDTNSDAGAPNGGTGTCS

HDTERNGAALTNSSPSNTYVLATIFSLAHPYGTVIVLSSYSGEFDTNSDAGAPNGGTGTCS
310 320 330 340 350 360

370 380 390 400 410 420
GTGGSNGWFCQHRWIAFQGMTAFRNTVGSAATANWQTGONSQIAFDRGTAGEFVAINNADS

GTGGSNGWFCQHRWIAFQGMTAFRNTVGSAATIANWQTGONSQIAFDRGTAGEFVAINNADS
370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480
OWDATWKTGLPDGVYCNVISGVESSGSCSGGTVIVKNGGQIPYNLSSRNAVATHTNAKLS

OWDATWKTGLPDGVYCNVISGVESSGSCSGGTVTVKNGGQIPYNLSSRNAVATIHTNAKLS
430 440 450 460 470 480



Anhang 99

a-Amylase aus Pycnoporus sanguineus (Psan)

DNA-Sequenz (Signalpeptidsequenz unterstrichen) :

ATGCTACGCCTCACGCTCCTTGCCTCTCTGCTTGCCGCGTCCGCCTTCGCGGCCTCTCCGG
ATCAATGGCGGAATCGGTCAATAaTACCAGTTGGTAACAGATCGATTCGCCACCTCGGATGG
GTCAAGTCCTGCATGCGATACCTCCCAGCGCCAGTATTGTGGCGGTACTTGGCAAGGCATC
GTCAAGAAGCTCGATTACATCCAGAACATGGGCTTCGATGCtaTcTGGATCTCCCCTATTG
TCGCGAACTTGGAGGGAAALACGTCTTACGGTGAAGCCTATCATGGGTACTGGACGCAGaA
CATtAACGCGCTTAATTCACACTTCGGTAGCgCGGATGATCTCAAGGCGCTGAGcgaTGCT
CTGCAtAAACGCGGCATGTACCTGATGGTCGACGTCGTCGTGAACCACATGGCgGGCACCG
CGGATCCTCCCAAtLTTCTCTGCGTTCCAGCCATTTTCTTCTCAATCaAACTALtCACTCCGA
GTGCTTCATATCGAACTACGACAACCAAACCgAgGTCGAGCAATGCTGGCTGGGAGACAAG
AATGTTCCCTTGGTgGATTTGGAtACtGAGGATaCGAACATCGTCAGCgCCATGAACACTT
GGGTATCCACTTTGGCTAGCAACTTCAGCGTCGATGGCCTTCGGATCGACACTGTCAAACA
CGTGCGGAAGGATTTCTGGCCTGATTTCGCCAAGGCTTCGGGTGTCTTCACGATAGGCGAG
GTCCTTCATAACGAGACAGaCTATGTGTCAGCATACACTGAGGTGATTGATAGCGTACTGG
ACTATCCTACaTGGTTCCCACTCGTGGCAGCtTTTCAAACCACGGGGGGCAATCTGTCAGC
GCTCTCCGCCACTGTACAaCAAGCCCAGTCGGCCTACAAGAACGGCGAATTCATGACCGGT
TCTTTCCTCGAGAACCACGACCAACCTCGGTTCCAGTCtCTTACCCAGGACGACGCTTTGA
TCAGGAATGCAATGACATGGCCATTCGTTCAAGACGGAGTGCCTATCATGTACTATGGTCA
gGAACAGTCTTACGGTGGAGGGCCTGACCCAGCCAATCGCGAAGCCTTATGGCTGTCCGGa
TACGTCGAAGACAAACCTCTCGTCcAAACACGTGCAGGCAATGAACGGCGCAAGAAAGGCOG
CCATATCAGCGAACAGCAACTACCTCACTACTGCGGTtAAGTTTTTGTCCAGCGGCLCCGA
ATCTACTCTTGCCGTCTCAAAACCACCCATGCTCGCTCTTCTCACCAATGGCGGCAGTTCC
TCCAATCCGTCATGGTCTGTTCCAAGTGCCGGCTTCAGCGCGAALGAGGAACTTGTCGATG
TGTTGACCTGCAGCAAGCTCAATGCGGATAGCAACGGAGGTGTGAGCGTGCAAGGGTCTGC
TGGGAGTCCTCAGGTCCTCATGCCGGTTTCGTCGTTGAGCAAGTCCGGGAACGTGTGCTCG
AGCCTCGCGACGGGCGGTCAGGCCTCGTCTGCGCGCGGATGGTTCGGaGGCGCAGTGGAGT
CGCTGCCACTCATCGCGGCLTTCTTGCTCGCCGGTTGGGCTGCGCAATCCAGCCTCATCAT
TGTCTGA

Aminosaure-Sequenz (Signalpeptid unterstrichen):

MLRLTLLASLLAASAFAASPDOWRNRSIYQLVTDREATSDGSSPACDTSQRQYCGGTWQGIT
VKKLDYIQNMGFDATIWISPIVANLEGNTSYGEAYHGYWTONINALNSHFGSADDLKALSDA
LHKRGMYLMVDVVVNHMAGTADPPNFSAFQPFSSQSNYHSECFISNYDNQTEVEQCWLGDK
NVPLVDLDTEDTNIVSAMNTWVSTLASNESVDGLRIDTVKHVRKDEFWPDFAKASGVEFTIGE
VLHNETDYVSAYTEVIDSVLDYPTWEPLVAAFQTTGGNLSALSATVQOAQSAYKNGEFMTG
SFLENHDOQPRFOSLTODDALTIRNAMTWPEVQODGVPIMYYGQEQSYGGGPDPANREALWLSG
YVEDKPLVKHVQAMNGARKAATSANSNYLTTAVKFLSSGSESTLAVSKPPMLALLTNGGSS
SNPSWSVPSAGESANEELVDVLTCSKLNADSNGGVSVQGSAGSPOVLMPVSSLSKSGNVCS
SLATGGQASSARGWFGGAVESLPLIAAFLLAGWAAQSSLIIV™*




Anhang 100

Aligments:

Auf DNA- Ebene:

>>LCI strain 1593 bp (1593 nt)
Waterman-Eggert score: 7560; 595.3 bits; E(1) < 1.6e-173
97.2% identity (97.2% similar) in 1593 nt overlap (1-1593:1-1593)

10 20 30 40 50 60

JGI ATGCTACGCCTCACGCTCCTTGCCTCTCTGCTTGCCGCGTCCGCCTTCGCGGCCTCTCCG
ICI ATGCTACGCCTCACGCTCCTTGCCTCTCTGCTTGCCGCGTCCGCCTTCGCGGCCTCTCCG
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120

JGI GATCAATGGCGGAATCGGTCAATTTACCAGTTGGTAACAGATCGATTCGCCACCTCGGAT
LCI GATCAATGGCGGAATCGGTCAATATACCAGTTGGTAACAGATCGATTCGCCACCTCGGAT
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180

JGI GGGTCAAGTCCTGCATGCGATACCTCCCAGCGCCAGTATTGTGGTGGTACTTGGCAAGGC
LCI GGGTCAAGTCCTGCATGCGATACCTCCCAGCGCCAGTATTGTGGCGGTACTTGGCAAGGC
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240

JGI ATCGTCAAGAAGCTCGATTACATCCAGAACATGGGCTTCGATGCCGTTTGGATCTCCCCT
ICI ATCGTCAAGAAGCTCGATTACATCCAGAACATGGGCTTCGATGCTATCTGGATCTCCCCT
190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300

JGI ATTGTCGCGAACTTGGAGGGAAACACGTCTTACGGTGAAGCCTATCATGGGTACTGGACG
ICI ATTGTCGCGAACTTGGAGGGAAATACGTCTTACGGTGAAGCCTATCATGGGTACTGGACG
250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360

JGI CAGGACATCAACGCGCTTAATTCACACTTCGGTAGCACGGATGATCTCAAGGCGCTGAGT
ICI CAGAACATTAACGCGCTTAATTCACACTTCGGTAGCGCGGATGATCTCAAGGCGCTGAGC
310 320 330 340 350 360

370 380 390 400 410 420

JGI AGTGCTCTGCACAAACGCGGCATGTACCTGATGGTCGATGTCGTCGTGAACCACATGGCA
LCI GATGCTCTGCATAAACGCGGCATGTACCTGATGGTCGACGTCGTCGTGAACCACATGGCG
370 380 390 400 410 420

430 440 450 460 470 480

JGI GGCACCGCGGATCCTCCCAACTTCTCTGCGTTCCAGCCATTTTCTTCTCAATCGAACTAC
LCI GGCACCGCGGATCCTCCCAATTTCTCTGCGTTCCAGCCATTTTCTTCTCAATCAAACTAT
430 440 450 460 470 480

490 500 510 520 530 540

JGI CACTCCGAGTGCTTCATATCGAACTACGACAACCAAACTAATGTCGAGCAATGCTGGTTG

LCI CACTCCGAGTGCTTCATATCGAACTACGACAACCAAACCGAGGTCGAGCAATGCTGGCTG



Anhang 101

490 500 510 520 530 540

550 560 570 580 590 600

JGI GGAGACAAGAATGTTCCCTTGGTAGATTTGGACACCGAGGATTCGAACATCGTCAGCACC
ICI GGAGACAAGAATGTTCCCTTGGTGGATTTGGATACTGAGGATACGAACATCGTCAGCGCC
550 560 570 580 590 600

610 620 630 640 650 660

JGI ATGAACACTTGGGTATCCACTTTGGCTAGCAACTTCAGCGTCGATGGCCTTCGGATCGAC
ICI ATGAACACTTGGGTATCCACTTTGGCTAGCAACTTCAGCGTCGATGGCCTTCGGATCGAC
610 620 630 640 650 660

670 680 690 700 710 720

JGI ACTGTCAAACACGTGCGGAAGGATTTCTGGCCTGATTTCGCCAAGGCTTCGGGTGTCTTC
ICI ACTGTCAAACACGTGCGGAAGGATTTCTGGCCTGATTTCGCCAAGGCTTCGGGTGTCTTC
670 680 690 700 710 720

730 740 750 760 770 780

JGI ACGATAGGCGAGGTCCTTCATAACGAGACAGGCTATGTGTCAGCATACACTGAGGTGATT
LCI ACGATAGGCGAGGTCCTTCATAACGAGACAGACTATGTGTCAGCATACACTGAGGTGATT
730 740 750 760 770 780

790 800 810 820 830 840

JGI GATAGCGTACTGGACTATCCTACTTGGTTCCCACTCGTGGCAGCGTTTCAAACCACGGGG
LCI GATAGCGTACTGGACTATCCTACATGGTTCCCACTCGTGGCAGCTTTTCAAACCACGGGG
790 800 810 820 830 840

850 860 870 880 890 900

JGI GGCAATCTGTCAGCGCTCTCCGCCACTGTACAGCAAGCCCAGTCGGCCTACAAGAACGGC
ICI GGCAATCTGTCAGCGCTCTCCGCCACTGTACAACAAGCCCAGTCGGCCTACAAGAACGGC
850 860 870 880 890 900

910 920 930 940 950 960

JGI GAATTTATGACCGGTTCTTTCCTCGAGAACCACGACCAACCTCGGTTCCAGTCCCTTACC
ICI GAATTCATGACCGGTTCTTTCCTCGAGAACCACGACCAACCTCGGTTCCAGTCTCTTACC
910 920 930 940 950 960

970 980 990 1000 1010 1020

JGI CAGGACGACGCTTTGATCAGGAATGCAATGACATGGCCATTCGTTCAAGACGGAGTGCCT
LCI CAGGACGACGCTTTGATCAGGAATGCAATGACATGGCCATTCGTTCAAGACGGAGTGCCT
970 980 990 1000 1010 1020

1030 1040 1050 1060 1070 1080

JGI ATCATGTACTATGGTCAAGAACAGTCTTACGGTGGAGGGCCTGACCCAGCCAATCGCGAA
LCI ATCATGTACTATGGTCAGGAACAGTCTTACGGTGGAGGGCCTGACCCAGCCAATCGCGAA
1030 1040 1050 1060 1070 1080

1090 1100 1110 1120 1130 1140

JGI GCCTTATGGCTGTCCGGCTACGTCGAAGACAAACCTCTCGTGAAACACGTGCAGGCACTG
LCI GCCTTATGGCTGTCCGGATACGTCGAAGACAAACCTCTCGTCAAACACGTGCAGGCAATG

1090 1100 1110 1120 1130 1140



Anhang 102

1150 1160 1170 1180 1190 1200
JGI AACGGCGCAAGGAAGGCCGCCATATCAGCGAACAGCAACTACCTCACTACTGCGGTCAAG
LCI AACGGCGCAAGAAAGGCGGCCATATCAGCGAACAGCAACTACCTCACTACTGCGGTTAAG
1150 1160 1170 1180 1190 1200
1210 1220 1230 1240 1250 1260
JGI TTTTTGTCCAGCGGCACCGAATCTACTCTTGCCGTCTCAAAACCACCCATGCTCGCTCTT
ICI TTTTTGTCCAGCGGCTCCGAATCTACTCTTGCCGTCTCAAAACCACCCATGCTCGCTCTT
1210 1220 1230 1240 1250 1260
1270 1280 1290 1300 1310 1320
JGI CTCACCAATGGCGGCAGTTCCTCCAATCCGTCATGGTCTGTTCCAAGTGCCGGCTTCAGC
ICI CTCACCAATGGCGGCAGTTCCTCCAATCCGTCATGGTCTGTTCCAAGTGCCGGCTTCAGC
1270 1280 1290 1300 1310 1320
1330 1340 1350 1360 1370 1380
JGI GCGAACGAGGAACTTGTCGATGTGTTGACCTGCAGCAAGCTCAATGCGGATAGCAACGGA
ICI GCGAATGAGGAACTTGTCGATGTGTTGACCTGCAGCAAGCTCAATGCGGATAGCAACGGA
1330 1340 1350 1360 1370 1380
1390 1400 1410 1420 1430 1440
JGI GGTGTGAGCGTGCAAGGGTCTGCTGGGAGTCCTCAGGTCCTCATGCCGGTTTCGTCGTTG
ICI GGTGTGAGCGTGCAAGGGTCTGCTGGGAGTCCTCAGGTCCTCATGCCGGTTTCGTCGTTG
1390 1400 1410 1420 1430 1440
1450 1460 1470 1480 1490 1500
JGI AGCAAGTCCGGGAACGTGTGCTCGAGCCTCGCGACGGGCGGTCAGGCCTCGTCTGCGCGG
LCI AGCAAGTCCGGGAACGTGTGCTCGAGCCTCGCGACGGGCGGTCAGGCCTCGTCTGCGCGL
1450 1460 1470 1480 1490 1500
1510 1520 1530 1540 1550 1560
JGI GGATGGTTCGGCGGCGCAGTGGAGTCGCTGCCACTCATCGCGGCGTTCTTGCTCGCCGGT
LCI GGATGGTTCGGAGGCGCAGTGGAGTCGCTGCCACTCATCGCGGCTTTCTTGCTCGCCGGT
1510 1520 1530 1540 1550 1560
1570 1580 1590
JGI TGGGCTGCGCAATCCAGCCTCATCATTGTCTGA
ICI TGGGCTGCGCAATCCAGCCTCATCATTGTCTGA

1570 1580 1590



Anhang 103

Aminosdaure-Ebene

>>LCI strain 530 bp (530 aa)
Waterman-Eggert score: 3473; 802.4 bits; E(1) < O
98.1% identity (99.8% similar) in 530 aa overlap (1-530:1-530)

10 20 30 40 50 60
JGI MLRLTLLASLLAASAFAASPDQWRNRSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTSQRQYCGGTWQG
ICI MLRLTLLASLLAASAFAASPDQWRNRSIYQLVTDRFATSDGSSPACDTSQRQYCGGTWQG
10 20 30 40 50 60
70 80 90 100 110 120
JGI IVKKLDYIQONMGEFDAVWISPIVANLEGNTSYGEAYHGYWTQDINALNSHFGSTDDLKALS
LCI IVKKLDYIQNMGFDAIWISPIVANLEGNTSYGEAYHGYWTQONINALNSHEFGSADDLKALS
70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180
JGI SALHKRGMYLMVDVVVNHMAGTADPPNEFSAFQPFSSQSNYHSECEFISNYDNQTNVEQCWL
LCI DALHKRGMYLMVDVVVNHMAGTADPPNFSAFQPFSSQSNYHSECEFISNYDNQTEVEQCWL
130 140 150 160 170 180
190 200 210 220 230 240
JGI GDKNVPLVDLDTEDSNIVSTMNTWVSTLASNFSVDGLRIDTVKHVRKDFWPDEFAKASGVE
ICI GDKNVPLVDLDTEDTNIVSAMNTWVSTLASNFSVDGLRIDTVKHVRKDEWPDFAKASGVFE
190 200 210 220 230 240
250 260 270 280 290 300
JGI TIGEVLHNETGYVSAYTEVIDSVLDYPTWFPLVAAFQTTGGNLSALSATVQQAQSAYKNG
ICI TIGEVLHNETDYVSAYTEVIDSVLDYPTWEFPLVAAFQTTGGNLSALSATVQQAQSAYKNG
250 260 270 280 290 300
310 320 330 340 350 360
JGI EFMTGSFLENHDQPRFQSLTQDDALIRNAMTWPEVQODGVPIMYYGQEQSYGGGPDPANRE
ICI EFMTGSEFLENHDQPRFQSLTQDDALIRNAMTWPEVQODGVPIMYYGQEQSYGGGPDPANRE
310 320 330 340 350 360
370 380 390 400 410 420
JGI ALWLSGYVEDKPLVKHVQALNGARKAAISANSNYLTTAVKFLSSGTESTLAVSKPPMLAL
LCI ALWLSGYVEDKPLVKHVQAMNGARKAAISANSNYLTTAVKFLSSGSESTLAVSKPPMLAL
370 380 390 400 410 420
430 440 450 460 470 480
JGI LTNGGSSSNPSWSVPSAGESANEELVDVLTCSKLNADSNGGVSVQGSAGSPQVLMPVSSL
LCI LTNGGSSSNPSWSVPSAGESANEELVDVLTCSKLNADSNGGVSVQGSAGSPQVLMPVSSL
430 440 450 460 470 480
490 500 510 520 530
JGI SKSGNVCSSLATGGQASSARGWEGGAVESLPLIAAFLLAGWAAQSSLITIV
LCI SKSGNVCSSLATGGQASSARGWEGGAVESLPLTIAAFLLAGWAAQSSLITIV

490 500 510 520 530



Anhang 104

a-Amylase aus Rhizoctonia solani (Rso)

DNA-Sequenz (Signalpeptidsequenz unterstrichen) :

ATGTTTGAGTGGTCATGGGATAGTATTGCTGCAGAATGCACCAGCTTCATCGGTCCTGCTG
GATATGGATATGTCCAGGTGTCTCCCCCAGCCGAACACATCACCGGCTCGCAGTGGTGGAC
TGACTATCAGCCTGTTTCGTACATACTTACCTCGAAGCGAGGGAGCAGAAGCCAGTTCCAG
AATATGATTACCACGTGCAAGGCTGCCGGGGTTGGTGTGATTGCAGATACTCTGTTAAACC
ATATGGCCGGTATCGATAGTGGAACTGGCGTTGCCGGGTCTTCGTTCACGCACTATAACTA
CCCCGGAATCTACCAGACCCAGGACTTCCATCACTGCGGCCTGGAATCAGGTGACGACATA
GTCAACTATAGCAATCGCGTCGAAGTCCAGACTTGCGAACTGGTGAACCTGGCTGACCTTG
CTACTGATACCGAGTATGTGCGTGCTCGGCTTGCAACCTACGTAAACGATCTACTGTCGTT
GGGTGTGGTAGGCCTACGACTTGATGCCGCGAAACATATTCCTGCTGGTGACATTGCCAAC
ATTCTTGGTCGTTTGAGTTCGGCACCCTATGTTACTCAAGAGGTTATTTATGGCAGCGGAG
AGCCGATTCAACCCTCGGAATATACCGGGAATGGTGATGTACAGGAGTTCCGCTACACATC
GGCACTTCAGAGTGCTTTCCAGAGTGGTGGGATCTCATCACTGAACGATCTTGACAGCAGA
GGATGGGTTTCTTCCAGCAATGCGAATGTATTTGTCTCCAACCACGATACCGAACGAGGCG
GGTCGTCTCTTAACTACAAGTCTGGCTCGACCTACACACTTGCTCACATCTTCATGCTTGC
ATACCCTTATGGAACTCCTACCGTCTTGTCTTCTTACACCTTCTCAGACAACGATGCTGGC
AGTCCATCGAGTGGTGCAGGCTCTTGCTCCGGATCTGGCGGTGCGAACGGATGGCAATGCC
AGCACCGCTGGACTGCAATCGCAGGAATGGTCAAGTGGCGCAATGGAGTGACTGGCAGTGT
CAACAACTGGGTCACCGGTACCAACCAGCAGATTGCCTTTGGTCGCGGGTCCACTGGGTTT
GTAGTTATCAACAACGCGGACTCTGCATGGACCAGGACGTTCACGACACCCCTCGCTGLCCA
ACTCATACTGCGACATAATCTCCGGGGCAGCAGGAACTAGTGGGACGTGTACTGGAGCATC
GTACACGATCTCCGGTGGAACCTTTACCGCTACAGTCCCTGCGAGGTCTGCAATTGCTTTG
TTTACTGGGGCGATTGGGTCCGGATCGAGCAATAGCGGATCCGTGTCTATCTCTTTCAGTG
TATATGCAGAGACCACTTTITGGTGACAATATCTITCGTGTCTGGAAGTATTTCGCAACTCGG
TACATGGGCACCAGGTAGCTCGATCGCAATGTCCTCAGCTTCCTATCCTACATGGACTGCC
ACTGTGACTCTCCCAGCTGGTACTGCGTTCTCTTATAAATATCTCCGTAAGACCTCCAGCG
GCACGGTCGTATGGGAATCGGATCCTAACCGCTCTGCTACCGCCTCCTCGTCCGGCACATT
GACGCTTAGCGATACTTGGCGGTGA

Aminosaure-Sequenz (Signalpeptid unterstrichen):

MEEWSWDSIAAECTSEFIGPAGYGYVQVSPPAEHITGSQWWTDYQPVSYILTSKRGSRSQFEQ
NMITTCKAAGVGVIADTLLNHMAGIDSGTGVAGSSEFTHYNYPGIYQTODFHHCGLESGDDI
VNYSNRVEVQTCELVNLADLATDTEYVRARLATYVNDLLSLGVVGLRLDAAKHIPAGDIAN
ILGRLSSAPYVIQEVIYGSGEPIQPSEYTGNGDVQEFRYTSALQSAFQSGGISSLNDLDSR
GWVSSSNANVEVSNHDTERGGSSLNYKSGSTYTLAHIFMLAYPYGTPTVLSSYTESDNDAG
SPSSGAGSCSGSGGANGWQCOHRWTATAGMVKWRNGVTGSVNNWVTGTNQOQIAFGRGSTGE
VVINNADSAWTRTEFTTPLAANSYCDIISGAAGTSGTCTGASYTISGGTFTATVPARSATAL
FTGAIGSGSSNSGSVSISEFSVYAETTEGDNIFVSGSISQLGTWAPGSSIAMSSASYPTWTA
TVTLPAGTAFSYKYLRKTSSGTVVWESDPNRSATASSSGTLTLSDTWR*




Anhang 105

Aligments:

Auf DNA- Ebene:

>>LCI 1611 bp (1611 nt)
Waterman-Eggert score: 4470; 365.0 bits; E(1) < 3.7e-104
74.9% identity (74.9% similar) in 1632 nt overlap (109-1737:1-1611)

110 120 130 140 150 160
JGI ATGTTCGAATGGAGTTGGGATAGCATTGCGGCAGAGTGTACCAACTTCATTGGCCCCGCG
ICI ATGTTTGAGTGGTCATGGGATAGTATTGCTGCAGAATGCACCAGCTTCATCGGTCCTGCT
10 20 30 40 50 60

170 180 190 200 210 220
JGI GGCTATGGATTCGTCCAGGTTTCTCCTCCAGCGGAGCATATTGCTGGTTCGCAATGGTGG
LCI GGATATGGATATGTCCAGGTGTCTCCCCCAGCCGAACACATCACCGGCTCGCAGTGGTGG
70 80 90 100 110 120

230 240 250 260 270 280
JGI ACCGATTACCAACCGGTCTCATACACACTGACTTCGAAGCGGGGTAATAGGAGTCAGTTC
LCI ACTGACTATCAGCCTGTTTCGTACATACTTACCTCGAAGCGAGGGAGCAGAAGCCAGTTC
130 140 150 160 170 180

290 300 310 320 330 340
JGI CAGAATATGGTCAGCAAATGCAAGAGTGCTGGGGTCGGGGTCATTGCGGATACCATATTC
LCI CAGAATATGATTACCACGTGCAAGGCTGCCGGGGTTGGTGTGATTGCAGATACTCTGTTA
190 200 210 220 230 240

350 360 370 380 390 400
JGI AACCACATGGCTGGTATCGAGGGTGGGACGGGAGTTGCGGGATCTTCTTTTACCCACTAT
ICI AACCATATGGCCGGTATCGATAGTGGAACTGGCGTTGCCGGGTCTTCGTTCACGCACTAT
250 260 270 280 290 300

410 420 430 440 450 460
JGI AACTACCCTGGAATATACCAGACTCAAGACTTCCACCACTGTGGCTTGCAGCCCGGAGAC
ICI AACTACCCCGGAATCTACCAGACCCAGGACTTCCATCACTGCGGCCTGGAATCAGGTGAC
310 320 330 340 350 360

470 480 490 500 510 520
JGI GACATCGTCAACTATAATAACCGCGCTGAAGTCCAAACGTGCGAGCTGGTCAATCTAGCC
LCI GACATAGTCAACTATAGCAATCGCGTCGAAGTCCAGACTTGCGAACTGGTGAACCTGGCT
370 380 390 400 410 420

530 540 550 560 570 580
JGI GATCTAGCGACCGAGACCGAATATGTTCGTGGCAAGCTTGCAGCTTATGCCAATGATCTC
LCI GACCTTGCTACTGATACCGAGTATGTGCGTGCTCGGCTTGCAACCTACGTAAACGATCTA
430 440 450 460 470 480

590 600 610 620 630 640

JGI CTGTCCTTGGGTGTGGTAGGGCTCCGCCTTGATGCTGCCAAACACATTGCGTCTGGTGAT
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ICI CTGTCGTTGGGTGTGGTAGGCCTACGACTTGATGCCGCGAAACATATTCCTGCTGGTGAC
490 500 510 520 530 540

650 660 670 680 690 700
JGI ATTGCCAACATCCTTGGCAGACTAACCTCGAGGCCTTACATCACTCAAGAGGTCATCTTT
ICI ATTGCCAACATTCTTGGTCGTTTGAGTTCGGCACCCTATGTTACTCAAGAGGTTATTTAT
550 560 570 580 590 600

710 720 730 740 750 760
JGI GGGAGCGGAGAGCCGATCTTACCTTCGGAATATACTGGCAATGGCGACGTACAGGAGTTC
ICI GGCAGCGGAGAGCCGATTCAACCCTCGGAATATACCGGGAATGGTGATGTACAGGAGTTC
610 620 630 640 650 660

770 780 790 800 810 820
JGI CGCTACACCTCGACCATTCAGAATGCATTCCAGAGCGGCGGAATCTCGTCTTTGAATGGG
LCI CGCTACACATCGGCACTTCAGAGTGCTTTCCAGAGTGGTGGGATCTCATCACTGAACGAT
670 680 690 700 710 720

830 840 850 860 870 880
JGI CTTGAGAACCGAGGTTGGATCGCTTCTGGTGGTGCTAACGTATTTGTTGCAAACCACGAT
LCI CTTGACAGCAGAGGATGGGTTTCTTCCAGCAATGCGAATGTATTTGTCTCCAACCACGAT
730 740 750 760 770 780

890 900 910 920 930 940
JGI ACAGAGCGTAACGGTGCATCGCTCACCTACAAATCTGGGTCTATATATACGCTTGCTCAT
ICI ACCGAACGAGGCGGGTCGTCTCTTAACTACAAGTCTGGCTCGACCTACACACTTGCTCAC
790 800 810 820 830 840

950 960 970 980 990 1000
JGI GTATTCATGTTAGCTTATCCTTATGGAACTCCCACTGTTCTATCCTCTTACACGTTCTCA
ICI ATCTTCATGCTTGCATACCCTTATGGAACTCCTACCGTCTTGTCTTCTTACACCTTCTCA
850 860 870 880 890 900

1010 1020 1030 1040 1050 1060
JGI AACAACGATGCTGGTAGCCCCTCGAATGGTGCTGGATCATGTTCTGGCTCCGGAGGTGCC
LCI GACAACGATGCTGGCAGTCCATCGAGTGGTGCAGGCTCTTGCTCCGGATCTGGCGGTGCG
910 920 930 940 950 960

1070 1080 1090 1100 1110 1120
JGI AATGGGTGGCAATGCCAACACCGATGGGGCGCCGTTGCAGGAATGGTCAAATGGCGCAAC
LCI AACGGATGGCAATGCCAGCACCGCTGGACTGCAATCGCAGGAATGGTCAAGTGGCGCAAT
970 980 990 1000 1010 1020

1130 1140 1150 1160 1170 1180
JGI GGAGTGACCGGCAGCATTAATAACTGGGTCAGTGGTACGAACCAGCAAATCGCCTTTGGT
LCI GGAGTGACTGGCAGTGTCAACAACTGGGTCACCGGTACCAACCAGCAGATTGCCTTTGGT
1030 1040 1050 1060 1070 1080

1190 1200 1210 1220 1230 1240
JGI CGAGGTTCAAGTGGATTTGTAGTAATCAATAACGCCGACTCTGCATGGACTAGGACATTC
LCI CGCGGGTCCACTGGGTTTGTAGTTATCAACAACGCGGACTCTGCATGGACCAGGACGTTC

1090 1100 1110 1120 1130 1140
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1250 1260 1270 1280 1290 1300
JGI ACAACCTCACTCGCCGCTAACTCGTACTGTGATGTGGTCTCCGG-——--AGATGTTAGTGGT
LCI ACGACACCCCTCGCTGCCAACTCATACTGCGACATAATCTCCGGGGCAGCAGGAACTAGT
1150 1160 1170 1180 1190 1200
1310 1320 1330 1340 1350 1360
JGI GGCAAGTGCACTGGTGCCTCGTACACGGTTTCCGGGGGATCCTTCACCGCGACGGTCCCT
ICI GGGACGTGTACTGGAGCATCGTACACGATCTCCGGTGGAACCTTTACCGCTACAGTCCCT
1210 1220 1230 1240 1250 1260
1370 1380 1390 1400 1410 1420
JGI GCCAAGTCTGCTATAGCCCTTTTCACTGGCGCGATTGGAACAGGATCTGGAAATGGGGGA
ICI GCGAGGTCTGCAATTGCTTTGTTTACTGGGGCGATTGGGTCCGGATCGAGCAATAGCGGA
1270 1280 1290 1300 1310 1320
1430 1440 1450 1460 1470 1480
JGI GGCGGAGGAGGAGGTGGGGGATCTGTCACCGTCAACTTTCGAGTAAACGCAGAAACCACT
ICI TCCG-————————- TG——---- TCTATCTCTTTCA —————— GTGTATATGCAGAGACCACT
1330 1340 1350
1490 1500 1510 1520 1530 1540
JGI TTTGGCGATAACATTTTCCTTGTTGGAAGTTTATCACAGCTCGGCACATGGGCTCCAGCT
ICI TTTGGTGACAATATCTTCGTGTCTGGAAGTATTTCGCAACTCGGTACATGGGCACCAGGT
1360 1370 1380 1390 1400 1410
1550 1560 1570 1580 1590 1600
JGI AGTTCGATTGCAATGTCTTCGGCTTCTTACCCTACATGGACCGTCAGCGTATCCATCCCG
LCI AGCTCGATCGCAATGTCCTCAGCTTCCTATCCTACATGGACTGCCACTGTGACTCTCCCA
1420 1430 1440 1450 1460 1470
1610 1620 1630 1640 1650 1660
JGI GCGGGCACTGCGTTTTCCTACAAGTATATTCGAAAGACTGCAAGTGGATCGGTGGTATGG
ICI GCTGGTACTGCGTTCTCTTATAAATATCTCCGTAAGACCTCCAGCGGCACGGTCGTATGG
1480 1490 1500 1510 1520 1530
1670 1680 1690 1700 1710 1720
JGI GAATCGGATCCTAACCGCAGCGCCACTGCTCCATCATCTGGCAGTTCGACCTTGAATGAC
ICI GAATCGGATCCTAACCGCTCTGCTACCGCCTCCTCGTCCGGCACATTGACGCTTAGCGAT
1540 1550 1560 1570 1580 1590
1730
JGI ACTTGGCGATAA
ICI ACTTGGCGGTGA

1600 1610
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Aminosdaure-Ebene

>>LCI 536 bp (536 aa)
Waterman-Eggert score: 2441; 801.2 bits; E(1) < O
82.7% identity (95.4% similar) in 543 aa overlap (37-578:1-536)

40 50 60 70 80 90
JGI MFEWSWDSIAAECTNFIGPAGYGFVQVSPPAEHIAGSQWWTDYQPVSYTLTSKRGNRSQF
ICI MEFEWSWDSIAAECTSEFIGPAGYGYVQVSPPAEHITGSQWWTDYQPVSYILTSKRGSRSQF
10 20 30 40 50 60

100 110 120 130 140 150
JGI QNMVSKCKSAGVGVIADTIFNHMAGIEGGTGVAGSSFTHYNYPGIYQTQDFHHCGLQPGD
LCI QNMITTCKAAGVGVIADTLLNHMAGIDSGTGVAGSSFTHYNYPGIYQTQDFHHCGLESGD
70 80 90 100 110 120

160 170 180 190 200 210
JGI DIVNYNNRAEVQTCELVNLADLATETEYVRGKLAAYANDLLSLGVVGLRLDAAKHIASGD
LCI DIVNYSNRVEVQTCELVNLADLATDTEYVRARLATYVNDLLSLGVVGLRLDAAKHIPAGD
130 140 150 160 170 180

220 230 240 250 260 270
JGI IANILGRLTSRPYITQEVIFGSGEPILPSEYTGNGDVQEFRYTSTIQNAFQSGGISSLNG
ICI IANILGRLSSAPYVTQEVIYGSGEPIQPSEYTGNGDVQEFRYTSALQSAFQSGGISSLND
190 200 210 220 230 240

280 290 300 310 320 330
JGI LENRGWIASGGANVEVANHDTERNGASLTYKSGSIYTLAHVFMLAYPYGTPTVLSSYTES
ICI LDSRGWVSSSNANVEVSNHDTERGGSSLNYKSGSTYTLAHIFMLAYPYGTPTVLSSYTES
250 260 270 280 290 300

340 350 360 370 380 390
JGI NNDAGSPSNGAGSCSGSGGANGWQCQHRWGAVAGMVKWRNGVTGSINNWVSGTNQQIAFG
ICI DNDAGSPSSGAGSCSGSGGANGWQCQHRWTATAGMVKWRNGVTGSVNNWVTGTNQQIAFG
310 320 330 340 350 360

400 410 420 430 440 450
JGI RGSSGEVVINNADSAWTRTEFTTSLAANSYCDVVSGDV-SGGKCTGASYTVSGGSEFTATVP
LCI RGSTGFVVINNADSAWTRTFTTPLAANSYCDIISGAAGTSGTCTGASYTISGGTFTATVP
370 380 390 400 410 420

460 470 480 490 500 510
JGI AKSAIALFTGAIGTGSGNGGGGGGGGGSVTVNFRVNAETTFGDNIFLVGSLSQLGTWAPA
LCI ARSATALFTGAIGSGSSNSG-==———--- SVSISFSVYAETTFGDNIFVSGSISQLGTWAPG

430 440 450 460 470

520 530 540 550 560 570
JGI SSIAMSSASYPTWIVSVSIPAGTAFSYKYIRKTASGSVVWESDPNRSATAPSSGSSTLND
LCI SSIAMSSASYPTWTATVTLPAGTAFSYKYLRKTSSGTVVWESDPNRSATASSSGTLTLSD

480 490 500 510 520 530
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JGI TWR

ICI TWR
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a-Amylase aus Trametes hirsuta (Thi)

DNA-Sequenz (Signalpeptidsequenz unterstrichen) :

ATGTCAAACTGGGTCAAGCTCGCCGCACTCGCCGCCCTCGGAGTGTTCTGCACCGCCGLCCG
TCGACGCCCGCCCTACTGTCTTTGACGCCGGTGCGGACGCACACTCGCTGCATGCCCGGGL
CCCCTCCGGCAGCAAGGATGTCATCATCCAGATGTTTGAGTGGAACTGGGACAGCGTCGCT
GCCGAGTGCACTAACTTCATCGGCCCCGCCGGGTACGGCTTCGTGCAAGTGAGCLCCGLLCCC
AGGAGACCATCCAGGGCGCGCAGTGGTGGACCGACTACCAGCCGGTGTCGTACACGCTCAC
TGGGAAGCGGGGCGACCGCTCCCAGTTTGCGAACATGATTACTACGTGCCACGCCGCGGGC
GTCGGCGTGATCGTTGACACCATCTGGAACCACATGGCGGGCGTCGACTCCGGCACGGGTA
CCGCCGGCTCGTCCTTCACGCACTACAACTACCCCGGCATCTACCAAAACCAGGACTTTCA
CCACTGCGGCCTCGAGCCGGGCGATGACATCGTCAACTACGACAACGCGGTTGAGGTCCAG
ACCTGCGAGCTTGTCAACCTCGCTGACCTCGCCACCGACACGGAGTATGTGCGCGGTCGLCC
TTGCCCAGTACGGAAACGACCTGCTCTCGCTCGGTGCCGATGGCCTGCGTCTTGACGCTTC
CAAACACATTCCTGTGGGCGACATCGCGAACATCCTGTCTCGCCTCAGTCGCTCTGTCTAC
ATCACCCAGGAAGTCATCTTTGGGGCCGGCGAGCCCATCACGCCGAACCAGTACACCGGGA
ACGGCGACGTTCAGGAGTTCCGCTACACCTCTGCGCTAAAGGACGCCTTCTTGAGCTCGGG
CATATCCAACCTGCAGGACTTCGAAAACCGTGGATGGGTACCTGGCTCGGGCGCCAACGTG
TTCGTCGTCAACCATGACACCGAGCGGAACGGCGCGTCGCTGAACAACAACTCGCCTTCGA
ACACCTACGTCACCGCGACGATCTTCTCGCTCGCACACCCGTACGGCACGCCCACGATCCT
CTCCTCGTATGATGGCTTCACGAACACCGACGCCGGCGCGCCGAACAACAACGTCGGCACA
TGCTCGACCAGCGGTGGTGCGAACGGGTGGCTCTGCCAGCACCGCTGGACCGCGATCGLCCG
GCATGGTCGGCTTCCGCAACAACGTCGGCAGCGCTGCACTCAACAACTGGCAGGCCCCGCA
GTCGCAGCAGATTGCGTTCGGTCGCGGCGCACTTGGCTTCGTCGCGATCAACAACGCCGAC
TCGGCCTGGTCTACGACGTTCACCACTTCCCTCCCCGATGGTTCCTACTGCGATGTCATCA
GCGGCAAGGCCTCCGGCAGTAGCTGCACCGGTTCTTCGTTCACCGTCTCCGGCGGGAAGCT
GACCGCCACGGTCCCGGCGCGTAGCGCCATCGCCGTGCACACCGGTCAGAAAGGTTCTGGT
GGTGCCACGCCCACCTCCGCCCCTAGTACTACACCAACCAGCGGCACTGTCAGCGTGACCT
TCGCTGAGCAGGCGACGACCACCTTCGGCGAGAACATCTTCCTCGTCGGCAGTATTTCGCA
GCTCGGGAACTGGAACCCGGCCAGCGCGATCGCCCTGTCCTCTGCGGCGTACCCTACGTGG
TCTGTGTCTGTGAACATTCCCGCCGGAACGACCTTCCAGTACAAGTTCATCCGCAAGGAGA
CGGACGGTAGCGTCGTCTGGGAGTCGGACCCCAACCGCCAGGCTACCGLCGLCCCGLGTCCGG
TACCACCACGCTCACGTCCAGCTGGCGGTGA

Aminosaure-Sequenz (Signalpeptid unterstrichen):

MSNWVKLAALAALGVFCTAAVDARPTVEFDAGADAHSLHARAPSGSKDVIIOMFEWNWDSVA
AECTNFIGPAGYGEVQVSPPQETIQGAQWWTDYQPVSYTLTGKRGDRSQFANMITTCHAAG
VGVIVDTIWNHMAGVDSGTGTAGSSEFTHYNYPGIYONQODFHHCGLEPGDDIVNYDNAVEVQ
TCELVNLADLATDTEYVRGRLAQYGNDLLSLGADGLRLDASKHIPVGDIANILSRLSRSVY
ITQEVIFGAGEPITPNQYTGNGDVQEFRYTSALKDAFLSSGISNLOQDFENRGWVPGSGANV
FVVNHDTERNGASLNNNSPSNTYVTATIFSLAHPYGTPTILSSYDGETNTDAGAPNNNVGT
CSTSGGANGWLCQHRWTATAGMVGERNNVGSAALNNWQAPQSQQIAFGRGALGEFVAINNAD
SAWSTTEFTTSLPDGSYCDVISGKASGSSCTGSSEFTVSGGKLTATVPARSATIAVHTGOKGSG
GATPTSAPSTTPTSGTVSVTFAEQATTTFGENIFLVGSISQLGNWNPASATALSSAAYPTW
SVSVNIPAGTTFQYKFIRKETDGSVVWESDPNRQATAPASGTTTLTSSWR™*
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