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IX Zusammenfassung

Zusammenfassung

Durch ein umfangreiches Screening gelang es, zahlreiche neue Laccasen und Peroxidasen aus Basi-
diomyceten zu identifizieren. Durch Variation der Kultivierungsbedingungen konnten die vorhande-
nen Oxidoreduktaseaktivititen drastisch erhoht oder gdnzlich neue induziert werden. Hierfiir wurden
lebensmitteltaugliche und kostengiinstige Zusitze, wie Ethanol, Ferulasdure und Eichenholzspéne als
potente Induktoren ermittelt und zum Einsatz gebracht. Mit den Pilzen Meripilus giganteus und Hir-

neola auricula-judae konnten gute Laccase- bzw. Peroxidaseproduzenten identifiziert werden.

Die Laccase (Lccl) aus dem Weillfaulepilz Meripilus giganteus wurde mit sehr guten Ausbeuten iiber
konventionelle Chromatographie oder durch Schdumung isoliert und anschliefend biochemisch cha-
rakterisiert. Das Enzym, mit einem isoelektrischen Punkt von 3,1 und einem Molekulargewicht von 55
kDa, ist in der Lage etablierte Laccasesubstrate wie 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonsdure) (ABTS) und 2,6-Dimethoxyphenol iiber einen breiten pH-Bereich von 2,0 bis 6,5 zu
oxidieren. Dariiber hinaus besitzt die Lccl niedrige Km-Werte von 8 uM (ABTS) und 80 uM (DMP)
und eine herausragende katalytische Effizienz gegeniiber dem nicht-phenolischen Substrat ABTS mit
37437 Kea/km (s mM™). Weiterhin offenbarte die Laccase nicht nur eine sehr gute Stabilitit gegeniiber
hohen Konzentrationen an verschiedenen Metallionen, EDTA und Tensiden, sondern zeigte zudem in

Anwesenheit von grenzfldchenaktiven Verbindungen eine deutlich gesteigerte Aktivitit und Stabilitét.

Durch Ableitung von degenerierten Primern aus de novo sequenzierten Peptidfragmenten gelang die
vollstdndige Amplifikation der 1,551 Bp langen lccl-Sequenz, welche fiir 516 Aminoséuren kodiert
und 82% Identitit und 90% Ahnlichkeit mit einer Laccase aus Rigidoporus microporus aufweist. Die
Sequenz wurde anschlieend erfolgreich zur heterologen Expression der rek. Lccl unter Verwendung
eines Kalteexpressionssystems mit Co-Expression der Chaperone GroEL-ES in E.coli genutz. Hiermit
konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig die Expression einer Laccase pilzlichen Ursprungs, unter

Erhalt der Aktivitit gegeniiber ABTS, in einem prokaryotischen Wirtsystem beschrieben werden.

Durch die Induktion von Hirneola-auricula-judae mit Xylidin und Ethanol konnten sowohl eine neue
als auch zwei bereits literaturbekannte Mn-unabhingige Peroxidasen mit isoelektrischen Punkten von
3,9 sowie 4,3 und 4,1 identifiziert werden. Mit einem zweistufigen Aufreinigungsprozess wurde eine
einfache und schnelle Methode zur gleichzeitigen Isolierung der als dye-decolorizing Peroxidase
(DyP) klassifizierten Enzyme etabliert. Fiir eine weitere DyP aus Pleurotus sapidus gelang unter Zu-
hilfenahme des sequenzierten und annotierten Genoms des engen Verwandten Pleurotus ostreatus als

Vorlage die Amplifizierung einer 830 Bp langen Teilsequenz.

AnschlieBend wurden mogliche Anwendungen fiir die in dieser Arbeit isolierten Oxidoreduktasen
Lccl aus Meripilus giganteus und den DyPs aus Hirneola auricula-judae in der Lebensmittelindustrie

untersucht. Sowohl die Laccase als auch die DyPs katalysieren die oxidative Quervernetzung von



Zusammenfassung X

Ferulasdure zu hohermolekularen Produkten, welche iiber LC-ESI(-)-MS als Di-, Tri- und Tetramere
identifiziert wurden. Dies verdeutlicht das mogliche Potential des Einsatzes dieser Enzyme in der
Backwarenindustrie zur Verbesserung der rheologischen Eigenschaften von Teigen durch oxidative

Quervernetzung von phenolhaltigen Polysacchariden wie Arabinoxylanen.

Die isolierten Oxidasen sind zudem in der Lage, Curcumin effektiv in einem Zwei-Phasen System zu
spalten. Durch Acetylierung des Curcumins und Isolierung des O-Monoacetylcurcumins konnte die
Bildung von Acetylvanillin aus O-Monoacetylcurcumin mit einem Umsatz von 55% und einer Aus-
beute von 45% bestitigt werden und somit eine mogliche Methode zur Gewinnung von ,,natlirlichem*
Vanillin zum Einsatz in der Lebensmittelindustrie mittels oxidativer Spaltung von Curcumin aufge-

zeigt werden.

Des Weiteren konnte mit den isolierten DyPs die effektive Transformation von Vanillin zu Divanillin,
welches interessante Geschmackseigenschaften aufweist, beschrieben werden. Es wurden neue bisher

unbekannte Di-, Tri- und Tetramere des Vanillins durch LC-ESI(-)-MS identifiziert.

Schlagworter:

Basidiomyceten, Laccase, DyP, Expression, E. coli, Quervernetzung, Curcumin, Vanillin



XI Abstract

Abstract

During an extended screening of white rot fungi new laccases and peroxidises were identified. By
variation of the culture conditions existing oxidoreductase activities were enhanced significantly, or
completely new activities were induced. Cheap and food grade additives such as ethanol, ferulic acid
or oak wood chips were found as potent inducers. Amongst the fungi screened Meripilus giganteus

was identified as a high laccase and Hirneola-auricula-judae as a high peroxidase producer.

The laccase (Lccl) from the white-rot fungus Meripilus giganteus was purified with superior yields by
conventional chromatography or by foam separation and further characterized. Lecl, which possesses
an isoelectric point of 3.1 and a molecular weight of 55 kDa, was found to oxidize the common lac-
case substrate  2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,6-
dimethoxyphenol (DMP) over a broad pH range from 2.0 to 6.5. In addition, the laccase exhibits low
K, values of 8 uM (ABTS) and 80 pM (DMP) and remarkable catalytic efficiency towards the non-
phenolic substrate ABTS of 37,437 kea/knm (s'1 mM'l). This oxidoreductase not only showed a high
stability towards high concentrations of various metal ions, EDTA and surfactants but also an in-

creased activity as well as a striking boost of stability in the presence of surface active compounds.

Degenerated primers were deduced from de novo sequenced peptide fragments and the complete cod-
ing sequence of lccl was determined to 1,551 bp. The deduced 516 amino acid (aa) sequence of the
lccl gene shares 82% identity and 90% similarity with a laccase from Rigidoporus microporus. Af-
terwards the sequence was successfully utilized for the heterologous expression of rec. Lecl in E.coli.
Using a cold shock expression system and co-expression with the chaperones GroEL-ES the expres-
sion of a fungal laccase was achieved in a procaryotic host for the first time, while preserving the

ABTS-activity.

After induction with ethanol and xylidine two already known manganese independent peroxidases as
well as a newly discovered manganese independent peroxidase with isoelectric points of 4.3, 4.1 and
3.9, respectively, could be identified. A simple and fast two-step purification protocol for the isolation
of the respective peroxidases, hereafter classified as dye-decolorizing peroxidases, was established. By
using the sequenced genome of the immediate relative Pleurotus ostreatus as template, a 830 bp cod-

ing fragment of another DyP from Pleurotus sapidus was successfully obtained.

Subsequently possible applications in the food industry of the purified Lccl from Meripilus giganteus
and the DyPs from Hirneola auricula-judae were examined. The Laccase as well as the DyPs cataly-
ses the cross-linking of ferulic acid to higher molecular weight compounds, which were identified by
means of LC-ESI(-)-MS as di-, tri- and tetramers of ferulic acid. This demonstrates the potential of
these enzymes for applications in the food industry, e.g. for the improvement of the rheological prop-

erties of dough by enzymatic cross-linking of phenolic polysaccharides like arabinoxylans.
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Furthermore, both oxidases were found to degrade efficiently curcumin in a two-phase system. Curu-
min was acetylated and the corresponding O-monoacetylcurcumin was oxidatively cleaved with a
conversion rate of 55% yielding 45% vanillin acetate. This opens access to the production of “natural”

vanillin, a highly demanded flavor compound in the food industry.

Another biotransformation, the dimerisation of vanillin to the tasty divanillin, was achieved by the use
of the purified DyPs. Additionally, new di-, tri-, and tretramers of vanillin were identified by means of

LC-ESI(-)-MS.

Keywords:

Basidiomycetes, laccase, DyP, expression, E. coli, cross-linking, curcumin, vanillin
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1 Einleitung

1.1 Enzyme als Biokatalysatoren

Enzyme sind Biokatalysatoren, die bei chemischen Reaktionen die Aktivierungsenergie herabsetzen
und so die Reaktionsgeschwindigkeit ohne Beeinflussung des Reaktionsgleichgewichtes beschleuni-
gen. Als Biokatalyse wird der Einsatz von Enzymen im Gegensatz zu ganzen Zellen (Biotransformati-
on) zur Durchfiihrung von chemischen Reaktionen bezeichnet. Enzyme wurden bereits seit tausenden
von Jahren unbewusst von Menschen verwendet, bevor ihre Natur allméihlich verstanden wurde. Die
Anwendung der Biokatalyse hat ihre Wurzeln in der Herstellung und Konservierung von Nahrungs-
mitteln und alkoholischen Getrdnken im alten Mesopotamien sowie China und Japan. Homers Ilias
erwéahnt erstmals die Verwendung des Magens einer jungen Ziege zur Herstellung von Kése. Lange
Zeit blieb die wahre Natur der Biokatalyse unklar. 1833 konnte erstmals von Payan und Person ein
enzymatischer Komplex aus Malz isoliert werden, der den Abbau von Stdrke zu Glucose katalysiert.
Die sogenannte Diastase war das erste entdeckte Enzym. 1835 erkannte Berzelius die Hydrolyse von
Starke durch Diastase als katalytische Reaktion und 1876 schlug Kiihne erstmals vor, diese isolierten
Substanzen Enzyme zu nennen (Bornscheuer and Buchholz 2005; Buchholz et al. 2005; Liese et al.
2006).

Dabei bieten Enzyme als Biokatalysatoren einige entscheidende Vorteile gegeniiber der klassischen
Katalyse. Als hocheffiziente Katalysatoren beschleunigen sie Reaktionen mit einem Faktor von 10%
10", selten sogar bis zu 10", Im Gegensatz zu chemischen Katalysatoren, die gewdhnlich im molaren
Konzentrationsverhiltnis zum Substrat von 0,1-1% (mol/mol) eingesetzt werden, konnen die meisten
enzymatischen Reaktionen mit 10°-10*% (mol/mol) durchgefiihrt werden (Faber 2011). Des Weite-
ren sind Enzyme vollstidndig biologisch abbaubar und es gibt fiir nahezu jede chemische Reaktion eine
enzymkatalysierte Alternative (Sih et al. 1977). Das Arbeiten unter milden Reaktionsbedingungen
(Temperatur, Druck, pH-Wert), welche die Bildung von unerwiinschten Nebenreaktionen durch Zer-
setzung, Racemisierung oder Umlagerung des Produktes minimieren, ist zusdtzlich zu den Aspekten
des Arbeitsschutzes und der Okobilanz von entscheidendem Vorteil. Der grofte Vorteil der Verwen-
dung von Enzymen als Biokatalysatoren ist jedoch ihre hohe Regio-, Chemo-, und Enantioselektivitit,
welche sowohl eine hohe Ausbeute als auch Reinheit und einfache Produktisolierung ermoglichen.
Dies ist besonders fiir die Herstellung von pharmazeutischen Produkten, in denen eine ganz besonders
hohe Anforderung an die Produktreinheit gestellt wird, von eminenter Bedeutung.

Stolpersteine im Siegeszug der Enzyme in der organischen Katalyse sind zum einen die engen Funkti-
onsparameter in der Prozessfiihrung hinsichtlich der Temperatur, des pH-Wertes und des Einsatzes

von organischen Losungsmitteln. Von groBBem Nachteil ist die Tatsache, dass viele Enzyme ihre opti-
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male Aktivitét in wissrigen Systemen, in denen viele organische Substrate nicht 16slich sind, entfalten.
Dariiber hinaus kann bei den meisten Enzymen eine Verringerung oder ein Verlust der Aktivitit in
organischen Losungsmitteln beobachtet werden (Arnold 1990; Klibanov 1990). Andererseits kann die
Verwendung von Enzymen in organischen Losungsmitteln auch zu einer Erh6hung der Stabilitit und
einer ,,positiven* Anderung der Selektivitit fithren (Klibanov 2001). Méoglichkeiten der Verbesserung
der Stabilitdt von Enzymen sind eine Immobilisierung (D'Souza 1999; Klibanov 1979) oder die Ver-
dnderung des Enzyms durch gerichtete Evolution (Luetz et al. 2008). So konnte die Stabilitit einer
Laccase aus Myceliophthora thermophila gegeniiber verschiedenen Co-Solventien durch fiinf Runden
gerichteter Evolution und Expression in Saccharomyces cerevisiae deutlich verbessert werden
(Zumarraga et al. 2007). Auch die Verwendung von ionischen Fliissigkeiten kann fiir Laccasen und
Peroxidasen eine weitere Moglichkeit der Prozessoptimierung darstellen (Cantone et al. 2007).

Ein weiterer Nachteil ist eine mogliche Inhibierung von Biokatalysatoren durch eine hohe Substrat-
oder Produktkonzentration und die Abhéngigkeit einiger Enzyme von teuren Cofaktoren, welche
aufwendig regeneriert oder zudosiert werden miissen. Obwohl Enzyme mitunter eine sehr hohe Pro-
miskuitét hinsichtlich der Substratauswahl zulassen, gelang es bisher nicht, teure und instabile Cofak-
toren, wie z.B. NAD(P)H und ATP, durch synthetische zu ersetzten (Faber 2011).

Die grofite Herausforderung besteht aber in der kostengiinstigen Bereitstellung von Enzympréiparaten,
um mit den meist deutlich kostengiinstigeren klassischen Katalysatoren in der Herstellung von Pro-
dukten abseits von Feinchemikalien konkurrenzfahig zu sein. Der rasante Fortschritt auf dem Gebiet
der Molekularbiologie, der zu einer konstanten Verringerung der Kosten fiir die Enzymherstellung
fiihrt (Faber 2011), ermdglicht es, immer mehr organische Synthesen durch Biokatalyse zu ersetzen.
Die Grundlage fiir eine kostengiinstige Produktion von Enzymen im industriellen MaBstab ist die
heterologe Expression, welche zumeist in Prokaryoten wie E.coli und verschiedenen Bacillus-
Stammen sowie in Eukaryoten, wie Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris und Aspergillus niger,
seltener in Pflanzen-, Insekten- oder Sdugerzellen erfolgt (Yin er al. 2007). Oxidoreduktasen, wie
Laccasen, werden vorrangig in filamentosen Pilzen und Hefen exprimiert (Kunamneni et al. 2008a).
Die heterologe Expression von Enzymen ermdglicht es, mafigeschneiderte Enzyme mit den gewiinsch-
ten Eigenschaften iiber ,,protein engineering fiir die Anwendung in der Biotechnologie bereitzustel-

len.

1.2 Oxidoreduktasen

Enzyme werden nach dem Nomenklatursystem der International Union of Biochemistry (IUB) gemal3
der Art der katalysierten Reaktion in sechs Enzymklassen eingeteilt (Buchholz et al. 2005). Oxidore-
duktasen werden dabei in die erste Klasse (EC 1) eingeordnet und abhidngig vom verwendeten
Elektronendonor weiter in verschiedene Unterklassen eingeteilt (Burton 2003). In der vorliegenden

Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf lignolytische Enzyme aus Basidiomyceten, den Manganpero-
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xidasen (EC 1.11.1.13), Ligninperoxidasen (EC 1.11.1.14), versatilen Peroxidasen (EC 1.11.1.16),
dye-decolorizing Peroxidasen (EC 1.11.1.19) und vor allem Laccasen (E.C. 1.10.3.2), gelegt und soll

in dieser Einleitung besondere Beachtung finden.

1.2.1 Peroxidasen

Peroxidasen (EC 1.11.1) sind in Pflanzen, Mikroorganismen und Tieren weit verbreitet und werden
zumeist nach ihrer Quelle, wie z.B. die Meerrettichperoxidase, oder ihrem Substrat, wie im Beispiel
der Ligninperoxidase, benannt. Allen gemein ist die Verwendung von Peroxiden, vorrangig Wasser-
stoffperoxid, als Elektronenakzeptor. Der GroBteil der Peroxidasen sind Hdm-Enzyme mit Eisen-
Protoporphyrin IX als prosthetische Gruppe. Einige Peroxidasen, wie Manganperoxidasen, besitzen

zuséatzlich ein Metallion, wie Mangan, in ihrem aktiven Zentrum (Adam ef al. 1999).

7 CH,
_

7\

H;C

H;C CH,

HOOC COOH

Abb. 1: Struktur des Eisen-Protoporphyrin IX

Hém-Peroxidasen werden prinzipiell in zwei Haupt-Superfamilien eingeteilt, die Peroxidasen-
Cyclooxygenasen (frither Tier- oder Sédugetierperoxidasen) und die nicht-tierischen (non-animal)
Peroxidasen (Synonym Pflanzen-Peroxidasen). Die nicht-tierischen Peroxidasen bestehen aus drei
Klassen: den intrazelluldren und bakteriellen Peroxidasen Klasse I, den sekretierten pilzlichen Peroxi-

dasen Klasse Il und den sekretierten Pflanzenperoxidasen Klasse III (Hofrichter et al. 2010).
1.2.1.1 Klasse Il Peroxidasen

Die Klasse Il Peroxidasen sind extrazellulire Enzyme und werden weiter in Coprinopsis cinerea Pe-
roxidasen (CiP), Manganperoxidasen (MnP), Ligninperoxidasen (LiP) und versatile Peroxidasen (VP)
unterteilt (Hofrichter et al. 2010). Die katalytische Him-Gruppe ist zwischen zwei Doménen, welche
jeweils durch ein Ca**-Ion stabilisiert werden, eingebettet und liegt hexa-koordiniert mit einem proxi-
malen Histidin und einem distalen Wassermolekiil vor. Der allgemeine katalytische Mechanismus
besteht aus drei Schritten. Im ersten Schritt (Abb. 2) verdrangt H,O,, unterstiitzt durch ein distales His,

welches als Protonakzeptor fiir das H,O, fungiert, das distal am Him gebundene Wassermolekiil unter
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Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen dem resultierenden Hydroperoxyl-Anion und dem

Him (Fe**-0-OH).

a C- H =
H\O/OH _O/OH o H,O

— F¥t — —— — F— ——— —(;“(le3+ —_— — F(|3|4+ —

Ruhezustand Ubergangszustand |

Abb. 2: Schematische Darstellung der Bildung des Ubergangszustandes I bei Peroxidasen, die schwar-
zen Striche links und rechts des Eisenatoms reprisentieren die Porphyrinringe, im Ubergangszustand I
symbolisiert der schwarze Punkt und das Plus-Zeichen den als kationisches Radikal vorliegenden

Porphyrinring, modifiziert nach Yoshida et al. (2011)

Uber einen anschlieBenden ,push and pull“-Effekt wird die Peroxobindung unter Abspaltung eines
Wassermolekiils und Bildung des Ubergangszustandes I gespalten. In diesem liegt der Tetrapyrrolring
als kationisches Radikal vor, der den Fe(IV)-Oxokomplex koordiniert (Abb. 2). Durch zwei individu-
elle Ein-Elektronen-Oxidationen der Substrate wird, wie in Abb. 3 dargestellt, der Ubergangszustand I
zum Ubergangszustand II und anschlieBend unter Abgabe eines weiteren Wassermolekiils zum Aus-
gangszustand reduziert (Conesa et al. 2002; Hofrichter ef al. 2010; Martinez 2002). Durch iiberschiis-
siges H,0, kénnen LiP und MnP iiber Ausbildung eines weiteren Ubergangszustands 111 inaktiviert

werden (Cai and Tien 1992; Wariishi et al. 1992).

Ausgangszustand

3+ -
- H,0 [Fe”™ Porphyrin] H,0,

S H,0

o+

[Fe4+=0 Porphyrin] 47—T [Fe4+=0 Porphyrin]

Ubergangszustand 11 S S Ubergangszustand 1

Abb. 3: Katalytischer Zyklus von Peroxidasen, modifiziert nach (Martinez 2002)

Klasse II Peroxidasen besitzen ein breites Substratspektrum, sind wie die meisten extrazelluldren
Enzyme glykosidiert (5-15%), besitzen einen isoelektrischen Punkt zwischen 3-6, eine Grofle von 35-
50 kDa und werden von allen lignolytisch aktiven Pilzen zur Degradation von Lignin genutzt (Hof-

richter et al. 2010).

Ligninperoxidasen wurden zuerst im Modellorganismus Phanerochaete chrysosporium beschrieben

und werden meist als komplexes Gemisch von Isoenzymen und Isoformen sekretiert (Hammel and
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Cullen 2008). Die Gruppe der LiP sind die katalytisch leistungsféhigste Klasse 11 Peroxidasen, welche
durch ihr hohes Redoxpotential von +1,4-1,5 V in der Lage sind nicht-phenolische Lignin Modellsub-
strate, meist Aromaten mit einer geringen Elektronendichte, wie Veratrylalkohol und -O-4 verkniipfte
Arylglycerol-Arylether, direkt zu oxidieren (Hammel and Cullen 2008; Hofrichter et al. 2010). Die
Oxidation erfolgt an der Enzymoberflache iiber ein katalytisch aktives Trp (Abb. 4), welches an der
Elektroneniibertragung liber einen ,Jong-range electron-transfer-Mechanismus (LRET) von den
aromatischen Substraten zur Him-Gruppe beteiligt ist (Choinowski et al. 1999; Smith et al. 2009).
Dies erlaubt es der LiP kleine und auch grof3e aromatische Substrate, wie Lignin-Oligomere, die nicht
in direkten Kontakt mit dem Ham treten konnen, zu oxidieren (Hammel and Cullen 2008). Dariiber
hinaus besitzt die LiP eine zweite Substrat-Bindungsstelle am Ham-Komplex, an der Farbstoff-
Molekiile wie ABTS oxidiert werden konnen (Doyle et al. 1998). Zur Degradation von groflen Lig-
ninkomplexen oxidiert die LiP Veratrylalkohol, welches als sehr effizienter Mediator fungiert. Gleich-
zeitigt schiitzt Veratrylalkohol das Enzym vor einer Inaktivierung durch H,O, (Conesa et al. 2002;
Hammel and Cullen 2008).

Manganperoxidasen sind die am hiufigsten vorkommenden Klasse II Peroxidasen bei holz- und ligno-
cellulose-abbauenden Basidiomyceten. Wie auch die LiP wurden sie zuerst in Phanerochaete chrysos-
porium beschrieben (Kuwahara et al. 1984; Martinez 2002). Die hohe Substratspezifitidt wird durch
eine Mn”"-Bindungsstelle in der Nihe des Ham, in der das Ion sechsfach-koordiniert vorliegt und die
eine rasche Ubertragung der Elektronen auf die Him-Gruppe gewihrleistet, hervorgerufen (Gold et al.
2000; Kamitsuji et al. 2005; Sundaramoorthy et al. 2005). Fiir die Vollstandigkeit eines Peroxidase-
zyklus werden zwei Mn”>" zu zwei Mn®" oxidiert. Diese diffundieren aus dem aktiven Zentrum und
werden durch Chelatisierung mit organischen Dicarbonsduren, wie Oxalat und Malonat, welche vom
Pilz gebildet werden, stabilisiert. Somit entstehen starke diffusionsfahige Charge-Transfer-Mediatoren
mit einem Redoxpotential von ca. +1,0-1,2 V, die sowohl phenolische Verbindungen und Farbstoffe
als auch grofle komplexe Polymere, wie Ligninstrukturen, oxidieren kdnnen (Hofrichter et al. 2010;
Martinez 2002). Ein zweiter postulierter Abbauweg von Ligninstrukturen beruht auf der Oxidation
von ungesittigten Fettsiuren durch Mn’" unter Bildung von Peroxyradikalen, welche nicht-

phenolisches Lignin oxidieren (Hammel and Cullen 2008).

Versatile Peroxidasen wurden zuerst in den Weillfaulepilzen Pleurotus eryngii (Camarero et al. 1999)
und Bjerkandera spp. (Mester and Field 1998) beschrieben und besitzen eine hohe Strukturverwandt-
schaft mit LiP und beide katalytische Eigenschaften von LiP und MnP. Versatile Peroxidasen verfiigen
sowohl iiber das LiP-charakteristische Trp als auch eine Mn’"-Bindungsstelle (Abb. 4) und kénnen
nicht-phenolische Substrate, wie f-O-4 verkniipfte Arylglycerol-arylether und Veratrylalkohol, effek-
tiver oxidieren als LiP. Des Weiteren sind sie in der Lage, Hydrochinone und substituierte Phenole in
der Abwesenheit von Veratrylalkohol oder Mn*" im Gegensatz zu LiP und MnP direkt zu oxidieren

(Martinez 2002). Wie LiP besitzen sie ein Redoxpotential von ca. +1,4-1,5V (Hofrichter et al. 2010).
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Abb. 4: (A) Molekiilstruktur einer versatilen Peroxidase (VPL2) aus Pleurotus eryngii (pdb 2BOQ)
mit dem Hiam-Molekiil (griin), den Ca*"-Ionen (rot) sowie den katalytisch aktiven Mn**-Ion (orange)

und Trp (blau), (B) Darstellung des aktives Zentrums, modifiziert nach Martinez (2002) '

Die extrazelluldre Peroxidase aus Coprinopsis cinerea (CiP) ist in der Lage, wie die Pflanzenperoxida-
se HRP, Phenole und kleine Farbstoffmolekiile leicht zu oxidieren. Im Gegensatz zu LiP und MnP
fehlt ihr allerdings das Vermégen, Veratrylalkohol zu oxidieren und Mn*" zu binden. Sie wird daher

eher als ,,Jlow-redox-potential* Peroxidase angesehen (Hofrichter et al. 2010).
1.2.1.2  Dye-decolorizing Peroxidasen

Dye-decolorizing Peroxidasen (DyP) bilden eine neue Superfamilie innerhalb der Him-Peroxidasen
und werden in weitere Subfamilien A, B, C und D eingeteilt’. Sie sind in der Lage, phenolische und
nicht-phenolische Stoffe ohne Mn** zu oxidieren (Liers ef al. 2010). Im Besonderen konnen sie ver-
schiedenste synthetische Anthrachinon-Farbstoffe, wie Reactive Black 5, oxidativ abbauen. Dieser

Eigenschaft entstammt ihre Bezeichnung dye-decolorizing Peroxidase (Sugano 2009). Die erste DyP

'Simtliche Proteinabbildungen wurden mittels PyMol (http://www.pymol.org/) erstellt und mit POV-Ray (http:/www.povray.org/) geren-
dert

2 PeroxiBase, http://peroxibase.toulouse.inra.fr/classes.php, abgerufen am 24.05.12
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wurde 1995 im Basidiomyceten Bjerkandera adusta Dec 1 (frither Thanatephorus cucumeris Dec 1)
(Kim et al. 1995) entdeckt und ist ein glykosidiertes Him-Enzym (17%) mit einer molekularen Masse
von 60 kDa und einem pl von 3,8. Wie in den meisten Pilzen, in denen DyP gefunden wurde, werden
oft mehrere Isoenzyme gebildet, deren Trennung und Isolierung sich mitunter als sehr schwierig her-

ausstellte (Kim and Shoda 1999).

Abb. 5: Dreidimensionale Struktur einer DyP aus Bjerkandera adusta Dec 1(frither Thanatephorus
cucumeris Dec 1, pdb 3afv), Him-Molekiil ist griin dargestellt

DyPs zeigen nur eine sehr geringe Sequenz-Ubereinstimmung von 0,5-5% mit anderen pilzlichen
Peroxidasen wie den LiP, MnP oder CiP und besitzen statt des katalytischen His ein Asp im aktiven
Zentrum (Yoshida et al. 2011). DyPs sind bzgl. ihrer Aminosduresequenzen sehr heterogen, verfiigen
aber iiber eine gemeinsame dreidimensionale Struktur und ein hochkonserviertes GXXDG-Motiv.
Neben ihrem Vermogen synthetische Farbstoffe mit hohem Redoxpotentialen zu oxidieren, besitzen
DyPs weitere besondere katalytische Eigenschaften. So katalysieren sie die hydrolytische Spaltung des
Anthrachinon-Riickgrates unter Bildung von Phthalsdure (Sugano 2009) und besitzen die Moglichkeit,
auch p-Carotin in einer Peroxid-unabhingigen Reaktion zu spalten (Scheibner et al. 2008). Dariiber
hinaus zeigen DyPs herausragende Stabilitdt unter hohem Druck (2500 bar) und Temperatur (70 °C)
(Piihse et al. 2009) und besitzen ein hohes Redoxpotential von ca. +1,2-1,5 V (Hofrichter et al. 2010).
Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine heterologe Expression mit hohen Ausbeuten in E.coli

(Zelena et al. 2009b) und Aspergillus spp. (Zorn et al. 2011) moglich ist.
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1.2.2 Laccasen

Laccasen (EC 1.10.3.2), welche ebenfalls eine Rolle im Ligninabbau spielen, reprasentieren die grofBite
Gruppe der multicopper oxidases. Sie wurden bereits vor iiber 6000 Jahren zu Herstellung von Lack in
China verwendet (Huttermann et al. 2001) und 1883 zum ersten Mal aus dem Lack-Baum (RhAus ver-
niciflura) isoliert (Yoshida 1883). In der Natur sind Laccasen weit verbreitet und wurden in Pflanzen
(Bao et al. 1993), Insekten (Dittmer and Kanost 2010), Archae (Dittmer and Kanost 2010), Bakterien
(Sharma et al. 2007) und Pilzen (Baldrian 2006) beschrieben und erfiillen eine Vielzahl an physiologi-
schen Rollen. In Pflanzen sind sie am Ligninaufbau (O'Malley et al. 1993) und der Wundheilung
(Huttermann et al. 2001) beteiligt. In Insekten wirken sie mdglicherweise an der Bildung des Exoske-
lettes (Sugumaran et al. 1992) mit und bei Bakterien sind sie fiir die Melaninbildung (Faure et al.
1994), Sporenbildung und Morphogenese (Sharma et al. 2007) verantwortlich. Thr weit verbreitetes
Vorkommen in Pilzen spiegelt ihre unterschiedlichen Rollen, wie Morphogenese, Pathogen-Host-
Interaktion zwischen Pilz und Pflanze, Stressabwehr und Ligninabbau, wieder (Baldrian 2006). Lacca-
sen aus Weilifdulepilzen bilden mit tiber 100 untersuchten Vertretern die grofite Gruppe und sind meist
monomere hochglykosidierte extrazellulire Enzyme, mit einem Molekulargewicht zwischen 55-85
kDa und einem pl von 3-7 (Baldrian 2006). Laccasen koppeln die Ein-Elektronen-Oxidation von

Substraten mit der Vier-Elektronen-Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser.

Subgfratblndungstasche

Abb. 6: (A) Dreidimensionale Struktur einer Laccase aus Trametes versicolor (PDB 1KY A) mit vier
Cu-Atomen (griin) und der Substratbindungstasche (rot), (B) Koordination der Cu-Atome (griin), das
fiir das hohe Redoxpotential wichtige Phe ist orange dargestellt, modifiziert nach Rodgers et al. (2010)

Hierfiir sind vier unterschiedlich koordinierte Kupferionen, von denen eins (Cul) im Zentrum T1, eins
(Cu2) im Zentrum T2 und zwei (Cu3) im Zentrum T3 angeordnet sind verantwortlich (Abb. 6 und
Abb. 7). Diese konnen aufgrund ihrer spektroskopischen Eigenschaften unterschieden werden. Das

Cul ist dabei planar trianguldr mit zwei His und einem Cys koordiniert, die mit dem Cu(Il) einen
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Charge-Transfer-Komplex bilden, der fiir die tiefe blaue Farbe (610 nm) der Laccasen verantwortlich
ist (Lee et al. 2002). Das Cul bildet den primiren Elektronenakzeptor, an dem die vier Ein-
Elektroneniibergédnge von den Substraten katalysiert werden. Zwei weitere nicht- oder nur schwach-
koordinierende Liganden liegen in unmittelbarer Umgebung des Cul. Eines ist ein hochkonserviertes
Ile, wahrend das zweite (Phe, Leu, Met) variiert und vermutlich einen groen Einfluss auf das Redox-
potential der jeweiligen Laccase besitzt (Rodgers et al. 2010). Letzteres wurde lange Zeit fiir die Klas-
sifizierung der Laccasen als high- (Phe), middle- (Leu) und low-potential (Met) Laccasen verwendet,
wobei Laccasen mit einem Phe das hochste Redoxpotential (+0,73V) besitzen (Eggert ef al. 1998).
Jedoch gibt es noch weitere Strukturelemente, die wahrscheinlich fiir die Hohe des Redoxpotentials
verantwortlich sind, weshalb eine alleinige Einteilung aufgrund der drei Aminosduren nicht immer

getitigt werden kann (Bonomo et al. 1998; Giardina ef al. 2010; Xu et al. 1998).

Uber ein hoch-konserviertes His-Cys-His-Motiv werden die Elektronen vom Cul-Atom iiber einen
LRET zum Cu2-Atom und den beiden Cu3-Atomen, welche in einem trinuklearen Kupfercluster
angeordnet sind, iibertragen. Zwischen den beiden Cu3-Atomen wird der molekulare Sauerstoff ge-
bunden (Abb. 7) und anschlieBend, ohne die Freisetzung von Peroxointermediaten, zu Wasser redu-

ziert (Rodgers et al. 2010).

H,0

HOOC —Cuw2l=—

HOOC
O,
) /

Nows cwlt

. / AN
48 O,
OH
H;CO
’ 48 cul'*
2H,0 7N
Vollstindig reduziert
?H (l)H
|
N ANy
S NI N /Cu3 N
Qy
Cul'*
VRN N
Natives Intermediat Peroxyintermediat

Abb. 7: Mechanismus der Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser in Multikupferoxidasen,

Cul (Zentrum 1), Cu2 (Zentrum 2), Cu3 (Zentrum 3), modifiziert nach Solomon et al. (2008)

Dariiber hinaus gibt es Laccasen mit abweichenden spektroskopischen Eigenschaften. Die ,,gelben
Laccasen besitzen aufgrund der Modifizierung ihres aktiven Zentrums mit Degradationsprodukten des

Lignins (Pozdnyakova et al. 2006) keine charakteristische Absorptionsbande bei 610 nm sondern eine
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»Schulter bei 320-340 nm (Leontievsky et al. 1997). Sie sind in der Lage, nicht-phenolische Substra-
te ohne Zusatz von Mediatoren zu oxidieren (Pozdnyakova ef al. 2004). Daneben gibt es weitere Lac-
casen die statt der typischen Absorptionsbande bei 610 nm aufgrund eines teilweisen Austausches der
Kupferatome durch Zink-, Mangan- oder Eisen-Atome eine breite Absorptionsbande um 400 nm

zeigen (Schiickel ez al. 2011).

Laccasen sind wegen ihrem breiten Substratspektrum, der Unabhéngigkeit von teuren Co-Faktoren
und der Verwendung von O, als terminalem Elektronenakzeptor von hohem Interesse fiir Anwendun-
gen in der ,,griinen” Biokatalyse. Sie katalysieren eine breite Palette an Reaktionen, wie die Degradie-
rung von Polymeren, Ringspaltung, Oxofunktionalisierung und Cross-links von aromatischen Verbin-
dungen. Mit einem Redoxpotential von ca. +0,8 V besitzen sie einen entscheidenden Nachteil gegen-
iiber den lignolytischen Peroxidasen, welcher aber durch Einsatz geeigneter Laccase-Mediatorsysteme

(LMS) minimiert werden kann (Kunamneni ef al. 2008a).

Ein Nachteil in der Anwendung in der Biotechnologie aller hier beschriebenen Oxidoreduktasen ist
aber die geringe Verfiigbarkeit an kostengiinstigen Praparaten. Die heterologe Expression in geeigne-
ten Wirten konnte fiir eine deutlich giinstigere Produktion der Enzympréparate sorgen und damit in

einer breiteren industriellen Anwendung von Oxidoreduktasen miinden.

1.3 Biotechnologie

Laut Definition der Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) ist Biotech-
nologie ,,die Anwendung von Wissenschaft und Technik auf lebende Organismen, Teile von ihnen,
ihre Produkte oder Modelle von ihnen zwecks Verdnderung von lebender oder nichtlebender Materie
zur Erweiterung des Wissenstandes, zur Herstellung von Giitern und zur Bereitstellung von Dienstleis-
tungen‘”. Sie ist eine interdisziplinire und anwendungsbezogene Wissenschaft, in der Erkenntnisse
und Verfahren aus den Gebieten Biochemie, Bioverfahrenstechnik, Gentechnik, Mikrobiologie und
Zellbiologie angewandt werden®. Die Firma Réhm & Haas vertrieb 1913 als erste ein enzymbhaltiges
Waschmittel unter dem Handelsnamen ,,Burnus®, welches das Zeitalter der industriellen Biokatalyse
einldutete (Antranikian 2006). Allein in Deutschland betrug der Umsatz der Biotechnologie-
Unternehmen in 2011 iiber 2,37 Mrd. €°. Der globale Biotechnologiemarkt wuchs 2010 um 8,1% auf
250 Mrd. US $ und bis 2015 wird ein Wachstum von 59% auf 400 Mrd. US $ vorausgesagt. Dabei
sind mehr als 130 Biotransformations-Prozesse im Industrie-MaBstab mit ca. 100 Enzymen dokumen-

tiert (Faber 2011). Die Biotechnologie wird in drei verschiedene Hauptbereiche aufgeteilt, denen die

3 Definition der Biotechnologie laut OECD, http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation/DE/Hintergrund/basiswissen.html, Abruf der
Seite 17.05.2012

4 Was ist Biotechnologie, http://studiengang.beuth-hochschule.de/bt/was-ist-biotechnologie/, Abruf der Seite 17.05.2012

> biotechnologie.de, http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation/DE/Hintergrund/studien-statistiken,did=123044.html, Abruf der Seite
16.05.2012
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Farben Rot fiir die medizinische Biotechnologie, Griin fiir die Agrobiotechnologie und Weil} fiir die
industrielle Biotechnologie zugeordnet werden. In den letzten Jahren wurde versucht, weiteren
biotechnologischen Anwendungsgebieten, wie z.B. der Meeresbiotechnologie (Blaue Biotechnologie)
oder der Biotechnologie der Lebensmittel (Gelbe Biotechnologie), Farben zuzuordnen. In vielen An-
wendungsgebieten verschwimmen jedoch die Grenzen, so dass oftmals eine eindeutige Klassifizierung
nicht erfolgen kann. Den groBten jahrlichen Umsatz hat die Rote Biotechnologie mit einem Marktan-

teil von 67%".

1.3.1 Rote Biotechnologie

Die Rote Biotechnologie, oder medizinische Biotechnologie genannt, beschéftigt sich mit der Erfor-
schung und Entwicklung neuer Therapeutika und diagnostischer Verfahren. Zu den wichtigsten Dis-
ziplinen zdhlen die Genomics und Proteomics. Ein Meilenstein fiir die Rote Biotechnologie war die
Entschliisselung des menschlichen Genoms im Jahr 2000. Beispiele fiir Anwendungen in der Roten
Biotechnologie sind die Entwicklung neuer Antikorper fiir die Behandlung von Krebserkrankungen,
neue Diagnostik von Krankheiten/Krankheitsverldufen, wie z.B. DNA-Chips fiir die Gendiagnostik
und Tumormarker bei Krebspatienten, oder die Ziichtung von Gewebe wie Knorpel, Knochen oder

Haut aus Stammzellen (Tissue Engineering).

Eine Uberschneidung von WeiBer und Roter Biotechnologie tritt in der industriellen Herstellung von
Therapeutika, wie Vitaminen, Aminosduren, Steroiden und Proteinen (Enzymen, Hormone, Antibioti-
ka, Cytokine, Vakzine), auf. In Deutschland waren nach Angaben des Verbandes der chemischen
Industrie (VCI) 2011 insgesamt 198 biotechnologisch hergestellte Medikamente und Impfstoffe zuge-
lassen’. Eines der umsatzstirksten Biopharmazeutika ist das Glykoprotein Epoetin/Darepoetin. Es ist
als Wachstumshormon fiir die Bildung von roten Blutkérperchen von Bedeutung und wird in der
Behandlung von Dialysepatienten und Krebspatienten verwendet. Nebenbei hat es auch im Hochleis-
tungssport einen zweifelhaften Bekanntheitsgrad erreicht. Hergestellt wird Epoetin in tierischen Zellli-
nien, z.B. des chinesischen Streifenhamsters (Chinese Hamster Ovary, CHO) und des syrischen Gold-

hamsters (Baby Hamster Ovary, BHK-Zellen) (Bren ef al. 2002).

Auch Oxidoreduktasen finden Anwendung in der Roten Biotechnologie. So kann beispielsweise die
Bestimmung des Blutzuckerspiegels bei Diabetespatienten amperometrisch durch Verwendung von
Glucoseoxidase in Blutzuckermessgeréten erfolgen. Ein interessanter Ansatz ist die Entwicklung einer
elektrochemischen Zelle zur Stromerzeugung fiir medizinische Implantate. An der Anode ist hierfiir

eine Glucoseoxidase und an der Kathode eine Laccase immobilisiert. Die Stromerzeugung wird durch

6 Biotechnology: World Market Overview, MarketLine, http://www.reportlinker.com/p0157576-summary/Biotechnology-Global-Industry-
Guide.html, abgerufen am 17.05.2012

7 Was ist Biotechnologie? http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation/DE/Hintergrund/basiswissen.html, Abruf der Seite 17.05.2012
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Oxidation von Glucose auf der Oberflidche der Anode und die Reduktion des Sauerstoffs auf der Ka-
thode realisiert (Choi 2005). Auch konnen Therapeutika, wie Antibiotika, mit Hilfe von Laccasen
synthetisiert oder modifiziert werden (Schmid and Urlacher 2007).

1.3.2 Grune Biotechnologie

Eine Alternative zu Nahrungsergénzungsmitteln, wie Vitaminpraparaten, ist die direkte und ausrei-
chende Aufnahme iiber die Nahrung. Da durch die Verarbeitung von Reis, dem Polieren, die Aleuron-
schicht als nahezu einzige Quelle fiir f-Carotin im Reis entfernt wird, kann durch Verwendung von
genetisch verdndertem Reis (Golden Rice), welcher mit dem Provitamin f-Carotin angereichert ist,
eine ausreichende Versorgung mit f-Carotin erreicht und somit eine Unterversorgung mit Vitamin A

verhindert werden.

Allgemein beschreibt die Griine Biotechnologie, oder Agrobiotechnologie, den Einsatz von Biotech-
nologie in der Landwirtschaft®. Dabei ist die Agrobiotechnologie keine neue Wissenschaft. Schon vor
Jahrtausenden haben Bauern Pflanzen mit wiinschenswerten Eigenschaften vermehrt und gekreuzt.
Wo sich frither die Ziichtung allein auf die Beobachtung und Analyse der duflerlichen Merkmale und
ihre Erfahrung verlassen musste, konnen heutzutage gezielte Verdnderungen vorgenommen werden.
Ein Meilenstein hierfir war die vollstindige Sequenzierung der Modellpflanze Ackerschmalwand

(Arabidopsis thaliana) im Jahr 2000 und des Reisgenoms 2002°.

Seitdem hat der Einsatz von biotechnologischen Verfahren in der Landwirtschaft immer mehr zuge-
nommen. Durch den Eintrag von neuen Genen durch Transformation mit Agrobacterium-Staimmen,
Beschuss durch Mikroprojektile (,,gene-gun®, z.B. mit Goldpartikel), Mikroinjektion von DNA oder
durch direkte Transformation in Protoplasten (Murray 2011) in Nutzpflanzen konnen gezielt Verdnde-
rungen und Verbesserungen hervorgerufen werden. Die erste transgene Nutzpflanze war die ,,Flavr

Savr™*“-Tomate, bei der die Fruchtreife verzégert war, was zu einer langeren Haltbarkeit fiihrte.

Infolge gentechnischer Verdnderungen von Pflanzen kann die Herbizidtoleranz, die Resistenz gegen-
iiber Krankheitserregern, wie Pilzen und Insekten, sowie die Toleranz gegeniiber Trockenheit und
Salzgehalt die Ertrage deutlich verbessern und die Umwelt schonen. So wird eine Resistenz von Mais
(Bt-Mais) gegeniiber Schadinsekten, wie dem Maisziinsler, durch die Integration von Genen flir Ente-
rotoxine aus Bacillus thuringiensis ins Genom erreicht. Dariiber hinaus kdnnen auch gezielt Eigen-
schaften von Pflanzen, wie das Fettsdurespektrum im Raps, die Anreicherung von Korn mit essentielle
Aminosduren, wie Lysin, fiir die Futtermittelindustrie (Murray 2011) oder eine Kartoffel (Amflora)

mit nur einer Stirkesorte fiir die Papierherstellung, fiir die unterschiedlichen industriellen Anforderun-

¥ Grine Biotechnologie: Landwirtschaft, http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation/DE/Hintergrund/basiswissen.html, abgerufen am
20.05.2012

? Griine Biotechnologie: Landwirtschaft, http://www.biotechnologie.de/BIO/Navigation/DE/Hintergrund/basiswissen.html, abgerufen am
20.05.2012
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gen angepasst werden. Durch die geringe Verbraucherakzeptanz in Deutschland gegeniiber gentech-
nisch verinderten Pflanzen ist ein Anbau in Deutschland jedoch schwierig'’. Die Tatsache, dass 2011
weltweit 160 Millionen Hektar in 29 Léndern mit gentechnisch verdnderten Nutzpflanzen bepflanzt
wurden'' und in Deutschland allenfalls Versuchsfelder existieren'?, verdeutlicht den Riickstand den die

griine Biotechnologie in Deutschland hat.

Da die Kosten fiir die Produktion von rek. Proteinen in Pflanzen um den Faktor 10-50 geringer sein
konnen als durch Fermentation mit E.coli einschlielich nachfolgender Aufreinigung (Kusnadi et al.
1997), besitzt die Agrobiotechnologie in der Produktion von Vakzinen, Antikdrpern und Biopharma-
zeutika in Pflanzen grof3es Potential (Klefenz 2002). Des Weiteren haben sich transgene Pflanzen als
attraktive Systeme fiir die Produktion von humanen Proteinen durch die geringere Gefahr der Konta-
mination mit Sdugetier-Viren, die Moglichkeit eines einfachen und kostengiinstigen Scale-Ups und die
geringen Anforderungen in der Unterhaltung (Klefenz 2002) herausgestellt. Als ein weiterer Vorteil
wird auch die Moglichkeit der Kompartimentierung respektive der Speicherung der Produkte in Chlo-
roplasten, Vakuolen, Mitochondrien und Samen (Murray 2011) herangefiihrt, welche eine einfachere

Produktabtrennung und -aufarbeitung ermdéglicht.

Eine Uberschneidung der Griinen und WeiBen Biotechnologie ergibt sich bei der Produktion von

Biotreibstoffen aus Pflanzen, wie Raps, Mais und Zuckerrohr.

1.3.3 Weil3e Biotechnologie

Laut Definition der Industrievereinigung EuropaBio verwendet die Weille oder auch industrielle Bio-
technologie Enzyme und Mikroorganismen fiir die Herstellung von Produkten, wie Chemikalien,
Nahrungs- und Futtermitteln, Detergenzien, Papier und Zellstoffen, Textilien und Bioenergie, wie
Biokraftstoff und Biogas'. Das heute in dieser Form nicht mehr existierende deutsche Unternechmen
Rohm&Haas aus Darmstadt produzierte bereits 1909 das erste industriell verwendete Enzymprodukt
OROPON®, welches aus Peptidasen bestand und zur entscheidenden Verbesserung der Ledergerbung
beitrug'’. Die Haupteinsatzgebiete von Enzymen sind Waschmittel (32%), technische Prozesse (20%)
und die Herstellung von Lebens- und Futtermitteln (33%). Der Anteil der beteiligten Enzyme bei der
Erzeugung von Feinchemikalien und Pharmazeutika ist mit 4-5% vergleichsweise gering (Antranikian

2006). Jedoch werden viele Antibiotika, Vitamine, Hormone, Aminoséuren und weitere Biomolekiile,

10 Der Anbau der in mehreren Bundeslédndern kultivierten Bt-Maissorte MON810 wurde 2009 verboten und der Anbau von Amflora 2012
eingestellt

" Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2011,
http://www.isaaa.org/resources/publications/briefs/43/executivesummary/default.asp, abgerufen 20.05.2012

12 http://www.transgen.de/anbau/eu_international/643.doku.html, abgerufen 20.05.2012
13 What is industrial biotechnology?, http://www.europabio.org/what-industrial-biotechnology, abgerufen am 21.05.2012

' Broschiire: WeiBe Biotechnologie- Chancen fiir neue Produkte und umweltschonende Prozesse,
www.bmbf.de/pub/weisse_biotechnologie.pdf, abgerufen am 20.05.2012
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deren chemische Synthese aufgrund ihrer chiralen Information nur schwer zugénglich ist, bereits im
KilotonnenmalBstab hergestellt (Heiden and Zinke 2006). Die am hiufigsten in der Biokatalyse ver-
wendeten Enzyme sind Hydrolasen, wie Peptidasen, Esterasen und Lipasen, die in Form von Wasch-
mittelenzymen (Heiden and Zinke 2006) und zur Herstellung von optisch aktiven Carbonséuren, Ami-
nosduren, Alkoholen und Aminen eingesetzt werden (Faber 2011). In der Klasse der Oxidoreduktasen
werden zumeist Dehydrogenasen in isolierter Form oder als ganze Zellen (Bakterien und Pilze) fiir die
stereo- und enantioselektive Reduktion von Ketonen zu den entsprechenden sekundéren Alkoholen im

Industriemalfstab genutzt (Faber 2011).

Abb. 8: Modell einer Ligninstruktur aus Weichholz (Arendt 2009)

Mit einem Produktvolumen von 55 Mrd. € stellt die industrielle Biotechnologie ca. 3% des Weltmark-
tes fir Chemikalien biotechnologisch her. Den grofiten Anteil daran hat die Herstellung von Bioetha-
nol®. Biokraftstoff aus Zuckerriiben, Rohrzucker und Mais gewonnen, steht durch den Verbrauch von
Wasser und Land in Konkurrenz zur Nahrungsmittelproduktion. Zusétzlich fiithren die hohen Preise zu
einer Suche nach alternativer nicht als Lebensmittel geeigneter Biomasse, wie Lignocellulose, als
Ausgangsmaterial. Diese sogenannten Biokraftstoffe der ,,zweiten Generation konnen aus Abfallstof-
fen der Landwirtschaft, Holzindustrie und aus speziellen Grasern wie z.B. Miscanthus (Chinaschilf),
welches auf ndhrstoffarmen und trockenen Bdden wachsen kann, gewonnen werden (Sims et al.
2008). Ein kritischer Schritt in der Produktion von Bioethanol ist die Aufspaltung des Lignins (Abb.

8), um eine optimale Verfiigbarkeit der Cellulose zu gewahrleisten. Laccasen konnen hierbei eine

13 http://www.schaumann-stiftung.de/deutsch/download/2_4_antranikian pp.pdf, Abruf der Seite am 20.05.2012
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signifikante Verbesserung in der Wertschdpfung erreichen, indem sie das Lignin depolymerisieren'.
Weiterhin kdnnen auch die fiir eine weitere enzymatische Hydrolyse und Fermentation durch Hefen
kritischen  toxischen Produkte, wie Phenole, welche in alternativen Lignocellulose-
Aufarbeitungsverfahren, wie der Dampfexplosion (steam explosion), entstehen, durch Polymerisierung

entfernt werden (Moreno et al. 2012).

Trotz ihrer Robustheit und Unabhingigkeit von Cofaktoren haben Laccasen und Peroxidasen bisher
nur wenig Anwendung in der industriellen Produktion gefunden. Bisher sind zwei etablierte kommer-
zielle Verfahren in der Wein- und Textilindustrie bekannt (Schmid and Urlacher 2007). Die phenoli-
schen Bestandteile von Weinkorken, im Besonderen 2,4,6-Trichloroanisol, welches einen intensiven
schimmlig-muffigen Geruch hervorrufen kann (Sponholz and Muno 1994), werden fiir die Entstehung
von unerwiinschten Fehlaromen wéhren der Lagerung des Weines verantwortlich gemacht. Durch das
Waschen des Korkes mit einer hierfiir entwickelten kommerziellen Laccasepriparation (Suberase®,
Novozymes) konnen die Phenole polymerisiert bzw. im Kork eingeschlossen oder ausgewaschen

werden (Schmid and Urlacher 2007).

Eine zweite kommerzielle Anwendung von pilzlichen Laccasen besteht in der Bleichung von Jeans-
stoff. Dafiir werden die Mediator-Laccase-Préparationen Denilite® und Denilite® II (Redoxmediator
Methylsyringat und Laccase aus M. thermophila, Novozyme) eingesetzt, um den unloslichen Farbstoff
Indigoblau, der an der Baumwollfaser gebunden ist, zu dem Farblosen Isatin zu oxidieren. Durch
diesen Ansatz wurde es moglich, die traditionelle Bleichung durch Chlorverbindungen durch einen

umweltfreundlicheren Prozess zu ersetzten (Schmid and Urlacher 2007).

Kurz vor der Markteinfiihrung stehen Verfahren fiir die Aufbereitung von Abwéssern von Papierfabri-
ken durch Laccasen (Novozyme 51003), welche durch Polymerisation der Lignin-Bestandteile zu
einer Verringerung der Farbung und des biochemischen und chemischen Sauerstoftbedarfs des Ab-

wassers flihren (Schmid and Urlacher 2007).

Dariiber hinaus gibt es unzdhlige weitere Anwendungsgebiete von Laccasen in der industriellen Bio-
technologie. So wurden weitere potentielle Anwendungsfelder in der Abwasserbehandlung von Férbe-
reien (Cristovao et al. 2009), Alkohol-Destillerien (Raghukumar et al. 2004) und Olivenmiihlen (D'-
Annibale et al. 2000) durch Entfernung der toxischen Phenole, sowie die Bodensanierung durch Ab-
bau von giftigen Xenobiotika, wie polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAHs) (Ko-
schorreck et al. 2008b), Insektiziden (Amitai et al. 1998) und polychlorierten Biphenylen (PCBs)
(Fujihiro et al. 2009), untersucht. In der Zellstoff- und Papierindustrie konnen Laccasen zur Abtren-
nung und Abbau des Lignins (Bourbonnais et al. 1997) verwendet werden, was zu einer Verringerung

des Einsatzes von umweltbelastender Chlorbleiche fithren konnte (Kunamneni et al. 2008b). Auch der

' The usage of laccase enzyme for degradation of ligno-cellulosic feedstock for bio-ethanol production,
http://www.bioenergiadlaregionu.eu/pl/doktoranci/artykuly-doktorantow/art38,the-usage-of-laccase-enzyme-for-degradation-of-ligno-

cellulosic-feedstock-for-bio-ethanol-production.html, Abgerufen am 20.05.2012
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Einsatz als Biosensoren fiir verschiedenste Phenole, als Katalysatoren in der organischen Synthese und

in Formulierungen fiir Kosmetika scheint realisierbar (Kunamneni et al. 2008b; Piscitelli et al. 2010).

Eine potentielle industrielle Anwendung wird aber noch durch die zu hohen Kosten der Laccaseprépa-
rate und der eingesetzten Mediatoren, deren mdgliche Umweltgefahrdung sowie die Inaktivierung der

Laccasen in der Anwendungsumgebung erschwert (Schmid and Urlacher 2007).

Fiir lignolytische Peroxidasen kann zum Beispiel der Einsatz in der Waschmittelindustrie ein mogli-
ches Anwendungsgebiet sein. Eine erste kommerzielle Peroxidasepriparation aus dem Basidiomyce-
ten Coprinus cinerea (Guardzyme™) konnte das Verfirben beim Waschen (dye-transfer inhibition) von

Textilien mit unterschiedlichen Farben verhindern (Xu 2005).

Der Vorteil von lignolytischen Peroxidasen gegeniiber Laccasen ist das deutlich hohere Redoxpotenti-
al, wodurch der Einsatz von Mediatoren obsolet wird und diese Enzyme ideale Kandidaten fiir die
Entfernung oder den Abbau von Lignin und die Transformation von Stoffen mit hohem Redoxpotenti-
al wie PAHs und PCBs sein sollten (Polaina and MacCabe 2007). In Untersuchungen zum Einsatz von
Peroxidasen in der industriellen Biotechnologie dominieren jedoch Peroxidasen, welche aus Pflanzen
wie Meerrettich (HRP), Sojabohnen (SBP) und aus dem marinen Pilz Caldaromyces fumago (CPO,

Chloroperoxidase) gewonnen werden.

Peroxidasen finden weiterhin einen moglichen Einsatz in der Synthese von chiralen Hydroperoxiden
durch enantioselektive Reduktion von racemischen organischen Peroxiden durch Meerrettich-
Peroxidase (Hoch et al. 1997). Des Weiteren konnen Peroxidasen (HRP und CPO) in der organischen
Katalyse Reaktionen, wie Elektronentransfers, Disproportionierungen, Halogenierungen, Sulfoxida-
tionen, Epoxidierungen, Demethylierungen, Dehydrogenierungen, Hydroxylierungen und «-

Oxidationen, katalysieren (Adam et al. 1999).

R~ _R, HRP Ri~_R, R~ _R,
+
OOH OH OOH
OCH,
OH

Abb. 9: Kinetische Auflosung von racemischen Peroxiden durch HRP (Hoch et al. 1997)

Fiir die Entfernung von phenolischen Verunreinigungen analog zur Anwendung von Laccasen wurden
viele Untersuchungen, zumeist mit HRP und SBP, durchgefiihrt. Mogliche Anwendungen befinden
sich jedoch noch immer im experimentellen Stadium (Hamid and Khalil-ur-Rehman 2009). In der
Abwasserreinigung von Férbereien konnen ebenfalls Peroxidasen wie die HRP eingesetzt werden (De
Souza et al. 2007). Der gewichtige Nachteil von Peroxidasen gegeniiber Laccasen ist jedoch die rasche
Inaktivierung durch ihr Co-Substrat H,O, (Hiner ef al. 2001). Verschiedene Losungsansitze, wie
Immobilisierung (Dalal and Gupta 2007), Zugabe von Polyethylenglykol (Cheng et al. 2006) oder

Ni*"-Ionen (Nazari et al. 2007), wurden beschrieben.
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Weitere mogliche Anwendungsfelder sind die Synthese von Polymeren (Sakharov et al. 2003) und
biokompatiblen Proteingelen (Miller et al. 2003) sowie der Einsatz als Biosensoren (Di et al. 2005).
Gebunden an Antikorper hat die HRP weite Verbreitung in der Labor-Diagnostik, wie z.B. in ELISA-

Tests, erfahren.

Trotz ihrer Robustheit und Unabhéngigkeit von Cofaktoren haben Laccasen und Peroxidasen bisher
nur wenig Anwendung in der industriellen Produktion finden kdnnen. Im folgenden Kapitel sollen

mogliche Anwendung in der Lebensmittelchemie néher betrachtet werden.

1.3.4 Einsatz von Oxidoreduktasen in der Lebensmittelindustrie

Die Stabilisierung von Wein ist eine der Hauptanwendungen von Laccasen in der Lebensmittelindust-
rie als Alternative zu physikalisch-chemischen Adsorbentien (Minussi et al. 2002). Most und Weine
sind komplexe Gemische aus einer Vielzahl verschiedener chemischer Verbindungen, wie Ethanol,
organischen Séduren, Salzen und Phenolen (Kunamneni et al. 2008b). Die Phenole, welche wéhrend
der Lagerung und in der weiteren Verarbeitung zu Wein zur Beeinflussung der Farbe und des Ge-
schmacks fiihren konnen (Minussi et al. 2007b), konnen durch Laccasen selektiv entfernt werden. Fiir
eine effektive Abtrennung und Wiederverwendung der Laccase wird diese in immobilisierter Form

eingesetzt (Minussi et al. 2002).

In analoger Weise kdnnen Laccasen auch zur Stabilisierung von Bier verwendet werden, um phenol-
und proanthocyanidin-induzierte Triibungen durch Proteinprézipitationen bei der Lagerung zu vermei-
den (Mathiasen 1995). Des Weiteren wird ein kommerzielles Laccasepriparat (Flavourstar®, Novo-
zymes) zur Sauerstoffeliminierung in Bier beworben, um die Bildung eines Fehlaromas (off-flavor),
wie z.B. trans-2-Nonenal, zu verhindern. Dabei wird die Laccase zur Maische hinzugegeben und durch
Oxidierung der phenolischen Inhaltsstoffe bei gleichzeitiger Sauerstoffreduktion wird dem System
Sauerstoff entzogen. Auf diese Weise kann eine weitere Reaktion des Sauerstoffs mit Fettsduren (z.B.
Linolsdure), Aminosduren, Proteinen und Alkoholen, welche zur Bildung von Fehlaromen fiihren
kann, verhindert werden (Olempska-Beer 2004). Eine #hnliche Stabilisierung in Getrdnken, wie
Fruchtsiften, durch Laccasezuséitze wurde ebenso untersucht (Minussi et al. 2002). Weitere Anwen-
dungen von Laccasen in der Lebensmittelindustrie sind die Verldngerung der Haltbarkeit durch Sauer-
stoffeliminierung (Petersen et al. 1996), die Verbesserung der Farbe von auf Tee basierten Produkten
(Bouwens et al. 1996) oder die Optimierung des Aromas und Geschmacks von Kakao (Takemori et al.

1992) sowie die Geruchsentfernung (Tsuchiya and Petersen 2005).
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Fiir eine industrielle Anwendung von Peroxidasen in der Lebensmittelindustrie wurde die rek. MsP
erfolgreich fiir die Bleichung (Abbau von f-Carotin) von Lebensmitteln patentiert und unter dem

Namen MaxiBright™ lizensiert'’.

Ein weiteres interessantes Anwendungsgebiet fiir Oxidoreduktasen ist die Synthese von natiirlichen
Aromastoffen. So konnte N-Methylanthranilat, welches einen fruchtigen Geruch besitzt, aus Methyl-
N-methylanthranilat durch Peroxidase-katalysierte Demethylierung gebildet werden (van Haandel et
al. 2000). Auch gelang die Gewinnung von geruchsaktiven Norisoprenoiden durch Degradierung von
Carotinoiden durch eine Peroxidase aus Lepista nuda (Zorn et al. 2003) und einer DyP aus Marasmius
scorodonius (Zelena et al. 2009a). Erst kiirzlich konnte die Bildung des typischen Aromas der Grape-
fruit, (+)-Nootkatoon, aus dem Sequiterpen (+)-Valencen mittels einer Valencen-Oxygenase beschrie-

ben werden (Zelena et al. 2011a).

Vanillin ist eine weitere sehr interessante Zielaromakomponente und ist gemessen am Marktwert und
Marktvolumen der wichtigste Aroma- und Duftstoff weltweit. Natiirliches Vanillearoma besteht aus
einem Komplex verschiedener Komponenten, wobei das Aroma mafBgeblich durch Vanillin bestimmt
ist, und wird vorrangig aus den Schoten der tropischen Orchidee Vanilla planifolia extrahiert (Rao and
Ravishankar 2000). Vanille und Vanillin besitzen in jeglicher Konzentration ein akzeptables Aroma,
das von den meisten Menschen genossen wird, wodurch es zum populédrsten Aroma geworden ist und
breite Anwendung in Esswaren (z.B. Eiscreme, Schokolade, Gebick), Getranken, Parfums, Kosmetika

und Tabak findet (Berger 2007).

OCH;4
OH

Vanillin

Abb. 10: Struktur von Vanillin

Die Weltproduktion fiir den Einsatz in Lebensmitteln betrdgt mehr als 9000 t pro Jahr, von denen
jedoch weniger als 1% aus der Vanille-Schote gewonnen werden (Converti ef al. 2010). Naturidenti-
sches Vanillin wird groBtechnisch aus Coniferin, Eugenol, Safrol, Guaiacol und Lignin synthetisiert
(Bedoukian 1986; Clark 1990; Hearon and Lo 1980; Wu ef al. 1994). Der hohe Preisunterschied zwi-
schen naturidentischem (< 15 $/kg) und natiirlichem Vanillin (< 4,000 $/kg) fiihrt zu der Suche nach
neuen biotechnologischen Verfahren zur Bereitstellung von natiirlichem Vanillin (Converti et al.

2010). Mogliche Verfahren sind die Biotransformation ausgehend von Kaffesdure und Veratryl-

17 DSM MaxiBright™, http://www.dsm.com/le/en_US/foodspecialties/html/Products_Maxibright.htm, abgerufen a, 24.05.12
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Aldehyd (Suresh ef al. 2003) oder die Fermentation von natiirlichen Vorstufen, wie Ferulasdure, Eu-
genol, Isoeugenol, Coniferylalkohol, Vanillin-Alkohol und Stilben, durch Mikroorganismen (z.B.
Pseudomonas fluorescens, Pycnoporus cinnabarinus, Aspergillus niger, E.coli, Amycolatopsis sp.,
Streptomyces setonii) (Converti et al. 2010; Krings and Berger 1998; Muheim and Lerch 1999; Prie-
fert et al. 2001; Rao and Ravishankar 2000; Schrader et al. 2004) zu Vanillin. Bisher bestehen zwei
kommerzielle Verfahren: die Biotransformation von Ferulasdure (z.B. aus Reiskleie) durch das gram.
positive Bakterium Amycolatopsis sp. (Rabenhorst and Hopp 2000) und die Hydrolyse von Curcumin
unter hohem Druck und Temperatur (Dolfini et al. 1990). In der Biosynthese durch Amycolatopsis sp.
wird dem Medium kontinuierlich zugesetzte Ferulasdure zu Vanillin transformiert und ins Medium mit
einer Konzentration von ca. 12 g L' abgegeben (Rabenhorst and Hopp 2000). Die beteiligten Enzyme
konnten erfolgreich identifiziert und kloniert werden. Obwohl bereits sehr gro3e Fortschritte in der
biotechnologischen Produktion von Vanillin erreicht werden konnten, ist der Preis fiir biotechnolo-
gisch erzeugtes natiirliches Vanillin mit ca. 600 € pro kg hoch (personliche Mitteilung, Dr. G. Kram-
mer, Symrise). Eine Verringerung der Produktionskosten konnte durch Verwendung von giinstigeren
ferulasdurehaltigen landwirtschaftlichen Nebenprodukten (Zheng et al. 2007) oder die Verwendung
eines kostengiinstigeren Ausgangssubstrates, wie Eugenol, erreicht werden. Fiir die Biokonversion
von Eugenol zu Vanillin wurde ein Pseudomonas-Stamm genetisch so modifiziert, dass die normaler-
weise erfolgende weitere Konversion von Vanillin zu Vanillinséure, durch Verhinderung der Expres-
sion einer Vanillindehydrogenase, unterbunden wurde. Da aber fiir diese Biotransformation ein gene-
tisch modifizierter Stamm eingesetzt werden muss, ist der Einsatz in Europa aufgrund der geringen

Verbraucherakzeptanz gegeniiber ,,Gentechnik* unwahrscheinlich.

In einer weiteren Anwendung zur biotechnologischen Herstellung von Vanillin wird natiirliches Cur-
cumin in Form einer 1%igen Kurkuma-Oleoresin-Losung unter hohem Druck und Temperatur ohne
Katalysator in einem kontinuierlichen Reaktor hydrolysiert. Nach 30 min Reaktionszeit konnen 20%
Vanillin, 12% Guaiacol, 9% Feruloylmethan und 5% Vinylguaiacol erhalten werden (Dolfini et al.

1990).

Curcumin ist ein Inhaltsstoff des Kurkuma-Gewlirzes, welches den Hauptbestandteil von Currypulver
darstellt. Kurkuma wird in groBen Mengen aus der Wurzel der Pflanze Curcuma longa industriell
gewonnen und findet weltweit Anwendung in der Kiiche und als Lebensmittelfarbstoff (E100) (Eps-
tein et al. 2010). Als chemoprotektiver Wirkstoff besitzt Curcumin antioxidative und antiinflammato-
rische Eigenschaften und kann in der Bekdmpfung von Krebs eingesetzt werden (Agrawal and Mishra
2010; Epstein et al. 2010). Masuda et al. (1999) beschrieben, dass Curcumin ebenfalls durch einen
Radikalmechanismus zu Vanillin, Ferulasdure und Feruloylmethan zerfallen kann (Abb. 11). Laccasen
und Peroxidasen konnten als Radikalbildner ebenfalls diese Fragmentierung hervorrufen. Dies konnte
zu einem neuen schonenden Prozess zur Synthese von natiirlichem Vanillin durch Peroxidasen oder

Laccasen fithren und soll im Rahmen dieser Arbeit ndher untersucht werden.
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1) 0 Curcumin OH O
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Vanillin Ferulasdure

Abb. 11: Moglicher Mechanismus der Curcumindegradation durch Radikalkettenreaktion (Masuda et
al. 1999)

Ein weiteres spannendes Anwendungsgebiet fiir lignolytische Enzyme ist die Backwarenindustrie.
Brot und Backwaren gehoren zu den bedeutendsten Nahrungsmitteln in Europa; sie stehen fiir etwa die
Halfte unserer Kohlenhydrat- und etwa ein Drittel der Proteinzufuhr (Uhlig 1998). Weltweit werden
jahrlich iiber 6 x 10 t Weizen geerntet (Aehle 2004), dessen chemische Zusammensetzung und damit
Backfahigkeit von zahlreichen Standort-, Wetter-, Lager- und Sorteneinfliissen abhéngt (Belitz et al.

2008). In den letzten Jahre wurden immer mehr mechanisierte Verarbeitungsschritte in der Backwa-
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renindustrie eingefiihrt, was zu einer steigenden Nachfrage nach Weizenmehlen, deren Teig eine hohe
Toleranz gegeniiber der mechanischen Handhabung besitzen, gefiihrt hat (Caballero et al. 2007). Um
diese schwankenden Eigenschaften der Mehle auszugleichen, werden Zusatzstoffe, wie Ascorbinsiure,
Emulgatoren (Weizenmehl) und bei Quellmehlen, Sdauerungs- und Lockerungsmittel (Roggenmehl),
eingesetzt. Im besonderen Fokus stehen dabei Zusidtze, welche die Struktur des Weizenklebers so

beeinflussen, dass die Teige sowohl einen erhdhten Dehnwiderstand als auch Dehnbarkeit aufweisen.

Weizenmehl ist ein Gemisch aus Kohlenhydraten (70-80%), Proteinen (8-19%) und Lipiden (1,5-
2,5%) (Belitz et al. 2008). Hauptbestandteil der Proteinfraktion sind Gliadine und Glutenine, welche
nach dem Anteigen ein kohisives viskoelastisches Netzwerk bilden, welches maf3geblich Einfluss auf
die Qualitit des Brotes hinsichtlich Krumenstruktur und Volumen des Brotleibes hat (Selinheimo et al.
2007). Eine weitere wichtige Inhaltsgruppe, hinsichtlich des Einflusses auf die rheologischen Eigen-
schaften des Teiges, sind mit Ferulasdure verkniipfte Arabinoxylane (Abb. 12), welche ein hohes
Bindevermogen gegeniiber Wasser haben und damit einen Beitrag zur Viskositét leisten (Aehle 2007).
Mit entscheidend fiir die sich daraus ergebenden rheologischen Eigenschaften ist der Vernetzungsgrad

dieser Makromolekiile im Mehl, welcher durch exogene Enzyme beeinflusst werden kann.

B-(1-4) verkniipfte D-Xylopyranosyleinheit

o [}
PN L
OH O O
[e]
[¢]
OH

a o-L-Arabinofuranosylsubstituent
o 0—CH,

Ferulasdure
A

H3CO

OH

-

Abb. 12: Typische chemische Struktur eines Arabinofuranosylferulats, modifiziert nach Nifio-Medina

et al. (2010)

In der Geschichte des Brotbackens haben Enzyme schon immer eine Rolle gespielt, um die backtech-
nischen Eigenschaften auszugleichen oder zu verbessern. Der erste Einsatz von Enzymen war die
Verwendung exogener a-Amylase, um unterschiedliche Amylase-Gehalte von Mehl auszugleichen.
Die Verwendung von chemischen Verbindungen, wie z.B. Natriummetabisulfat, Cystein, Azodicarbo-
namid (ADA) und Kaliumbromat, kann ebenfalls zu einer Verbesserung der Teigeigenschaften fiihren,

wird aber durch den Trend zu immer ,,griineren* Produkten durch Enzyme verdridngt (Aehle 2007).
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Ahnlich wie die Transglutaminase, welche die Proteine durch Bildung von kovalenten Bindungen
zwischen Lysin- und Glutamin-Resten vernetzten kann (Larré et al. 2000), sind lignolytische Enzyme,
wie Laccasen, Peroxidasen und Tyrosinasen, in der Lage, die Makromolekiile im Teig zu verkniipfen.
Uber die Bildung von Thiyl- und Feruloyl-Radikalen kénnen komplexe Cross-links von Proteinen
(Joye et al. 2009), Arabinoxylanen (Figueroa-Espinoza and Rouau 1998) und zwischen Proteinen und
Arabinoxylanen (Selinheimo et al. 2007; Selinheimo et al. 2008) entstehen, welche die rheologischen
Eigenschaften der Teige verbessern konnen. Der Nachteil einer nicht zuldssigen exogenen Zudosie-
rung von Wasserstoffperoxid beim Einsatz von Peroxidasen zur Teigverbesserung, kann durch gleich-

zeitige Verwendung von Glucoseoxidase umgangen werden.

Die Quervernetzung von Proteinen und mit Phenolen veresterten Zuckern kann auch fiir die Herstel-
lung neuer Hydrokolloide, hinsichtlich der Anwendung in der Lebensmittelindustrie als Verdickungs-
mittel, Gelbildner oder Stabilisator fiir Schdume, Emulsionen und Dispersionen, genutzt werden.
Bisher wird meist Transglutaminase verwendet, um durch Quervernetzung von Proteinen in Lebens-
mitteln, wie etwa in Joghurtprodukten (Lauber ef al. 2000), die Textur zu verdndern. Jedoch konnte

auch hier die Verwendung lignolytischer Enzyme aus Basidiomyceten eine Alternative darstellen.

1.4  Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue Oxidoreduktasen aus Basidiomyceten identifiziert werden.
Hierzu sollten verschiedene Basidiomyceten zunichst in einem Screening auf Peroxidase und Lacca-

seaktivitit untersucht werden.

Um eine mogliche Expression an Oxidoreduktasen zu forcieren, sollten unterschiedliche Induktoren

zur Erhohung der Oxidoreduktaseproduktion eingesetzt werden.

Basidiomyceten, die einen hohen Laccase- oder Peroxidasetiter zeigten, sollten genauer untersucht und
die entsprechenden Enzyme isoliert und proteinchemisch und molekularbiologisch charakterisiert

werden.

Um eine Eignung fiir die Anwendung in der Backwarenindustrie zu untersuchen, sollte ferner das
Vermogen zur Quervernetzung von Ferulaséure durch eine Laccase und Peroxidase ndher betrachtet

werden.

Fiir eine mogliche Synthese von natiirlichem Vanillin sollte die oxidative Spaltung von Curcumin
durch eine Laccase und Peroxidase und die Bildung von moglichen volatilen Reaktionsprodukten

ndher untersucht werden.

Da fiir eine industrielle Anwendung grof3e Mengen an Laccase bendtigt werden, sollte dariiber hinaus

die Moglichkeit der heterologen Expression einer Laccase in E.coli gepriift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Chemikalien

2.1.1 Chemikalien

AuBer den in Tab. 1 aufgelisteten Substanzen wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, alle Che-
mikalien und Verbrauchsmaterialien in der bendtigten Reinheit von Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
Merck (Darmstadt), VWR (Hannover), Roth (Karlsruhe), Lancaster (Frankfurt am Main), LAT (Han-

nover) und der Bachem AG (Bubendorf, Schweiz) erworben.

Tab. 1: Chemikalienliste

Chemikalie Qualitdt Hersteller

Curcumin > 90%, nat., pulv., 6ll. Roth (Karlsruhe)

Ferulasdure puriss Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Zimtsdure > 999, Sigma-Aldrich (Tautkirchen)
Zimtsduremethylester >99% Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Vanillin 999 Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Vanillinacetat >98% Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
n-Undecan purum, 97% GC Fluka/ Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

n-Undecansiduremethylester  99% Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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2.1.2 Basidiomycetenstdmme

Tab. 2: In der vorliegenden Arbeit verwendete Basidiomycetenstimme

Art Ablr- Stamm Art Ak Stamm
zung zung

Cyathus earlei Cea CBS 440.80  Phellinus pini Ppi DSMZ 5238
Polyporus betulinus Pbu Eigenisolat Pleurotus eryngii Per CBS 458.79
Hirneola auricula-judae Haj DSMZ 11326  Trametes sp. Tra DSMZ 11309
Meripilus giganteus Mgi CBS 561.86 Pleurotus sapidus Psa DSMZ 8266
Cyathus julietae Cju CBS 373.80 Pholiota populnea Ppo CBS 264.32
Cyathus helenae Che CBS 372.80 Pholiota squarrosa Psq DSMZ 5127
Phellinus pini Ppi DSMZ 5238  Armillaria mellea Ame CBS 100.12
Grifola frondosa Gfr CBS 480.63 Flammulina velutipes ~ Fve DSMZ 1658
Lepista nuda Lnu CBS 300.58 Lentinellus cochleatus  Lco FSUL 13-2

2.1.3 Puffer und Ldsungen

100 mM Phosphatpuffer pH 7
14,42 g Dinatriumphosphat x 2 H,O
2,62 g Natriumphosphat x H,O

in 1 L dH,O 16sen, pH-Wert mit NaOH einstellen

50 mM Natrium-Acetatpuffer pH 5
1,08 g Essigsédure
4,36 g Natriumacetat x 3 H,O

in 1 L dH,O 16sen, pH-Wert mit NaOH einstellen
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50 mM Natriumacetat-Puffer pH 5,2
3,00 g Essigsdure

zu 800 mL H,O auffiillen

mit konz. NaOH auf pH 5,2 einstellen

auf 1 L mit H,O auffillen

Als Elutionspuffer wurden einem Liter der Losung 58,44 g NaCl zugesetzt.

50 mM Tartrat-Succinat-Puffer

2,3 g Dinatriumtartrat x 2 H,O

2,7 g Dinatriumsuccinat x 6 H,O

80 mL H,O zugeben

mit konz. HCI auf gewiinschten pH (3,5-6,5) einstellen

auf 100 mL mit H,O auffiillen

100 mM Lactat/Succinatpuffer pH 4,5
22,412 mL Natrium-D/L-Lactat-Losung (50% w/v)
27,015 g Dinatriumsuccinat x 6 H,O

pH-Wert mit NaOH einstellen, auf 1 L mit dH,O auffiillen

200 mM Tartratpuffer pH 4,5
46,016 g Dinatriumtartrat

pH-Wert mit NaOH einstellen, auf 1 L mit dH,0O auffiillen

100 mM Phosphat-Citratpuffer

pH-Wert mit NaOH einstellen, auf 1 L mit dH,0O auffiillen

SNL-Medium (Sprecher and Hanssen 1982)

D-(+)-Glucose x H,0 30,0 g L
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L-Asparagin x H,04,5g L™
Hefeextrakt 3,0 g L™

KH,PO, 1,5gL"

MgS0,0,5 gL

Spurenelementldsung (s.u.) 1,0 mL L™;
Einstellung auf pH 6,0 mit 1 M NaOH

Um festes Nahrmedium zu erhalten, wurde 1,5% (m/v) Agar-Agar hinzugefiigt und vor dem Sterilisie-

ren durch Aufkochen des Mediums vollstindig geldst.

Spurenelementldsung:
FeCls x 6 H,0 0,08 g L™
ZnSO, x 7 H,0 0,09 g L™
MnSO, x H,0 0,03 g L™
CuSO,4 x 5 H,0 0,005 g L™

Titriplex Il (EDTA) 0,4 g L™

Minimalmedium

D (+)-Glucose x H,02 g L™
Hefeextrakt 4,0 g L™
KH,P0O,2,0gL"

MgS0,0,5 gL
Spurenelementlésung (s.u.) 1,0 ml L™

pH-Wert mit NaOH auf 5,5 einstellen, auf 1 L mit dH,O auffiillen, bei 121°C und 2 bar autoklavieren

Luria-Bertani-Fliissigmedium (LB) (Luria et al. 1960)
1% (w/v) NaCl

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1% (w/v) Trypton

in dH,O 16sen, autoklavieren
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Luria-Bertani/Ampicillin-Fliissigmedium (LB/Amp)

Zugabe 50 ug mL™" Ampicillin zu autoklaviertem LB-Fliissigmedium

LB-Kulturplatten

1,5% (m/v) Agar in LB-Fliissigmedium autoklavieren und in Kunststoffkulturplatten aushérten lassen

LB/Amp-Kulturplatten

1,5% (m/v) Agar in LB-Fliissigmedium autoklavieren und 50 pg mL" Ampicillin Endkonzentration
zugeben, in Kunststoffkulturplatten aushérten lassen, Lagerung bei 4 °C

Kulturplatten fiir Blau-Weif3-Screening

1,5% (m/v) Agar in LB- Fliissigmedium autoklavieren, 50 ug mL™" Ampicillin und 40 pg mL"' X-Gal

Endkonzentration zugeben, in Kunststoffkulturplatten aushérten lassen, Lagerung bei 4 °C

Minimalmedium MDAG-135 (Studier 2005)
Fiir 10 mL

9,37 mL H,0,

20 uL 1 M MgSO,

2 uL 1000x Spurenelementlosung
87,5 uL 40% (w/v) Glucose

40 puL 25% (w/v) L-Aspartat

200 puL 50xM

280 pL Aminosdurestocklosung 18
Stockldsungen:

50xM

1,25 M Na,HPO,

1,25 M KH,PO,

2,5 M NH,4C1

0,25 M Nast4
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der pH sollte ca. 6,7 betragen

100 mL 1000x Spurenelementlésung

50 mL 0,1 M FeCl; in 0,12 M HCI
2 mL 0,1 M CuCl,

2 mL 1 M CaCl,

1 mL 0,2 M NiCl,

1 mL 1 M MnCl,

2mL 0,1 M Na,MoOy4

I mL 1 M ZnSO,

2mL 0,1 M Na,SeO;

1 mL 0,2 M CoCl,

2mL 0,1 H;BO;

Alle Metallstockldsungen bis auf FeCl; wurden vorher einzeln autoklaviert.

Aminoséurestocklosung 18

Je 1 g der L-Aminoséduren, Glu, Asp, Lys, Arg, His, Ala, Pro, Trp, Thr, Ser, Gln, Asn, Val, Leu, lIle,
Phe und Gly wurden in 90 mL durch Erhitzen in einer Mikrowelle gelost und sterilfiltriert. Zu 10 mL
dieser Losung werden 4 mL autoklavierte L-Met-Losung (25mg mL™) hinzugegeben, um die Amino-

sdurestocklosung 18 zu erhalten.

Denaturierender Probenpuffer

2 mL Tris-HCI-Puffer (1,5 M pH 6,8)

4mL 1 MDTT

10 mL Glycerol-Stammlésung (8% SDS, 20 mg Bromphenolblau)

auf 4 mL mit ddH,O auffiillen

Nativer Probenpuffer
2 mL Tris-HCI-Puffer (1,5 M pH 6,8)
10 mL Glycerol-Stammldsung (8% SDS, 20 mg Bromphenolblau)

auf 8 mL mit ddH,O auffiillen
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Single Gel Puffer

18,42 g L' Tris Base
21,02 g L' L-Serin
15,02 g L™ Glycin
30,02 g L' L-Asparagin

pH-Wert auf 7,4 einstellen, mit dH,O auf 500 mL auffiillen, sterilfiltrieren und bei 4 °C lagern

CBB-Firbelosung
80 mg Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250

auf 1 L mit dH,0 auffiillen, 2-3 h bei Raumtemperatur rithren, Zugabe von 3 mL konz. HCI

10 x Laufpuffer
30,2 g Tris
144,2 g Glycin
10,0 g SDS

auf 1 L mit dH,O auffiillen, Puffer 1:10 verdiinnt fiir die SDS-PAGE verwendet

Tris-HCI (pH 8,8)

9,21 g Tris Base

10,51 g L-Serin

7,51 g Glycin

15,01 g L-Asparagin

auf 500 mL mit ddH,O auffiillen
Losungen fiir die Silberfirbung
Losung [

Methanol 50% (v/v)

Eisessig 10% (v/v)

Formaldehyd (37% (v/v)) 0,5 mL L™
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Losung 11

Ethanol 30% (v/v)

Losung [T
Na,S,05 x 5 H,00,2 gL

Die Losung wurde frisch hergestellt.

Losung IV
AgNO;2,0 gL
Formaldehyd (37% (v/v)) 0,75 mL L™

Die Losung wurde frisch hergestellt.

Losung V

Na,CO; 60 g L™

Formaldehyd (37% (v/v)) 0,5 mL L™
Na,S,0; x 5 H,0 1,0 mg L™

Die Losung wurde frisch hergestellt.

Losung VI

Methanol 10% (v/v)

Eisessig 12% (v/v)

Agarosegelelektrophorese

50x TAE-Puffer

242 g Tris
57,1 g Essigséure
0,5 M EDTA,

auf pH 8,0 mit NaOH einstellen,mit dH,O auf 1 L auffiillen
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Agarosegel (0.8% (w/v))

0,8% (w/v) Agarose

in 1x TAE-Puffer

6x DNA-Auftragspuffer

30% (w/v) Glycerol
0,2% (w/v) Bromphenolblau

25 mM EDTA, pH 7,5

2.1.4 Allgemeine Gerate

Tab. 3 Allgemeine Geréte

Gerit Typ Hersteller
Autoklav Varioklav 75S H+P Labortechnik (OberschleifSheim)
5075 ELV Systec (Wettenberg)
IEF-Flachbettsystem Multiphor II Pharmacia LKB (Schweden)
Multidrive XL
Inkubator Certomat HK B. Braun (Melsungen)
BE 500 Memmert (Schwabach)
Magnetriihrer MR 3001 Heidolph (Kelheim)
Variomag® H+P Labortechnik (Oberschleifheim)
pH-Meter UB-5 Denver Instruments (Denver, USA)
GPHR 1400 NeoLab (Heidelberg)
Photometer UV 1650 PC Shimadzu (Kyoto, Japan)
Pipetten Transferpette” Brand (Wertheim)
Schiittler Multitron Infors (Einsbach)
SDS-PAGE Minigel-Twin System Biometra (Gottingen)
Sterile Werkbank Safeflow 1.2 Nunc (Wiesbaden)
Sterile Werkbank Clean Air CA RE 4 Clean Air (Hilden)
Thermocycler Mastercycler personal Eppendorf (Hamburg)
Mastercycler gradient Eppendorf (Hamburg)
Thermoschiittler Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg)
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Gerit Typ Hersteller

MHR 13 HLC Biotech (Bovenden)
Ultraschallbad RK 100 H Bandelin electronic (Berlin)
Ultraturrax TP-18/10 IKA Labortechnik (Staufen)
Vortex Genie 2 Scientific Industries (New York, USA)
Waage SI-234 Denver Instruments (Denver, USA)
Wasseraufbereiter GenPure UC-TOC/UF TKA (Niederelbert)
Wasserbad SW22 Julabo (Seelbach)
Zentrifuge Sorval RT7-Plus Kendro (Langenselbold)

Biofuge fresco Heraeus (Osterode)

Mikro R200 R Hettich (Tuttlingen)

Rotina R380 R Hettich (Tuttlingen)
2.1.5 Losungsmittel
Tab. 4: Verwendete Losungsmittel
Losungsmittel Qualitét Hersteller
Acetonitril HPLC SDS Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil, Frankreich)
Acetonitril HPLC-MS Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil, Frankreich)
Diethylether HPLC, redestilliert Carl Roth (Karlsruhe)
Ethanol 96%, redestilliert KWST (Hannover)
n-Hexan HPLC-MS, redestilliert SDS Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil, Frankreich)
Methanol HPLC SDS Carlo Erba Réactifs (Val de Reuil, Frankreich)
MTBE HPLC, redestilliert Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
Wasser HPLC-MS J.T.Baker (Deventer, Niederlande)

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung

2.2.1.1

Sterilisation der Kulturmedien

Feste Substrate und Glasgerite wurden 30 min, feste und fliissige Nahrmedien 20 min durch Autokla-

vieren mit HeiBdampf bei 121 °C und 1 bar Uberdruck sterilisiert.
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2.2.1.2  Kulturmedien fiir Basidiomyceten

Die Medienbestandteile wurden in dH,O gelost, die Nahrlosung auf den gewiinschten pH-Wert einge-
stellt und in 300 mL (125 mL Fiillmenge), 500 mL Erlenmeyerkolben (250 mL Fiillmenge), 2 L (1 L
Fiillmenge) iiberfiihrt. Die Kolben wurden mit Cellulosestopfen verschlossen, mit Alufolie abgedeckt

und anschlieBend autoklaviert.
2.2.1.3  Stammkulturen auf SNL-Agarplatten

Von jedem verwendeten Organismus wurden Stammkulturen in Petrischalen auf SNL-Agar gehalten.
Die Platten wurden mit gut bewachsenen, etwa 1 cm® groBen Stiicken von Agarplatten-Vorkulturen
beimpft und je nach Wachstumsgeschwindigkeit ein bis vier Wochen bei 24 °C im Brutschrank inku-

biert. Danach wurden die Kulturen bei 4 °C gelagert.
2.2.1.4  Submerskultur

Von den Stammkulturen wurde ein 1 cm® groBes gut bewachsenes Stiick ausgestochen und in 125 mL
SNL iiberfiihrt und mit einem Ultraturrax homogenisiert. Nach einer Inkubation bei 24 °C und 150
rpm im Inkubator fiir 6 Tage wurde ein neues Medium mit 10% des Gesamtvolumens inokuliert und
bei 24 °C weiter inkubiert. Von diesen Kulturen wurden 2 mL Kulturiiberstand fiir die entsprechenden

Enzymassays abgenommen.
2.2.1.5  Submerskultur mit Induktoren

Ferulasdure und Xylidin wurden als Stocklosungen in Ethanol vorbereitet. Direkt vor der Inokulation
wurde 1 mL dieser Stocklosung zum Medium hinzugegeben. Die Konzentration der Stocklosung
wurde entsprechend der zu erreichenden Endkonzentration gewihlt. Bei der Induktion mit Ethanol
wurde dieses direkt zum Medium vor der Inokulation bis zur gewiinschten Konzentration hinzugege-
ben. Losungen von Tween 80 und CuSO, wurden sterilfiltriert und zu einer Konzentration von 0,4%
(w/v) und 300 pM hinzugegeben. 250 mg Lignin-Organosolv wurden in 3 mL Ethanol suspendiert und
der Kultur direkt hinzugegeben.

2.2.1.6  Submerskulturen mit Holzspdnen

Kulturen wurden in einem sterilen 500 mL Kolben inokuliert, in die je 6,75 g getrocknete Eichenholz-
spiane und 100 mL Medium gefiillt wurden. Fiir jeden Pilz wurden je ein Kolben mit SNL-Medium

und ein Kolben mit Minimalmedium kultiviert.
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2.2.1.7  Kultivierung im Bioreaktor

Fiir die Kultivierung im Bioreaktor wurde ein Riihrkessel-Bioreaktor (Meredos) mit Schréigblattriihrer
(100 rpm) mit einem Arbeitsvolumen von 2,5 L verwendet. Das SNL Medium (2,5 L) wurde mit dem
Reaktor autoklaviert und nach Abkiihlen wurden Ethanol und CuSO, zu einer Konzentration von 4%
(v/v) und 300 uM zugegeben. Die Kultivierung wurde durch Inokulation mit 250 mL Vorkultur ge-
startet und erfolgte bei einer konstanten Temperatur von 24 °C mit einer Beliiftungsrate von 1 L min™
iiber einen Ringsparger. In regelmédfigen Abstinden wurde eine Probe steril abgenommen und die
Aktivitdt gemessen oder fiir eine mRNA-Isolierung zuriickgestellt. Am Tag der hochsten Aktivitét

wurde die Kultur geerntet.

Fiir Kultivierungen im 5 L Mallstab wurde ein Infors ISF 100 Riihrkesselreaktor mit Propellerriihrer
(120 rpm) ohne Leitrohr bei einer Temperatur von 24 °C und einer Beliiftungsrate von 1 L min™ ver-
wendet. Fiir die Inokulation wurde 500 mL Vorkultur verwendet. Alle weiteren Schritte wurden wie

bei der Kultivierung im 2,5 L Malistab ausgefiihrt.
2.2.1.8 LB-Ubernachtkulturen

Um Ubernachtkulturen mit E.coli zu inokulieren, wurden je 3 mL LB/Amp-Medium mit Hilfe von
sterilen Zahnstochern mit Einzelkolonien von Agarplatten angeimpft. Die Inkubation der Kulturen

erfolgt bei 37 °C und 250 U m™' iiber Nacht.

2.2.2 Proteinchemische Assays
2.2.2.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Fiir die Proteinbestimmung nach Lowry wurde ein kommerzielles Kit der Firma Bio-Rad verwendet.
Folgender Ansatz wurde direkt in Einmal-Halbmikrokiivetten pipettiert:

- 100 pL DC Protein Assay Reagenz A

- 20 pL Probe

- anschliefend mit einem Vortexer mixen

- 800 puL DC Protein Assay Reagenz B
Der Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert und anschlieBend die Extinktion bei 750 nm gegen H,O
gemessen. Es wurde zusitzlich eine Verdiinnungsreihe von 0,2-1,2 mg mL™ mit Schritten von 0,2 mg

mL™" BSA angefertigt und eine Kalibriergerade erstellt.
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2.2.2.2 ABTS-Assay

Die Laccaseaktivitdt wurde iiber die Messung der Aktivitdt gegeniiber ABTS (Majcherczyk et al.
1999) bestimmt. Diese wurde wie folgt durchgefiihrt:

- 150 pL Puffer

- 105 pL dH,O

- 15 uL Probe
Nach Inkubation fiir 10 min bei 30 °C im Schiittler wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 pL 5
mM ABTS (in ddH,0) gestartet und die Anderung der Extinktion bei 420 nm verfolgt. Fiir die Be-
stimmung der Aktivitdt der rek. Lccl sowie die Messung der Lecl-Aktivitét fiir die Umsetzung der
Curcuminoide und Vanillin wurde 100 mM NaPhosphat-Puffer pH 3,0 verwendet. Bei Untersuchun-
gen der DyP aus Haj wurden statt 105 pl dH,O 30 pl H,O, und 75 pl dH,O eingesetzt. Zur Bestim-
mung des pH-Optimums wurde ein 100 mM Phosphat-Citratpuffer pH 1,5-7,0 verwendet. Samtliche
Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die prozentuale Standardabweichung lag

jeweils unter 10%.

2.2.2.3  Phenolrot-Assay

Phenolsulfonphthalein

Abb. 13: Struktur von Phenolsulfonphthalein

Der Assay (Staji¢ et al. 2006) basiert auf der Oxidation des Phenolrots und das dadurch verdnderte
Absorptionsspektrum in alkalischer Umgebung. Der Test wurde in modifizierter Form zur Identifizie-

rung von Peroxidasen wie folgt durchgefiihrt.

Folgende Losungen wurden pipettiert:
- 150 pL Lactat/Succinat-Puffer (200 mM, pH 4,5)
- 30 puL 1 mM MnSO,
- 60 pL 2 mM H,0,
- 30 uL 6 mM Phenolrot
- 30 uL Probe
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Der Ansatz wurde bei 30 °C im Thermomixer fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pL von
diesem Ansatz zu 75 uL 1 N NaOH und 40 uL ddH,O in eine neue Mikrotiterplatte pipettiert und die

Absorption bei 610 nm gemessen. Sdmtliche Messungen wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt.
2.2.2.4 Azure B-Assay

Als Nachweis von Ligninperoxidasen wurde der Azure B-Assay verwendet (Archibald 1992). Folgen-
der Ansatz wurde in einen Well einer Mikrotiterplatte pipettiert:

- 150 pL Natriumtartrat-Puffer (100 mM pH 4,5)

- 60 pL 2 mM H,0,

- 30 uL Probe

Die Mikrotiterplatte wurde fiir 10 min bei 30 °C und 700 min™" im Schiittler inkubiert. Zum Starten der
Reaktion wurden 60 pL 0,16 mM Azure B-Losung hinzugegeben. Die Aufzeichnung der Extinktion-
sdanderung erfolgte bei 351 nm und 30 °C.

2.2.2.5 Veratrylalkohol-Assay

Der Veratrylalkohol-Assay (Tariq and Irvine 1995) basiert auf der Oxidation von Veratrylalkohol (3,4-
Dimethoxybenzylalkohol) zu Veratryl-Aldehyd und ist ebenfalls eine Nachweismethode fiir Ligninpe-
roxidasen. Dafiir wurde folgender Ansatz verwendet:

150 pL Natriumtartrat-Puffer (100 mM pH 4,5)

75 uL H,O

- 30 uL 4 mM H,0,

15 pL Probe

Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 30 °C und 700 min™ im Schiittler inkubiert und die Reaktion durch

Zugabe von 30 uL 20 mM Veratrylalkohol gestartet. Die Anderung der Extinktion wurde bei 310 nm
und 30 °C verfolgt.

2.2.2.6 DMP-Assay

Der DMP-Assay erfolgte leicht abgewandelt nach Shuttleworth et al. (1986) zur weiteren Charakteri-
sierung von Peroxidasen und Laccasen. Es wurde folgender Ansatz verwendet:

- 150 pL Citrat-Puffer (50 mM, pH 4)

- 105 uL H,O

- 15 pL Probe
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 30 pL. 5 mM 2,6-Dimethoxyphenol (DMP) nach 10 min Inku-
bation bei 30 °C und 700 min™ im Schiittler gestartet und die Anderung der Extinktion bei 469 nm und

30 °C verfolgt. Der Test auf Peroxidaseaktivitit erfolgte mit einer Endkonzentration von 0,4 mM
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H,0,. Manganperoxidasen wurden durch Zusatz von 0,1 mM MnSOQO, detektiert. Entsprechend wurde
das Volumen an H,O reduziert.

Fiir die Bestimmung der Inhibierung durch Ethanol wurde der Assay leicht abgewandelt. Es wurden
100 pL Citrat-Puffer (50 mM, pH 4) verwendet und das Restvolumen entsprechend der gewiinschten

Ethanol-Konzentration mit Ethanol und H,O ergénzt.

2.3 Enzymkatalyse

2.3.1 Quervernetzung von Ferulasaure mit Lccl und HjP

Die Umsetzung von Ferulaséure durch Lecl wurde im 1 mL MaBstab in 1,4 mL Glasvials durchge-
fiihrt. Folgende Losungen wurden pipettiert:

- 500 pL Ferulasdure 2 mM

- 400 puL NaAcetat-Puffer 50 mM pH 5

- 100 pL Enzymlosung-Losung 0,1 bis 1 U mL™

Fiir die Umsetzung mit HjP wurden 350 pL Puffer und 50 ul H,O, (4 mM) verwendet. AnschlieBend
wurde der Ansatz bei 24 bzw. 30 °C inkubiert und die Reaktion mit 50 pL konz. HCI gestoppt. Die
gebildeten Oxidationsprodukte wurden drei Mal mit Diethylether extrahiert, unter einem N,-Strom zur
Trockne eingeengt und in Methanol/H,O (50/50 (v/v)) aufgenommen. Die Bestimmung des pH-
Optimums wurde im 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer durchgefiihrt, welcher mit NaOH eingestellt
wurde. Die Quantifizierung des Umsatzes erfolgte bei einem durch eine regelméfige Probenahme, der
Extraktion der Proben und Detektion der vorhandenen Ferulasdure bei 325 nm durch HPLC-UV/Vis.
Die Berechnung beruhte auf einer externen Kalibrierung mit Standardldsungen von Ferulasdure. Als
interner Standard wurde vor der Extraktion Zimtséure (10% (v/v) DMF) zu einer Endkonzentration
von 0,5 mM hinzugegeben. Die Bestimmung der Umsatzgeschwindigkeit wurde am jeweiligen pH-

Optimum der Enzyme durchgefiihrt.

2.3.2 Umsetzung von Curcumin in 30% Ethanol

Es wurde ein 10 mL Reaktionsansatz mit 0,034 U mL™ Leccl (ABTS, pH 3, 30 °C) in einem 12 mL
Glasvial angesetzt und in regelméfigen Abstinden 1 mL Probe genommen. Der Reaktionsansatz
wurde mit 50 uL HCI angeséduert, drei Mal mit Diethylether extrahiert, unter N, zur Trockne eingeengt
und in H,O/Acetonitril (60/40 (v/v)) aufgenommen. Die Detektion der Reaktionsprodukte erfolgte
mittels HPLC-DAD. Fiir die Aufnahme einer Kinetik wurde in einem 10 mL Glasvial, 1,5 mL einer
Curcumin-Stocklosung, 1 mL NaAcetat-Puffer (50 mM, pH 5,5) und 2,5 mL Enzymldsung in NaAce-
tat-Puffer (50 mM, pH 5,5) pipettiert. Die Curcumin-Stocklosung wurde wie folgt hergestellt: 3 mL
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einer 1,25 mM Curcumin-Losung geldst in Diethylether wurden in ein 10 mL Glasvial pipettiert, der
Diethylether wurde unter einem N,-Strom zur Trockne eingeengt und das Curcumin in 4,5 mL Ethanol
aufgenommen. In regelmiBigen Intervallen wurden 500 puL. Proben genommen, die Reaktion mit
25 uL HCI gestoppt, 50 pL einer 5 mM Zimtsdure-Standardlosung (10% (v/v) DMF) hinzugegeben
und drei Mal mit Diethylether extrahiert. Der Extrakt wurde unter einem N,-Strom zur Trockne einge-
dampft und in 500 pl. Acetonitril aufgenommen. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym. Die
Quantifizierung erfolgte iiber den internen Standard Zimtséure und eine externe Kalibrierung mit einer
Standardlésung von Curcumin (HPLC-DAD). Die Zimtsdure wurde bei 280 nm und das Curcumin bei

425 nm quantifiziert. Die Aktivitét der eingesetzten Enzymlosung wurde per ABTS-Assay bestimmt,

2.3.3 Umsetzung von Curcumin in Diethylether mit Lccl

In einem 1,4 mL Glasvial wurde 500 pL einer | mM Curcuminlosung geldst in Diethylether zu 500
pL einer in NaAcetat-Puffer (50 mM, pH 5,5) verdiinnten Enzymldsung pipettiert und bei 40 °C inku-
biert. Die Enzymaktivitit im gesamten Ansatz betrug 0,34 U mL"'. Die Reaktion wurde mit 50 uL HCI
gestoppt, die organische Phase abgenommen und die wissrige Phase drei Mal mit Diethylether extra-
hiert und der Extrakt mit der zuvor abgenommenen organischen Phase vereinigt. Als interner Standard
wurde vor der Extraktion 50 pL einer 5 mM Zimtsduremethylester (10% (v/v) DMF) hinzu pipettiert.
AnschlieBend wurden die vereinigten Phasen unter einem N,-Strom zur Trockne eingedampft und in
500 pL Acetonitril wieder aufgenommen. Die Berechnung des Umsatzes erfolgte iiber den internen
Standard Zimtsduremethylester und eine Curcumin Standardreihe. Fiir die Aufnahme einer Umsatzki-
netik wurden mehrere Ansétze préapariert und jeweils nach 0,5, 1, 2, 3 und 22 h, wie oben beschrieben,
analysiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym. Die Aktivitét der eingesetzten Enzymldsung

wurde per ABTS-Assay bestimmt.

Fiir die Detektion von fliichtigen Reaktionsprodukten wurde der Ansatz auf 10 mL vergroBert und wie
weiter oben beschrieben angesetzt. Statt 0,34 U mL™" wurden 1,9 U mL" Lccl eingesetzt und iiber
Nacht bei 24 °C inkubiert. Nach dreimaliger Extraktion mit Diethylether und Dichlormethan wurde 1
mL Undecansiuremethylester (80 ng uL™, Diethylether) als interner Standard zugesetzt, iiber Na,SO,
getrocknet und der Extrakt durch fraktionierte Destillation (Vigreuxkolonne) auf ca. 1 mL eingeengt.
Nach Zugabe von 100 pL Undecan (800 ng uL™, Diethylether) als internen Standard wurde die L&-
sung nochmals iiber Na,SO, getrocknet und per GC-FID und GC-MS analysiert. Fiir die Abschitzung
des Curcuminumsatzes wurden von dieser Losung 100 puL abgenommen, unter einem N,-Strom zur
Trockne eingedampft, in Acetonitril aufgenommen und 10 uL Zimtséure (5 mM, 10% (v/v) DMF) zur

Quantifizierung hinzugegeben. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym.
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2.3.4 Umsetzung der O-Acetylcurcuminoide mit Lccl

Die Synthese der O-Acetylcurcuminoide erfolgte aus den Curcuminoiden nach Jiang et al. (2006).
Uber eine Aufreinigung mittels Saulenchromatographie (Kieselgel 60, Fluka, 20% Ethylacetat in
Hexan) wurden die O-Acetylcurcuminoide abgetrennt und an einem Rotationsverdampfer eingeengt.
Die Analyse der Umsetzungsprodukte erfolgte durch LC-MS nach Verdiinnung in Acetonitril. Fiir die
ersten Untersuchungen zum Umsatz der O-Acetylcurcuminoide wurden in einem 1,4 mL Glasvial
500 pL verdiinnte Enzymlosung (15 U mL™, 50 mM NaAcetat-Puffer, pH 5,5) mit 450 pL Diethyle-
ther und 50 pL verdiinnter O-Acetylcurcuminlésung (1:10 in Diethylether verdiinnt) unter Schiitteln
bei 30 °C inkubiert. Nach Anséuern mit HCI, dreimaliger Extraktion mit Diethylether, Eindampfen
unter einem N,-Strom und Resolubilisierung in Acetonitril/H,O (50/50 (v/v)) wurden die Proben per

LC-MS analysiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Enzym.

2.3.5 Umsetzung der O-Monoacetylcurcumine mit Lccl

Es wurden definierte Losungen der isolierten O-Monoacetylcurcumine (2.4) im Konzentrationsbereich
von 36 bis 144 pg mL" in Acetonitril/H,O (50/50 (v/v)) hergestellt. Nach Zugabe von Curcumin
(0,5 mM Endkonzentration) als interner Standard wurde die Losungen tiber HPLC-UV/Vis analysiert
und eine Kalibriergerade erstellt. Fiir die Umsetzung der Monoacetylcurcumine wurden in einem 20
mL Glasvial 5 mL einer O-Monoacetylcurcumin-L3sung (verdiinnt in Diethylether, 50 pg mL™") mit 5
mL verdiinnter Lccl-Losung (50 mM NaAcetat-Puffer, pH 5,5) mit einer Aktivitit von 2,2 U mL"’
(ABTS, 30 °C, pH 3) vermischt und unter Schiitteln bei 30 °C fiir 19 h inkubiert. Als Kontrolle diente
ein Ansatz mit Puffer ohne Lccl. Die Reaktion wurde mit konz. HCL gestoppt drei Mal mit Diethyle-
ther und Dichlormethan extrahiert, die Extrakte vereinigt und {iber Na,SO,4 getrocknet. AnschlieBend
wurde der kombinierte Extrakt durch fraktionierte Destillation (Vigreuxkolonne) eingeengt und Die-
thylether bis zu einem Volumen von 1 mL hinzugegeben. Nach Zugabe von 100 pL Undecan (800 ng
uL'in Diethylether) als interner Standard wurde die Losung per GC-MS analysiert. Die Quantifizie-
rung des gebildeten Acetylvanillins erfolgte iiber eine externe Kalibration mit Acetylvanillin-
Standards. Fiir die Abschitzung des Umsatzes der O-Monoacetylcurcumine wurden von dieser Losung
100 uL abgenommen, unter einem N,-Strom zur Trockne eingedampft, in 100 ul. Acetonitril aufge-

nommen und 100 uL. Curcumin (1 mM in Acetonitril) zur Quantifizierung hinzugegeben.

2.3.6 Umsetzung von Vanillin durch Lccl und HjP

In einem 4 mL Glasvial wurden zu 1 mL Vanillin (2 mM in 50 mM NaAcetat-Puffer pH 5) 0,5 mL
NaAcetat-Puffer (50 mM, pH 5), 400 uL. H,O,-Losung (2 mM) oder entsprechend Wasser bei Einsatz
von Leel und 100 pL Enzymlésung (50 U mL™) pipettiert und unter Schiitteln bei 30 °C inkubiert. Als
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Kontrolle wurde ein Ansatz mit H,O anstatt Enzymlosung angesetzt. Bei Reaktionsansétzen mit Pero-
xidase wurden in regelméifBigen Zeitabstinden zusétzlich 400 uL H,O, (2 mM) zugesetzt. Zum Stop-
pen der Reaktion wurde mit 100 uL. HCI angeséuert und je drei Mal mit Diethylether und Dichlorme-
than extrahiert. Die Extrakte wurden vereinigt, unter einem N,-Strom zur Trockne eingeengt und in
Acetonitril/H,O (50/50 (v/v)) aufgenommen. Fiir die priparative Gewinnung von Divanillin wurden 5
mL einer 10 mg mL™ Vanillinlésung in NaAcetat-Puffer (pH 5, 5% Acetonitril, 10% Ethanol) mit
einer Endkonzentration an HjP von 1 U mL™ und einer H,0, Konzentration von 1 mM bei 30 °C fiir 5
h transformiert. In regelméBigen Abstdnden wurden 400 uL H,O, (2 mM) zur Reaktion hinzugegeben.
Der gebildete Riickstand wurde in Acetonitril verdiinnt und iiber HPLC-UV/Vis analysiert.

2.4 Isolierung von O-Monoacetylbisdemethoxycurcumin (5*) und O-

Monoacetylcurcumin (6)

2 pL der nach Kapitel 2.3.4 hergestellten O-Acetylcurcuminoide und eine 0,5 mM Curcuminlésung
wurden auf eine Kieselgelplatte (Kieselgel 60 F,s¢, Merck) aufgetragen und in einer mit Dichlorme-
than:Methanol 9:1 gesittigten Kammer entwickelt. Die getrennten Spots wurden mit einem Spatel von
der Platte geschabt und in ein 1,4 mL Vial {iberfiihrt. Die O-Acetylcurcuminoide wurden mit Methanol
extrahiert. Der Extrakt wurde anschlieend in ein Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt, bei 15.000 x g
zentrifugiert und mit LC-MS analysiert. Fir die priparative Isolierung des O-
Monoacetylbisdemethoxycurcumin  (5*) und O-Monoacetylcurcumin (6) wurde die O-
Acetylcurcuminoidlésung iiber die komplette Breite einer Kieselgelplatte aufgetragen und die entspre-
chende Bande nach der Trennung mit einem Spatel ausgeschabt. Dies wurde mehrmals wiederholt.
Nach Extraktion mit Methanol und Abtrennung des Kieselgels wurde die Reinheit mit LC-ESI(-)-MS
iberpriift. Der Extrakt wurde in ein zuvor ausgewogenes 8 mL Glasvial tiberfiihrt, lyophilisiert, aus-
gewogen und mit einer definierten Menge Acetonitril aufgenommen. Es wurden insgesamt 18 mg O-

Monoacetyl(bisdemethoxy)curcumin isoliert.

25 HPLC

Die Analyse der Oxidationsprodukte von Vanillin, Ferulasdure und den Degradationsprodukten des
Curcumins und O-Acetylcurcumins durch Lecl und HjP erfolgte mittels HPLC unter Verwendung
einer RP-18 HD Siule (Eurosphere 100-C18-5-HD, Macherey & Nagel). Fiir die Untersuchung der
Umsetzungsprodukte wurde ein System bestehend aus einer PU-980 Pumpe (Jasco), einem LG-980-02
Gradientenmischer (Jasco), einem 4-Kanal-Degaser (Rheodyne), einem Sdulenofen (Techlab) und
einem Dioden-Array-Detektor (DAD, 1200 Series, Agilent Technologies) verwendet. Die Datenauf-
zeichnung und -auswertung erfolgte mit der Agilent ChemStation Software fiir LC und LC-MS Sys-

teme. Als Fliefmittel wurde Wasser mit 0,05% (v/v) Ameisensdure und Acetonitril mit einem Gra-



41 2 Material und Methoden

dientensystem (Tab. 5) bei 35 °C und einer FluBrate von 1,5 mL min™ verwendet. Zur Detektion wur-
de die Absorption bei den Wellenldngen 280, 350 und 425 nm aufgezeichnet. Zusitzlich wurde die
Absorption im Wellenldngenbereich von 200-800 nm detektiert. Zur Bestimmung des Gehaltes an
internem Standard (Zimtsédure) wurde das 280 nm Signal verwendet. Der Abbau an Curcumin wurde

bei 425 nm verfolgt und quantifiziert.

Tab. 5: HPLC-Gradientenprogramm fiir die Trennung von Curcumin und dessen Abbauprodukten

Zeit [min] 0,05% (v/v) Ameisensdure [%] Acetonitril[%]

0 40 60
17 40 60
20 0 100
25 0 100
30 40 60

Die Bestimmung des Umsatzes der O-Monoacetylcurcumine (5* und 6) durch die Lcel wurde an
einem LC-MS-QP8000 System (Shimadzu, Japan) bestehend aus Degaser-, Pumpen-, Steuereinheit
ohne angeschlossenen Massendetektor unter Verwendung einer RP-18 HD Saule (Eurosphere 100-
C18-5-HD, Macherey & Nagel) durchgefiihrt. Die Detektion der O-Monoacetylcurcumine (5* und 6)
und des internen Standards Curcumin (Gemisch aus den drei Curcuminoiden) erfolgte bei einer Wel-
lenldnge von 425 nm. Die Datenaufzeichnung und -aufnahme erfolgte mit dem vom Hersteller mitge-
lieferten Programm (LCMSsolution, Shimadzu). Als FlieBmittel wurde Wasser mit 0,05% (v/v) Amei-
sensdure und Acetonitril in einem Gradientensystem (Tab. 6) und einer Flussrate von 1 mL min™

verwendet.

Tab. 6: HPLC-Gradientenprogramm fiir die Quantifizierung der O-Monoacetylcurcuminoide (5*, 6)

Zeit [min] 0,05% (v/v) Ameisensdure [%] Acetonitril [%]

0 40 60
20 0 100
25 0 100

30 40 60
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Die Analyse des Umsatzes von Ferulaséure zur Bestimmung des pH-Optimums von Lccl und HjP
erfolgte mittels HPLC an einer Chromolith Performance RP-18-Endcapped-Séaule (Merck, 100 mm x
4,6 mm). Verwendet wurde eine Hewlett-Packard Ti-Series 1050 Anlage bestehend aus Degaser-,
Pumpen-, Autosampler- und Multi-Wavelength-Detektor-Einheit (MWD). Die Datenaufzeichnung
und -auswertung erfolgte mit der Agilent ChemStation Software fiir LC und LC-MS Systeme. Als
FlieBmittel wurde Wasser mit 0,05% (v/v) Ameisensdure und Acetonitril in einer Gradientenmischung

verwendet (Tab. 7).

Tab. 7: HPLC-Gradientenprogramm fiir die Bestimmung des pH-Optimums von Lccl und HjP gegen-

uiber Ferulasdure

Zeit [min] 0,05% (v/v) Ameisensdure [%] Acetonitril [%]

0 90 10
0,1 90 10
7,5 64 36
9,2 34 66
9,5 4 96
12 1 99
12,5 85 15
13,5 90 10

2.6 LC-ESI(-)-MS

Die Bestimmung der Molekiilmassen und zur Identifizierung von Oxidationsprodukten von Vanillin
und Curcumin/Acetylcurcumin mittels HPLC-MS/MS-Kopplung (Varian 212-LC Pump, ProStar
325 UV-Vis Detector, 320-MS TQ Mass Spectrometer) wurde ein Elutionssystem bestehend aus
0,05% Ameisensdure und Acetonitril (Losungsmittel in MS-Qualitdt) verwendet. Die Trennung erfolg-
te auf einer RP-18 HD Siule (Eurosphere 100-C18-5-HD, Macherey & Nagel) bei einem Fluss von
0,5 mL min™'. Die Trennprogramme wurden den jeweiligen Analyten angepasst (Tab. 8 und Tab. 9).
Die UV-Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 280 und 425 nm. Die Detektion der Molekiilmassen
wurde mittels Quadrupol Massenspektrometer im ESI(-)Modus mit folgenden Systemparametern

durchgefiihrt:

ESI Nadel Spannung: -4500 Volt
ESI Abschirmspannung: -600 Volt
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Kapillarspannung: -40 Volt wenn nicht anders angegeben
Trockengastemperatur: 350 °C

API Gehdusetemperatur: 50 °C

Zerstauber Gasdruck: 55 psi

Trocknungsgasdruck: 25 psi

Gas: N,

Massenbereich (m/z): 50-1200 (wurde je nach zu erwartenden Produkten variiert)

Tab. 8: HPLC-MS-Gradientenprogramm zur Bestimmung des Umsatzes von Vanillin mit Lecl und

HjP

Zeit [min] 0,05% Ameisensaure [%] Acetonitril [%]

0 80 20
15 80 20
30 70 30
40 60 40
60 0 100
70 0 100
75 80 20
77 80 20

Tab. 9: HPLC-MS-Gradientenprogramm fiir die Analyse des Curcumin-, Acetyl- und Monoacetylcur-

cuminumsatzes mit Lccl

Zeit [min] 0,05% Ameisensdure [%] Acetonitril [%]

0 60 40
10 60 40
30 0 100
35 0 100
40 60 40

45 60 40
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MS-MS Versuche zur Identifizierung der gebildeten Produkte wéihrend der Vanillinoxidation durch
HjP wurden bei einer Kapillarspannung von -40 Volt durchgefiihrt. Als Kollisionsgas wurde Argon
(267 mPa) verwendet. Die Kollisionsenergie betrug, wenn nicht anders beschrieben, 15 V. Die Detek-
tion von Ferulaséureoligomeren erfolgte mittels LC-ESI(-)-MS (LCMS-QP8000, Shimadzu, Japan)
und einer Eurosphere 100-C18-5-HD Siule (Macherey&Nagel) mit einem Fluss von 0,6 mL min™.

ESI Nadel Spannung: - 3500 Volt

Curved desolvation line (CDL) Spannung: -140 Volt

CDL Temperatur: 230 °C

Trockengastemperatur: 300 °C

Trocknungsgasfluss: 5 mL min™

Trocknungsgasdruck: 19 psi

API Gehdusetemperatur: 50 °C

Zerstauber Gasdruck: 55 psi

QGas: N,

Massenbereich (m/z): 150 - 1200 m/z (wurde je nach zu erwartenden

Produkten variiert)

Tab. 10: Verwendeter Gradient fiir die Analyse der Quervernetzungsprodukte von Ferulasdure

Zeit [min] 0,05% Ameisensdure [%] MeOH [%]

0 90 10
15 60 40
20 60 40
35 50 50
45 50 50
60 30 70
70 30 70
85 20 80
100 0 100
105 0 100
120 90 10

150 90 10
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2.7 ldentifizierung von Peptidfragmenten®

Peroxidasebanden wurden nach erfolgter denaturierender SDS-PAGE aus dem Gel ausgeschnitten,
getrocknet und mit Trypsin verdaut. Die tryptischen Peptide wurden extrahiert und nach einem Stan-
dardprotokoll aufgereinigt. Fiir die ESI-MS Analyse der Peptide wurde ein QTof II Massenspektrome-
ter (Micromass, UK) ausgeriistet mit einer Nanosprayionenquelle und goldbeschichteten Kapillaren
(Protona) verwendet. Fiir MS/MS-Experimente wurden mehrfachgeladene Mutter-lIonen selektiv vom
Quadrupol-Massenanalysator in die Kollisionzelle (25-30 eV) tiberfiihrt. Die dissoziierten Tochter-
Ionen wurden durch einen orthogonalen time-of-flight (TOF) Massenanalysator getrennt. Peptid-
Fingerprints, welche durch die ESI-MS/MS erhalten wurden, wurden de novo sequenziert und fiir die

Identifizierung mittels 6ffentlichen Sequenzdatenbanken (GenBank, BLAST) herangezogen.

28 GC-MS

Die Identifizierung der fliichtigen Reaktionsprodukte der enzymatischen Umsetzung der Curcuminoi-
de, O-Acetylcurcuminoide oder O-Monoacetyl(bisdemethoxy)curcumine wurde mittels GC-MS (CP-
3800 mit Massenspektrometer 1200, Varian, Palo Alto, Kalifornien, USA) mit folgenden Parametern
durchgefiihrt:

Injektion: 250 °C, Split 1:10, 1 pL.

Gas: Helium

Gasfluss: 1,2 mL min™

MS: Quelle 200 °C, EI -70 eV, Massenbereich 33-500

Saule: DB5-MS, 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um df (Agilent Technologies)
Software: Varian MS Workstation 6.9.1 (Varian)

Temperaturprogramm: 60 °C 2 min, 5 °C min™' 250 °C, 5 °C min™ 320 °C, 320 °C 10 min,
5°C min™ 340 °C, 340 °C 3 min

29 FPLC

Zur Isolierung der dye-decolorizing Peroxidase aus Kulturiiberstinden des Haj wurde eine Biologic-
Duo-Flow Anlage gekoppelt mit einem Fraktionssammler Modell 2128 eingesetzt. Fiir die Isolierung
der Oxidoreduktase wurde ein Zweistufenprozess verwendet. Dieser bestand aus einer HIC als erste
Reinigungsstufe mit einer nachfolgenden Trennung iiber eine IEX. Die Durchfiihrung fand bei 4 °C

statt und die Datenerfassung und -auswertung erfolgte mit der Software Bio Duo Flow Workstation.

¥ Die Identifizierung wurde von Herrn Dr. Manfred Nimtz am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung GmbH, Braunschweig durchge-
fiihrt.
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29.1 HIC

Mit 4% (v/v) EtOH induzierte Submerskulturen von Haj wurden am hochsten Tag der Aktivitdt geern-
tet, bei -20 °C eingefroren und nach Auftauen bei 16.000 x g fiir 30 min zentrifugiert. Zu drei Teilen
Uberstand wurde ein Teil Auftragspuffer (100 mM Citratpuffer pH 5, 4 M (NH,),SO,) hinzugegeben
und durch einen 45 uM Cellulose Acetat Filter (Sartorius Stedim Biotech) filtriert. AnschlieBend
wurden bis zu 4 L auf eine mit Equilibrierungspuffer (50 mM Citratpuffer pH 5, 1 M (NH4),SO,)
konditionierte HiPrep™ Phenyl FF-Saule (high sub, 200 mL Gelbett, GE Healthcare) mit einem Flufl
von 4 mL min" geladen. Nach weiterem Waschen mit Equilibrierungspuffer erfolgte die Elution der

Zielaktivitdt mit Citratpuffer (50 mM, pH 5). In Tab. 11 ist das verwendetet Programm dargestellt.

Tab. 11: FPLC-Gradientenprogramm fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie

Volumen [mL] Equilibrierungspuffer [%] Elutionspuffer [%]

0 100 0
2 100 0
2 Probe
4002 Probe
4002 100 0
4902 100 0
4902 0 100
5902 0 100

2.9.2 lonenaustauschchromatographie

Aktive Fraktionen nach der HIC wurden vereinigt, iiber ein Centrikon (10 kDa, Sartorius) konzentriert
und mit Equilibrierungspuffer (20 mM Phosphatpuffer, pH 6,5) gewaschen. Bis zu 25 mL wurden
anschlieBend auf einen starken Anionentauscher (Q-Sepharose, 20 mL Gelbett, GE Healthcare) unter
einem Fluss von 5 mL min" aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer (1 M NaCl, 20 mM
Phosphatpuffer, pH 6,5) unter Verwendung des in Tab. 12 dargestellten Programm:s.
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Tab. 12: FPLC-Gradientenprogramm fiir die Ionenaustauschchromatographie

Volumen [mL] Equilibrierungspuffer [%] FElutionspuffer [%]

0 100 0
2 100 0
2 Probe

27 Probe

27 100 0
47 100 0
50 89 11
130 89 11
135 78 22
195 78 22
200 0 100
260 0 100
260 100 0
320 100 0

2.9.3 Affinitatschromatographie

Rek. Leel wurde tiber IMAC, basierend auf der Interaktion des 6 x His-Tags des Fusionsproteins mit
auf der Saulenmatrix gebundenen Ni**-Ionen, gereinigt. Die 16sliche Aufschlussfraktion einer 250 mL
E.coli-Kultur wurde auf Equilibrierungspuffer (100 mM Kaliumphosphat-Puffer, 300 mM KCI, pH 8)
umgepuffert (Centrikon, 10 kDa, Sartorius) und auf eine IMAC-Saule (Bio-Rad), welche mit dem
gleichen Puffer equilibriert wurde, bei einem Fluss von 0,5 mL min™ aufgetragen. Die Elution erfolgte
mit Equilibrierungspuffer, welchem 500 mM Imidazol zugesetzt wurde, bei einem Fluss von 5 mL

min” mit folgendem Programm (Tab. 13).
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Tab. 13: FPLC-Gradientenprogramm fiir die IMAC

Volumen [mL] Equilibrierungspuffer [%] Elutionspuffer [%]

0 100 0

14 100 0

14 Probe

60 Probe

60 100 0

88 100 0

88 98 2

108 98 2

109 95 5

160 95 5

161 0 100
188 0 100
189 100 0

219 100 0

2.10 Elektrophorese

2.10.1 IEF

Fiir die IEF wurden Fertiggele (Servalyte Precotes pH 3-10, 300 um, 125 mm x 125 mm, Serva) ver-
wendet. Als Proteinstandard wurde der pl 3-10 IEF-Marker Liquid Mix (Serva) verwendet (Auftrags-
volumen 5 pL). Die Anlage wurde mit 0,2 mL Kerosin benetzt und das Fertiggel luftblasenfrei mit der
Gelseite nach unten und dem rotem Markierungsstreifen zur Anode zeigend aufgelegt. Je ein Docht
wurde mit 0,1 mL cm™ Anoden- bzw. Kathodenpuffer getrinkt und an die vorgesehenen Plitze der
Gelkarte gelegt. 8 pL Probe wurden mittels Applikatorstreifen in der Gelmitte aufgetragen. Die Prote-
intrennung wurde bei 5 °C fiir 3500 Vh bei 2000 V und 6 mA/Gel durchgefiihrt. Fiir eine parallele

Detektion mit unterschiedlichen Farbemethoden, wurde das IEF-Gel in der Mitte zerschnitten.
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2.10.2 SDS-PAGE

Zum Auftrennen von Proteinen wurde die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Laemmli 1970)
verwendet. Es wurde nur ein Trenngel (12,5%ig: 3,5 mL 40% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid, 3 mL
Single Gel Puffer, 30 uL APS, 15 pL. TEMED, 5,2 mL H,0) ohne Sammelgel verwendet. Das Trenn-
gel wurde in GieBkassetten aus Glas gegossen und ein Kamm aufgesetzt. Die Polymerisierung erfolgte
fiir 30 min (GelmaBe: 8,6 cm x 7,7 cm x 0,1 cm) bei 37 °C. Zur Probenvorbereitung wurden 20 pL
Probe mit 20 puL Auftragspuffer (denaturierend oder nativ) versetzt und fiir die Denaturierung bei 95
°C fiir 10 min inkubiert. Die Elektrophorese wurde mit dem Biometra Minigel-Twin-System durchge-
fiihrt. Hierzu wurden je 10 uL. Probe bzw. 2 puL Standard aufgetragen. Fiir den Lauf wurden 15 mA
(nativ 10 mA) pro Gel verwendet. Die Proteintrennung erfolgte bei RT. Die native Elektrophorese

wurde bei 4 °C durchgefiihrt. Als Grofenstandard diente ein rekombinanter Proteinmix.

2.10.3 CBB-Farbung

Nach erfolgter SDS-PAGE wurde das Gel dreimal in ca. 60 °C heilem Wasser fiir 5 min gewaschen.
AnschlieBend wurde das Gel mit CBB-Losung iiberschichtet und fiir 10 sec in der Mikrowelle erhitzt.
Die Entwicklung erfolgte dann fiir 1-15 min bei langsamen Schiitteln bis eine zufriedenstellende An-

farbung erreicht wurde. Zur Verbesserung des Kontrastes wurde der Hintergrund in ddH,O entfarbt.

2.10.4 Silberfarbung

Die Silberfarbung von Polyacrylamidgelen erfolgte nach folgendem Protokoll:
e Gel 20 min in Losung I fixieren
e 2 x 10 min in Lésung Il waschen
¢ 1 min in Losung III inkubieren
e 3 x 20 sec mit Wasser waschen
e 20 min in Lésung IV inkubieren
e 2 x 20 sec mit Wasser waschen
e in Lésung V entwickeln
e 15 min in Losung VI fixieren

e 3 X 5 min mit Wasser waschen
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2.10.5 Westernblot

Westernblots wurden nach Anleitung fiir das His-Tag purification Kit (Quiagen) mit dem Antikorper
6xNi-NTA-Konjugates (HRP) durchgefiihrt. Der Transfer der Proteine nach SDS-PAGE auf Nitrozel-

lulosemembran erfolgte bei einer Stromstirke von 1 mA cm?.,

2.10.6 Aktivitatsfarbung

Fiir den Nachweis von Laccasen und Peroxidasen nach einer nativen SDS-PAGE bzw. IEF wurde eine
Aktivitatsfarbung mit ABTS durchgefiihrt. Dabei wurde das Gel so lange mit ABTS-Lésung (5 mM
ABTS in 10 mL 50 mM Natriumtartrat-Puffer pH 4,5, fiir den Nachweis von Peroxidasen zusitzlich
mit 0,4 mM H,0,) inkubiert, bis eine deutliche Farbung zu erkennen war. Anschlieend wurde die
iiberfliissige ABTS-Ldsung mit einem Papiertuch aufgenommen, um eindeutige Banden zu erhalten.
Die TMBZ-Farbung wurde mit 5 mM TMBZ-Loésung (50 mM Citrat-Puffer pH 5, 5% (v/v) DMF)
durchgefiihrt. Nach erfolgter Farbung wurde einmal mit ddH,O gewaschen. Die DMP-Férbung erfolg-
te mit und ohne 400 uM H,O,. mit einer 5 mM DMP-L6sung ( 50 mM NaAcetat-Puffer, pH 4).

2.10.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde wie folgt durchgefiihrt. Eine Agaroseldsung (1% (w/v)) wurde
mit Ethidiumbromid oder SYBR® Safe versetzt (7,5 puL auf 150 mL) und die Elektrophorese erfolgte
bei 100 V und 400 mA bis die Bromphenolblau-Bande das Gel durchlaufen hatte. Die Auswertung

erfolgte mittels eines Vilber Lourmat Bio Vision 3020 Kamerasystems.

2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 Primer Design

Ableitung spezifischer Primer aus bekannten Nukleotidsequenzen

Bei der Ableitung spezifischer Primer aus einer bekannten Nukleotidsequenz sollten, wenn moglich,

folgende Kriterien erfiillt werden:
e Die Léange des Primers sollte zwischen 18 und 25 Basen liegen.
e Der GC-Anteil sollte maximal 65% betragen.
e Die Schmelztemperatur sollte mindestens 55 °C betragen.

e Am 3’-Ende sollte mindestens ein G oder C liegen, maximal jedoch drei in Folge.
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e Die Komplementaritét zu sich selbst oder dem korrespondierenden Primer sollte moglichst ge-

ring sein.
Ableitung degenerierter Primer aus Peptidsequenzen

Hierfiir wurde das Programm Reverse Translate' verwendet, welches die Peptide in die Nukleotidse-
quenz riickiibersetzt. Als codon usage wurde die des Auricularia auricula-judae’® verwendet. Um
auch Primer fiir Bereiche zu synthetisieren in denen Leucin (Leu)/Isoleucin (Ile) (Differenzierung tiber
die verwendetet MS-Methode nicht moglich) vorkommen, wurden Primer mit den kodierenden Basen
fiir Leucin oder Isoleucin synthetisiert. Verwendete Wobble: R —-A,G; Y -C,T; K -G, T; N -A,T,C,G;
D-A,G,T; H-A,C,T

Verwendete Primer

Tab. 14: Von Peptidsequenzen P1-P3 abgeleitete forward (for) und reverse (rev) Primer flir die Amp-
lifizierung der DyP aus Haj

Bezeichnung Sequenz Bezeichnung Sequenz
Pl.1forHAj 5'-AAY GAY CCN GCA TTC AC-3' P2.1revHAj 5'-GCN GGR TCR TCN GCR GTA GG-3'
P1.2forHAj 5'-AAY GAY CCN GCT TTC AC-3' P2.2revHA]j 5'-GCN GGR TCR TCN GCR GTT GG-3'
P1.3forHAj 5'-AAY GAY CCN GCC TTC AC-3' P2.3revHAj 5'-GCN GGR TCR TCN GCR GTC GG-3'
P1.3forHAj 5'-AAY GAY CCN GCG TTC AC-3' P2.4revHA]j 5'-GCN GGR TCR TCN GCR GTG GG-3'

P1.5forHAj 5'-AAY GAY CCN GCR TTC ACA AA-3'  P2.5revHAj 5'-GCN GGR TCR TCN GCY GTA GG-3'
P1.6forHAj 5'-AAY GAY CCN GCR TTC ACT AA-3' P2.6revHA]j 5'-GCN GGR TCR TCN GCY GTT GG-3'
P1.7forHA]j 5'-AAY GAY CCN GCR TTC ACC AA-3'  P2.7revHAj 5'-GCN GGR TCR TCN GCY GTC GG-3'

P1.8forHAj 5'-AAY GAY CCN GCR TTC ACG AA-3'  P2.8revHAj  5-GCN GGR TCR TCN GCY GTG GG-3'

P1.9forHAj 5'-AAY GAY CCN GCY TTC ACA AA-3"  P3.1revHAj 5'-CKY TGN GCR TCR GCA CC-3'
P1.10forHAj  5-AAY GAY CCN GCY TTC ACT AA-3'  P3.2revHAj 5'-CKY TGN GCR TCR GCT CC-3'
Pl.11forHA] 5-AAY GAY CCN GCY TTC ACC AA-3'  P3.3revHAj 5'-CKY TGN GCR TCR GCG CC-3'
Pl.12forHAj 5-AAY GAY CCN GCY TTC ACG AA-3'  P3.4revHAj 5'-CKY TGN GCR TCR GCC CC-3'

P2.1forHAj 5'-ACN GCN GAY GAC CCA GC-3' P3.5revHA] 5'-CKY TGN GCR TCY GCA CC-3'

P2.2forHA]j 5'-ACN GCN GAY GAC CCT GC-3' P3.6revHA]j 5'-CKY TGN GCR TCY GCT CC-3'

P2.3forHAj 5'-ACN GCN GAY GAC CCC GC-3' P3.7revHA]j 5'-CKY TGN GCR TCY GCG CC-3'

1% http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html

 http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=29892&aa=1&style=GCG
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Bezeichnung Sequenz Bezeichnung Sequenz
P2.4forHAj 5'-ACN GCN GAY GAC CCG GC-3' P3.8revHAj 5'-CKY TGN GCR TCY GCC CC-3'
P2.5forHAj 5'-ACN GCN GAY GAT CCA GC-3' P4.1revHA] 5'-GGY TGN CCR TTA TTT TG-3'
P2.6forHA]j 5'-ACN GCN GAY GAT CCT GC-3' P4.2revHAj 5'-GGY TGN CCR TTA TTC TG-3'
P2.7forHAj 5'-ACN GCN GAY GAT CCC GC-3' P4.3revHA] 5'-GGY TGN CCR TTG TTT TG-3'
P2.8forHAj 5'-ACN GCN GAY GAT CCG GC-3' P4.4revHA]j 5'-GGY TGN CCR TTG TTC TG-3'
P3.1forHAj 5'-GGN GCN GAY GCN CAA CG-3' P4revleulHAj 5'-TCN ARN CCN ACN GTA GC-3'
P3.1forHAj 5'-GGN GCN GAY GCN CAG CG-3' P4revleu2HAj 5'-TCN ARN CCN ACN GTT GC-3'
P3.1forHAj 5'-GGN GCN GAY GCN CAA AG-3' P4revlieu3HAj 5'-TCN ARN CCN ACN GTG GC-3'
P3.1forHAj 5'-GGN GCN GAY GCN CAG AG-3' P4revleudHAj 5'-TCN ARN CCN ACN GTC GC-3'

P4revile1HAj
P4revile2HAj
P4revile3HA]

P4revile4HA]

5'-GRT CDA TNC CNA CNG TAG C-3'

5'-GRT CDA TNC CNA CNG TTG C-3'

5'-RTC DAT NCC NAC NGT GGC-3'

5'-RTC DAT NCC NAC NGT CGC-3'

Tab. 15: Ausgehend von den publizierten Auricularia auricula-judae DyP Peptidfragmenten (Liers et

al. 2010) der Isoenzyme 1 und 2 abgeleitete Primer

Bezeichnung

Sequenz

Bezeichnung

Sequenz

Isolforl

Isolfor2

Isolfor3

Isolford

Isolilelfor

Isolile2for

Isolleulfor

Isolleu2for

5'-GAY GAY ATH CAA GGA GAC AT-3'

5'-GAY GAY ATH CAA GGT GAC AT-3'

5'-GAY GAY ATH CAA GGG GAC AT-3'

5'-GAY GAY ATH CAA GGC GAC AT-3'

5'-AAY ACN GAY GAY ATH CAA GG-3'

5'-AAY ACN GAY GAY ATH CAG GG-3'

5'-AAY ACN GAY GAY YTN CAA GG-3'

5'-AAY ACN GAY GAY YTN CAG GG-3'

Isolrevl

Isolrev2

Isolrev3

Isolrev4

Iso2ilel

Iso2ile2

Iso2leul

Iso2leu2

5'-ATG TCN CCT TGD ATA TCA TC-3'

5'-ATG TCN CCT TGD ATA TCG TC-3'

5'-ATG TCN CCT TGD ATG TCA TC-3'

5'-ATG TCN CCT TGD ATG TCG TC-3'

5'-GGN ACN GGN ATH CAC GG-3'

5'-GGN ACN GGN ATH CAT GG-3'

5'-GGN ACN GGN YTN CAC GG-3'

5'-GGN ACN GGN YTN CAT GG-3'
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Tab. 16: Verwendete Primer zum Fischen einer DyP aus Pleurotus sapidus

Bezeichnung Sequenz GC [%] Tn[°C]
Psalfor 5'-TCA AGG AGA CAT CAT GAT TGG GA-3' 43,5 58,9
Psa2for 5'-GGT AAA GAA CACTTT GGT TGG C-3' 58,4 58,4
Psa3for 5'-CTG GAA GAG CGG TAC TCC-3' 61,1 58,2
Psa4for 5'-TGT CCC TTC TCC GCA CAC-3' 61,1 58,2
Psalrev 5'-CTG AAG AAG TAG TCA CCT CC-3' 50,0 57,3
Psa2rev 5'-GTG TGC GGA GAA GGG AC-3' 64,7 57,6
Psa3rev 5'-GTA CCG CTC TTC CAG CG-3' 64,7 57,6
Psadrev 5'-GCC AAC CAA AGT GTT CTT TAC C-3' 45,5 58,4

Tab. 17: Verwendete Primer fiir die /cc/-Punktmutation, ITS-Sequenzierung und cDNA-Synthese

Bezeichnung Sequenz GC[%] T.[°C]
ITS-1 for 5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3' 63,0 61,0
ITS-4 rev 5'-CTC CGC TTA TTG ATA TGC T-3' 42,0 52,4

CDSHI/3'PCR  5-ATT CTA GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG-3' 63,0 71,0

5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTG
SmartIV 59,0 76,8
GCC ATT ACG GCC GGG-3'

5'PCR 5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3' 48,0 60,6
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Tab. 18: Primer fiir die heterologe Expression von lcc! in E.coli

Bezeichnung Sequenz GC [%] Tn[°C]
lecl punkt for 5'-GAT CGA CCA ACT CAC AGA CGC-3' 57,1 61,8
lccl punkt rev 5'-TCT GTG AGT TGG TCG ATC ACG-3' 52,4 59,8
lecl _Ndel 5'- GGC ATA TGT CTT CTT TCT CGA CT -3' 43,5 58,9
lccl _EcoR1 5'- TGC AGA ATT CGG CTT GTT TAA TG -3' 41,7 59,3
pCOLDI fw 5'- CGT AGT GCA CAT TCC TTT AAC GC -3' 47,8 60,6
pCOLDI rev 5'- ATG GCA GGG ATC TTA GAT TCT GTG -3' 45,8 61,0
lecl_intern 5'- CAG TCG GCT AGT GTG ATC ACG -3' 57,1 61,8
2.11.2 PCR

2.11.2.1 Standard-PCR

Eine Standard-PCR wurde angewandt, wenn die Amplifizierung eines Fragments bereits etabliert
wurde bzw. die optimale Annealing-Temperatur bekannt war. Die PCR wurde mit Dream7ag™ DNA
Polymerase durchgefiihrt. Da es sich um eine Hot Start Taq-Polymerase handelt, wurde der Reakti-
onsansatz bei Raumtemperatur pipettiert. Die Zyklenzahl wurde der Templatemenge angepasst; in der
Regel wurde mit 35 Zyklen eine gute Ausbeute erzielt. Reaktionsansatz und Programm sind in Tab. 19

und Tab. 20 aufgefiihrt.

Tab. 19: Programm fiir die Standard-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
Initiation 95 3
' Densturienmg 94 30.60sc
Annealing variabel 1 25-40 Zyklen
Elongation 72 1jekb

Finale Elongation 72 10
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Tab. 20: Reaktionsansatz einer Standard-PCR mit Dream7ag®™ Polymerase

Komponenten Endkonzentration Volumen [puL]
10 x Dream7aq" Puffer Ix 2
40 mM dNTPS (je 10 mM) 0,8 mM 0,4
10 uM Primer for 1 1
10 uM Primer rev 1 1
Dream7aq” 50 L’ 0,2
Template - 1
ddH,O - 14,4

2.11.2.2 Gradienten-PCR

Die Gradienten-PCR wurde genutzt, um bei problematischen PCRs die optimale Annealing-
Temperatur zu ermitteln. Die Reaktion wurde in einem Mastercycler™ Gradient von Eppendorf durch-
gefiihrt. Der Ansatz wurde analog zur Standard-PCR durchgefiihrt und folgendes PCR-Programm

verwendet.

Tab. 21: Programm fiir Gradienten-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
Initiation 95 5
" Denaturierung 904 [
Annealing 55-70 °C (60 °C G=10) 1 23 Zyklen
Elongation 72 1
Finale Elongation 2 10

2.11.2.3 Touch Down-PCR

Die Touch Down-PCR (Hecker and Roux 1996) wurde bei PCR-Screenings mit degenerierten Primern
verwendet. Aufgrund des hohen Probenaufkommens wurde dieser Methode der Vorzug gegeben. Die
Touch Down-PCR beginnt mit einer Annealing-Temperatur, die 5 °C iiber der Schmelztemperatur T,
liegt. Die Annealing-Temperatur wurde iiber 12 Zyklen um jeweils 1 °C gesenkt, um dann die PCR

weitere 28 Zyklen bei einer konstanten Annealing-Temperatur durchzufiihren.
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Tab. 22: Programm fiir die Touch Down-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]

Initiation 95 5

' Denaturienmg 94 os
Annealing Tnt+5°C 1 13 Zyklen (-1 °C/Zyklus)
Elongation 72 1

 Denawrierng 94 o
Annealing Tm-7°C 1 25 Zyklen
Elongation 72 1,5

Finale Elongation 72 0o

2.11.2.4 Kolonien-PCR

Um nach erfolgter Ligation und Transformation positive Klone zu identifizieren, wurde eine Kolo-
nien-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurden das Programm und der Reaktionsansatz der Standard-PCR
verwendet. Als Primer wurden die fiir den pCR®2.1 spezifischen M13 uni (-21) und M13 rev (-29)
verwendet. Mit einem sterilen Zahnstocher wurde Probenmaterial einer weiflen Kolonie aufgenommen
und durch Reiben im Reaktionsansatz an der GefaBwand resuspendiert. Mit demselben Zahnstocher
wurde eine Masterplatte angeimpft, um die getesteten Klone auf einer LB-Agarplatte zu biindeln. Die

Initiation wurde auf 10 min verldngert, um das Probenmaterial besser aufzuschlie3en.
2.11.2.5 Riickmutation des lccl Gens

Nach Vergleich der amplifizierten /cc/-Sequenzen, ausgehend von genomischer oder cDNA, wurde
ein Klon ausgewaihlt. Dieser enthielt eine Punktmutation, welche iiber das Prinzip des rolling circles
behoben wurde. Die Punktmutation wurde nach Herstellerangaben (Fermentas, Dpnl-Manual) und die

PCR mit den Primern /cc/ _punkt for und lcc! punkt rev (Tab. 18) durchgefiihrt.

2.11.3 Klonierung von DNA-Sequenzen
2.11.3.1 Aufreinigung und Elution des zu klonierenden DNA-Fragmentes

Das durch PCR erhaltene Fragment wurde per Agarosegelelektrophorese (2.10.7) aufgetrennt, an-

schlieBend mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und mit einem NucleoSpin® Extract II-Kit von
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MACHEREY-NAGEL nach Herstellerangaben aus dem Gelstiick extrahiert. Eluiert wurde mit 40 uL
sterilem ddH,O.

2.11.3.2 Ligation

Fiir die Ligation wurde das pCR"2.1-TOPO"-Cloning Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben ver-
wendet. Die Ligation erfolgte bei 24 °C innerhalb von 3 h oder iiber Nacht bei 14 °C in den pCR"2.1
TOPO"-Vektor.

2.11.3.3 Herstellung chemisch kompetenter E.coli fiir die Transformation

E.coli TOP10 Zellen wurden in einer 3 mL Ubernachtkultur ohne Ampicillin kultiviert. AnschlieBend
wurden 250 mL LB-Medium zu einer OD von 0,1 angeimpft und bis zu einer OD von 0,8-0,9 bei
37 °C inkubiert. Die Kultur wurde 15 min auf Eis gekiihlt und die Zellen bei 4000 g fiir 10 min bei
4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 10 mL Losung 1 (0,1 M CaCl, und 2 mM Tris-HCI) resuspendiert
und wiederum bei 4000 x g fiir 10 min und bei 4 °C pelletiert. Mit 10 mL Losung 2 (Losung 1 mit
10% (v/v) Glycerol) wurde das Pellet resuspendiert, anschlieBend aliquotiert und in fliissigem Stick-
stoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C.

2.11.3.4 Herstellung chemisch kompetenter E.coli fiir die Chaperon-Co-Expression

Fiir die Herstellung von E.coli-Zellen zur Co-Expression mit den Chaperonvektoren (pGro7groES-
groEL, pG-Tf2 groES-groEL-tig, pTf16 tig) wurden kompetente B121 DE3 Star Zellen (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) mit entsprechenden Chaperon-Plasmiden transformiert und auf LB-Platten
mit 20 pg mL™ Chloramphenicol selektiert. Rekombinante Klone wurden wiederum fiir die Produkti-

on chemisch kompetenter Zellen unter Verwendung von 20 ug mL" Chloramphenicol eingesetzt.
2.11.3.5 Transformation

Kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 1-5 pL des Ligationsansatzes oder 0,1
pL Plasmidisolates erfolgte eine Inkubation von 20 min auf Eis. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
45 sec bei 42 °C einem Hitzeschock unterworfen, auf Eis kurz abgekiihlt, 300 pL auf 37 °C vortempe-
riertes SOC-Medium hinzugegeben und fiir 1 h bei 37 °C unter Schiitteln bei 250 rpm inkubiert. Aus
diesem Ansatz wurden definierte Mengen auf vorgewarmte LB/Amp-Agarplatten ausplattiert und iiber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Fiir die Stimme B121 pLysE, Rosetta gami B, Shuffle C3026 und BI21 mit
Chaperonen wurde zusitzlich zum Ampicillin 20 ug mL" Chloramphenicol als Selektionsmarker
verwendet. Fiir ein Blau-Wei3-Screening wurden LB/Amp-Agarplatten mit X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-B-D-galactopyranosid, 40 pg mL™) verwendet.
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2.11.3.6 Ermittlung positiver Klone

Eine Vorselektierung der Klone erfolgte auf Basis der Blau-Weil3-Selektion auf LB-Agarplatten mit
den erforderlichen Antibiotika. Klone, welche nach erfolgreicher Ligation das transformierte Plasmid
inklusive Insert trugen, erscheinen weil. Klone mit religiertem Vektor (ohne Insert) férben sich blau.
Einige zufillig ausgewihlte Klone wurden auf einer Masterplatte vereinzelt und mittels Kolonien-PCR

(2.11.2.4) und anschlieBender Agarosegelelektrophorese analysiert.
2.11.3.7 Plasmid-Prdparation

Fiir die Priparation von Plasmid-DNA wurde eine Ubernachtkultur (2.2.1.8) mit einem positiven E.
coli-Klon angeimpft und iiber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert (15 min, 2000 x g) und die
Plasmid-DNA gemiB Anleitung mit dem NucleoSpin“Extract II-Kit von Macherey und Nagel isoliert.
Die Elution erfolgte mit 40 uL sterilem ddH,O.

2.11.3.8 Sequenzierung

Nach Identifizierung positiver Klone wurden von der Masterplatte Ubernachtkulturen angeimpft, um
eine Plasmid-Priparation durchzufiihren. Die Plasmide mit den klonierten Fragmenten wurden von

Eurofins MWG Operon (Ebersberg) sequenziert.
2.11.3.9 Herstellung von Glycerolstocks

Fiir die langfristige Lagerung von Klonen wurden von diesen Ubernachtkulturen angeimpft. Nach
erfolgter Kultivierung wurde die gesamte Kultur bei 4000 x g fiir 15 min zentrifugiert in 800 pL
LB/Amp respektive LB/Amp-Cam resuspendiert, mit 200 uL. Glycerol versetzt und bei -70 °C einge-

froren.

2.11.4 Identifizierung von Basidiomyceten Uber die ITS-Sequenz

Die ITS-Region wurde durch die ITS-1 for und ITS-4 rev (Tab. 17) in einer Standard-PCR iiber 30
Zyklen bei einer Annealingtemperatur von 55 °C aus genomischer DNA (2.11.6) amplifiziert. Das
Fragment wurde kloniert und sequenziert. Die so erhaltene Sequenz wurde zur Stammbestimmung

einer BLAST-Recherche unterzogen.

2.11.5 cDNA-Synthese

Die Isolierung frischer mRNA wurde aus induzierten (EtOH) Haj-Hauptkulturen mit Hilfe des Nuc-
leoSpin®RNA Plant Kits von Macherey und Nagel nach Anleitung durchgefiihrt. Der Aufschluss des
Myzels erfolgte dabei durch Morsern (Morser, Pistill und Spatel bei 200°C 4 h sterilisiert) unter fliis-
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sigem N,. Fiir die Erststrangsynthese der cDNA wurden die Primer CDSIII/3’PCR und SmartlV ver-
wendet (Tab. 17). Folgendes Protokoll wurde verwendet (Tab. 23).

Tab. 23: Erststrangsynthese der cDNA

1. Denaturierung 2. Ergdnzung des Ansatzes 3. Reverse Transkription

3 pL isolierte Gesamt-RNA 4 uL 5x RT-Puffer 200 U Reverse Transkriptase
2,5 uLL CDSIII/3’PCR (25 pmol) 2 uL. 10 mM dNTPs
5,5 uL RNAse freies H,O 0,5 uL RiboLock™
2 pL Smart IV (20 pmol)

70 °C fiir 5 min; auf Eis 2 min 37 °C 5 min 42 °C 60 min; 70 °C 5 min

Die Zweitstrangsynthese wurde mit den Adapterprimern 5’PCR und CDSIII/3’PCR (Tab. 17) nach
folgendem Reaktionsansatz und PCR-Programm durchgefiihrt.

Tab. 24: Zweitstrangsynthese der cDNA

Komponenten Endkonzentration Volumen [uL]
10 x Long PCR Puffer mit MgCl, 1x 2,5
10 mM dNTPs (je 2,5 mM) 0,8 mM 2,0
10 uM 5’PCR 1,0 mM 2,5
10 uM CDSIII/3’PCR 1,0 mM 2,5
100% (v/v) DMSO 4% (v/v) 1,0
Long PCR Enzyme Mix 5 U uL™ 1U 0,2
ss cDNA - 3,0
ddH,O - 11,3

Fiir eine erneute cDNA Synthese wurde direkt nach der mRNA-Isolierung die rRNA mit dem
NucleoTrap”mRNA-Kit von Macherey & Nagel abgetrennt.



2 Material und Methoden 60

2.11.6 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus Basidiomyceten wurde nach Herstellerangaben mit dem Geno-

mic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) durchgefiihrt.

2.12 Heterologe Expression der Iccl in E.coli

2.12.1 Klonierung in den pCOLDI Expressionsvektor

Das gesamte /cc1-Gen, welches in dem Vektor pCR.2.1 vorlag, wurde mit den Primern lcc/ Ndel und
lccl _EcoRI mittels Standard-PCR unter Verwendung der Tag-Polymerase (Fermentas, St Leon-Rot)
mit flankierenden Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und EcoRI amplifiziert. Nach anschlieender
Isolierung des Amplifikates (2.11.3.1) wurde dieses wie auch der Expressionsvektor pCOLDI (Takara)
mit den Restriktionsenzymen FastDigest”Ndel und FastDigest® EcoRI (Thermo Fisher Scientific Inc.)
nach Herstellerangaben geschnitten. Nach erfolgter Aufreinigung der entsprechenden Fragmente
(2.11.3.1) wurden diese mit einer T4-Ligase (Invitrogen) nach Herstellerangaben bei 14 °C ligiert, um
das Konstrukt pCOLDI-Lccl zu erhalten. Um sicherzustellen, dass das Insert korrekt im pCOLDI-
Vektor vorlag, wurde nach erfolgter Transformation (2.11.3.5) in E.coli TOP10 Zellen von positiven
Klonen (2.11.3.6) die Plasmide isoliert (2.11.3.7) und mit den Primern pCOLDI fw, pCOLDI rev,
lccl _intern (Tab. 18) sequenziert (2.11.3.8). Von Klonen mit einem fehlerfreien /ccl-Insert wurden

Glycerolstocks (2.11.3.9) angefertigt.

2.12.2 Protein Expression

Fiir die Enzymproduktion wurden die E.coli-Stimme BL21 (DE3), BL21 Star (DE3), BL21 pLysE,
Rosetta gami B (Novagen, Madison, WI, USA) Shuffle C3026H (NEW ENGLAND BioLabs" Inc.)
sowie hergestellte kompetente BL21 DE3 Stimme, welche plasmidkodiert Chaperone tragen, mit dem
Expressionsvektor pCOLDI-lcc/ transformiert (2.11.3.5). Uber eine Kolonien-PCR mit den Primern
pCOLDI fw, pCOLDI rev (Tab. 18) wurde gepriift, ob die Transformation erfolgreich war. Von
positiven Klonen wurden Glycerolstocks (2.11.3.9) hergestellt. Fiir die intrazelluldre Expression wur-
de eine Ubernachtkultur in Minimalmedium (MDAG-135 (Studier 2005)) und den entsprechenden
Antibiotika bei 37 °C durchgefiihrt. Am néchsten Tag wurde frisches Minimalmedium bis zu einer
ODggo von 0,1 inokuliert und zu einer ODgyg zwischen 0,5-0,8 bei 37 °C inkubiert. Die Induktion der
Chaperone erfolgte durch Tetrazyklin (pTfl6 tig, 5 ng mL™") und L-Arabinose (pGro7groES-groEL,
pG-Tf2 groES-groEL-tig, 1 mg mL™) direkt nach der Inokulation. Nach einem Kélteschock bei 15 °C
fiir 30 min im Wasserbad wurden die Kulturen mit 0 bis 1 mM Isopropyl-$-D-thiogalactopyranosid
(IPTG) und 0,1 mM CuSO, induziert und bei 8 °C fiir 48 h inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentri-
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fugation bei 4800 x g fiir 30 min geerntet und in Lysis-Puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 4 mM MgCl,,
5 U mL" Benzonase”® (Sigma-Aldrich®), 0,2 mg mL" Lysozym (Sigma-Aldrich®)) iiber Nacht bei
4 °C aufgeschlossen. Die Trennung der 16slichen und unldslichen Fraktion wurde durch Zentrifugation

bei 16000 x g fiir 30 min erreicht.

2.12.3 Insilico Verfahren

Die Ermittlung homologer Gene und Proteine wurde mit dem Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST)* durchgefiihrt. Als Datenbank wurde die GenBank des National Center for Biotechnology
(NCBI) verwendet. Die Translation der DNA in die Aminoséuresequenz und die Berechnung des pl-
Wertes erfolgte iiber Expasy*. Die Berechnung der Introns in der genomischen Lacl-Sequenz wurde

mit Wise2” durchgefiihrt.

2! http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
2 http://www.expasy.org/tools/dna.html, http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html
» http://www.ebi.ac.uk/Tools/Wise2/index.html
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3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Screening nach Oxidoreduktasen in Basidiomycetenkulturen

3.1.1 Verwendung der Induktoren Xylidin und Lignin

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Oxidoreduktasen aus Basidiomyceten fiir den Einsatz in
der Lebensmittelindustrie zu identifizieren. Die Basidiomyceten (Tab. 2), bei denen es sich zumeist
um Weillfaulepilze wie z.B. Meripilus giganteus und Hirneola auricula-judae (Abb. 14) handelte,

wurden auf Basis von Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe (Peters 2004) ausgewéhlt.

Abb. 14: Meripilus giganteus™ und Hirneola auricula-judae™

Durch Verwendung von unterschiedlichen Medien sollte das Expressionsmuster dahingehend verédn-
dert werden, dass neue, bisher unbekannte Oxidoreduktaseaktivitdten generiert werden. Hierzu wurden
die Pilze in drei verschiedenen Medien kultiviert: Ein Grundmedium ohne weitere Induktoren (SNL),
Grundmedium mit Xylidin (2,5- Dimethylanilin) (Xyl) und ein Grundmedium ohne Glucose, aber mit

Tween 80 als C-Quelle sowie Lignin als Induktor (Lig).

Zu allen Kulturen wurde CuSOy als genereller Laccaseinduktor (Collins and Dobson 1997; Galhaup
and Haltrich 2001), welcher auf transkriptioneller Ebene wirkt (Palmieri et al. 2000), hinzugegeben.
Von den Kulturen wurden regelmédfig Proben genommen und diese auf Laccase- und Peroxidaseakti-
vitdt untersucht. Aufgrund des hohen Probenaufkommens wurden die Enzymassays im 96-well Mikro-

titerplattenformat ausgefiihrt. Der bereits in der Literatur beschriebene Laccaseproduzent Trametes sp.

24 http://www .naturamediterraneo.com/forum/topic.asp? Topic_id=10234, abgerufen 15.05.2012
2 http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ac/Hirneola auricula-judae %28xndr%29 cropped.jpg, abgerufen 15.05.2012
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(Xiao et al. 2004) und ein ebenfalls als Peroxidaseproduzent bekannter Pleurotus eryngii-Stamm
(Goémez-Toribio et al. 2001; Martinez et al. 1996) wurden als Referenz zusitzlich untersucht. Dabei
ist jedoch zu beachten, dass durch die unterschiedliche Herkunft der Basidiomycetenstimmen (oft
auch Eigenisolate oder verschiedene Stammsammlungen) und die Schwierigkeiten der eindeutigen
Zuordnung der einzelnen Arten (siehe ITS-Sequenzierung) es sich durchaus auch um abweichende
Arten bzw. Unterarten handeln konnte, welche verschiedene Laccase- und Peroxidasen exprimieren.
Nach einem Vorscreening (Daten nicht gezeigt) wurden die Kombinationen von Basidiomyceten und
Medium mit den hochsten Laccase- und Peroxidasetitern nochmals genauer untersucht. Im Folgenden

(Abb. 15) sind die Ergebnisse dieses Screening dargestellt.
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Abb. 15: Verlauf der Laccaseaktivitit (ABTS, 2.2.2.2) in den Uberstinden von ausgewihlten Basi-
diomyceten im Grundmedium (SNL) und mit den Induktoren Xylidin (Xyl) sowie Lignin (Lig)

Wie in Abb. 15 dargestellt, konnten die hochsten Laccaseaktivitdten in den Kulturiiberstainden von Per
(Lig, 8. Tag, 1,7 U mL™), Mgi (Xyl, 8. Tag, 4,7 U mL™") und Tra (Xyl, 9. Tag, 13,3 U mL™") detektiert
werden. Geringe Laccaseaktivitit zeigten Haj (Xyl, 7. Tag, 0,4 U mL™") und Psq (Xyl, 7. Tag, 0,2 U
mL™"). Wie wichtig der Einsatz von Induktoren zur Steigerung der Aktivitit bzw. iiberhaupt zur Initia-
lisierung der Synthese von Laccasen ist, verdeutlicht die nahezu fehlende Laccaseaktivitit in den

uninduzierten Kulturen von Per und Mgi im Vergleich zu den mit Lig und Xyl induzierten.

Der verwendete Induktor Xylidin wird in der Literatur als sehr potenter Induktor von Laccasen unter

anderem in Trametes villosa (Minussi et al. 2007a), Pycnoporus sanguineus (Garcia et al. 2006) und
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Pleurotus sajor-caju (Soden and Dobson 2001) beschrieben. Die Induktion durch aromatische Amine
und Phenole wirkt auf der Ebene der Transkription und konnte eine Antwort des Pilzes auf toxische
Verbindungen sein, wie sie z.B. beim Abbau des Lignins entstehen. Mittels sekretierter Laccasen oder
Peroxidasen werden diese monomeren Phenole durch Polymerisierung detoxifiziert (Piscitelli et al.

2011).

Die Induktionswirkung von Lignin-Organosolv (Methanolextrakt) kann auf die Ahnlichkeit zum na-
tiirlichen Substrat des Pilzes, dem Holz, zuriickgefithrt werden. In Phlebia radiata (Rogalski et al.
1991) konnte die Verwendung von Lignosulphonat und synthetischen Lignin ebenfalls die Lacca-

seexpression stimulieren.

Lignin und Tween 80 wurden zusammen in einer Kulturfiihrung eingesetzt, da dies bereits erfolgreich
fiir die Laccaseproduktion mit Pleurotus sapidus eingesetzt werden konnte (Linke et al. 2007). Die
Wirkung des vorhandenen Tween 80 ist jedoch noch nicht ausreichend geklirt. Eventuell wird durch
Zugabe von Detergenzien eine Verdnderung der Zellmembran induziert, welche das Ein- und Aus-

schleusen von Stoffen bzw. Enzymen vereinfacht (Reese and Maguire 1969; Takao et al. 1984).

Fiir die Art und Konzentration der exprimierten Peroxidasen war die Wahl des Induktors von ent-
scheidendem Einfluss (Abb. 16). Von einer Verwendung des ABTS-Assays wurde abgesehen, da ohne
eine Abtrennung der Laccaseaktivitit die Peroxidaseaktivitit iiberdeckt werden kann. Stattdessen
wurde Phenolrot als Substrat verwendet. In Vorversuchen konnte beobachtet werden, dass auch Lac-
casen in der Lage sind, Phenolrot, wenn auch deutlich schlechter als ABTS, zu oxidieren. Fiir eine
eindeutige Identifizierung von Peroxidasen wurde der Phenolrot-Assay wie folgt modifiziert durchge-
fiihrt: a) Mn*" und H,0, fiir eine mogliche Klassifizierung als manganabhingige Peroxidase, b) H,0,
ohne Mn”" fiir die Klassifizierung als manganunabhingige Peroxidase, ¢) ohne H,O, und ohne Mn*",
um Kreuzreaktion durch Laccasen zu bestimmen. Da der gewihlte Phenolrot-Assay nur als Endpunkt-
bestimmung verwendet werden konnte, wurden die Aktivititen als die Absorption angegeben, welche

bei einer Wellenldnge von 610 nm nach einer 60 miniitigen Inkubationszeit vorliegt.

Als beste Peroxidaseproduzenten konnten Ppi (SNL und Lig) und Haj (Xyl und Lig) identifiziert
werden. Dass durch Zugabe von Induktoren auch die Bildung von Enzymen génzlich unterdriickt
werden kann, ist am Beispiel der Peroxidase vom Per ersichtlich, deren Expression bei Vorhandensein

von Xylidin vollstindig gehemmt wurde (Abb. 16).

Durch Zugabe von Tween 80 konnte ebenfalls in Kulturen von Phanerochaete chrysosporium die
Lignin- und Mn-Peroxidaseaktivitdt deutlich gesteigert werden (Asther et al. 1987; Rodriguez et al.
1998). Fiir eine Variante des Ppi (FP-53236, Phellinus pini (Brot.) Bondartsev & Singer) wurden
bereits sehr geringe Lignin- und Mn-Peroxidaseaktivititen von 0,02 U mL™ respektive 0,09 U mL"
beschrieben (Bonnarme and Jeffries 1990) und die beiden Enzyme fiir eine Untersuchung zur Umset-
zung von phenolischem und nicht-phenolischem f-O-4 Lignin verwendet (Yokota ef al. 1998). Da

keine Informationen hinsichtlich ITS-Sequenz zur eindeutigen Identifizierung der genauen Art bzw.
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Unterart vorliegen, kann jedoch kein eindeutiger Vergleich mit dem in dieser Arbeit verwendeten

Phellinus pini gezogen werden.

1.6
1 B Ansatz a: Mn*" und H,0,
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Abb. 16: Fiir die Messung der Peroxidaseaktivitit (Absorption nach 60 min) in den Kulturiiberstinden
ausgewihlter Pilze wurden drei verschiedenen Versuchsansitzen verwendet: Ansatz a) Mn>" und
H,0,, Manganperoxidasen, Ansatz b) H,O, und ohne Mn2+, manganunabhingige Peroxidasen, Ansatz
¢) ohne H,0, und ohne Mn*", Kreuzreaktion mit Laccasen. Die Zahlen in Klammern geben den Tag

der hochsten Aktivitit an.

Die in SNL gebildete Peroxidase von Per (SNL) kann, da die Oxidation von Phenolrot bei Vorhanden-
sein von Mn”" deutlich erhoht ist, in die Klasse der manganabhéngigen Peroxidasen eingeordnet wer-
den. Die hochsten Peroxidasetiter konnten bei der Induktion von Haj mit Xyl und Lig detektiert wer-
den. Unabhéngig von den hier geschilderten Arbeiten wurden zeitgleich im selben Basidiomyceten
Auricularia auricula-judae (synonym fiir Haj, DSMZ 11326), welcher in einem auf Tomatensaft
basierendem Medium kultiviert wurde, von einer anderen Arbeitsgruppe zwei DyPs isoliert (Liers et
al. 2010). Um die Frage zu klaren, ob und inwieweit sich die in dieser Arbeit entdeckten Peroxidasen

von denen von Liers et al. beschriebenen unterscheiden, wurden erstere genauer charakterisiert (3.4).

Bei einem Vergleich der Laccase- und Peroxidaseaktivititen bei Verwendung unterschiedlicher Induk-
toren ldsst sich ersehen, dass die Wahl des Induktors entscheidenden Einfluss auf die Art und Kon-

zentration der exprimierten Oxidoreduktasen hat. So zeigte z.B. der Mgi nur bei Induktion mit Lignin
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und Tween 80 sowie mit Xylidin Laccaseaktivitdt. Im SNL-Medium konnte demgegeniiber keinerlei

Oxidoreduktaseaktivitit detektiert werden.

Da die Verwendung von Xylidin aufgrund seiner Toxizitdt problematisch ist, wurde nach alternativen
Induktoren gesucht. Diese Versuche wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit am Institut fiir Lebens-

mittelchemie durchgefiihrt (Wagner 2008).

3.1.2 Alternative Induktoren Ferulasdure, Ethanol und Eichenholzspane

Als potenzielle Induktoren wurden Ethanol in den Konzentrationen von 2% (v/v) und 4% (v/v) bzw.
ca. 0,3 M und 0,6 M sowie Ferulasdure in einer Konzentration von 0,25 und 0,50 mM ausgewéhlt. In
einem weiteren Ansatz wurde das fiir Weilfaulepilze natiirliche Substrat Eichenholz in Form von
Spanen verwendet, welches die natiirlichen Bedingungen fiir den Pilz, unter denen hunderte verschie-
dene Inhaltsstoffe und potentielle Induktoren auftreten konnen, eher abbildet (Liers e al. 2010) und

somit eine breite Induktion von verschiedenen Oxidoreduktasen ermoglichen konnte.

Fiir diese Versuche wurden die drei bisher aktivsten Basidiomyceten Haj, Ppi und Mgi ausgewahlt.
Diese wurden erst in Vorkultur angezogen und anschliefend in einer SNL-Hauptkultur mit Ethanol,
Ferulasdure und Eichenholzspédnen inkubiert. Fiir die Kultivierung mit Eichenholzspédnen wurde zu-
sitzlich eine Kultur in Minimalmedium (MM) durchgefiihrt, um den Effekt von Cellulose aus dem
Eichenholz als einzige C- und Energiequelle nicht durch Glucose zu iiberdecken. Zum Vergleich
wurde eine Hauptkultur mit 1 mM Xylidin als Induktor mitgefiihrt. Als universeller Induktor fiir Lac-
casen wurden 300 pM CuSO, zu jeder Kultur hinzugegeben und der Verlauf der Laccaseaktivitit
verfolgt. In Tab. 25 sind die maximalen Laccaseaktivititen fiir die verwendeten Pilze dargestellt.

Phellinus pini zeigte liber die gesamte Kultivierung keine Laccaseaktivitit.

Tab. 25: Maximale Laccaseaktivititen in U mL™" der untersuchten Kulturen mit verschiedenen Induk-

toren
Stamm Xylidin Ferulaséure Ethanol Eichenholz- Eichenholzspéne in
(1 mM) (0,5 mM) spane in SNL Minimalmedium
Haj 0,3 0,1 0,2 (4% (v/v)) 0,5 0,3
Mgi 2,3 3.8 0,6 (2% (v/v)) 1,8 0,9

Wie in der obigen Tabelle zu sehen, konnte durch Einsatz von Ferulasdure in einer Konzentration von
0,5 mM (Endkonzentration) als Induktor die Laccaseaktivitit vom Meripilus giganteus nochmals
gesteigert werden. Bei Verringerung der Ferulasdure auf 0,25 mM wurde nur ein leichter Riickgang
der Aktivitét festgestellt (ca. 8%, Daten nicht gezeigt). Im Vergleich zu Xylidin und Ferulasdure wur-

den unter Verwendung von Ethanol und Eichenholzspénen deutlich geringere Aktivititen gemessen.
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Aufgrund der geringeren Kosten des Ethanols konnte es gegeniiber Xylidin und Ferulasdure eine
Alternative zur Induktion von Laccasen darstellen. Bei der Induktion mit Ferulasdure oder Xylidin
muss berlicksichtigt werden, dass immer 1 mL Ethanol (Endkonzentration ca. 0,35% (v/v)) zur Kultur
hinzugegeben wurde, was bereits in geringem Malle zu einer zusitzlichen Induktion gefiihrt haben

konnte.

Abb. 17: Haj-Kulturen in SNL-Medium mit 1 mM Xylidin (links), 0,5 M Ferulasdure (mitte) und 40
mL L™ Ethanol (rechts) nach 10 Tagen (Wagner 2008)

Der genaue Induktionsmechanismus von Ethanol, welches bereits erfolgreich zur deutlichen Verbesse-
rung der Expression von Laccasen verwendet wurde (Lee ef al. 1999; Lomascolo et al. 2003; Valeria-
no et al. 2009), ist noch nicht ausreichend geklart. Folgende Hypothesen wurden dazu aufgestellt: (I)
eine Erhohung der Proteinsekretion durch Permeabilisierung der Membran, (II) Inhibierung der Mela-
ninbildung und dadurch Erhéhung von phenolischen Monomeren, welches zu einer Induktion der
Laccasen fiihrt, (III) Antwort auf oxidativen Stress, welcher eine indirekte Induktion generiert (Lee et
al. 1999; Meza et al. 2007). Durch Zudosierung von Ethanol zu einer Pycnoporus cinnabarinus-Kultur
konnte eine Erhohung der Laccaseaktivitit bei gleichzeitiger Erniedrigung der Peptidaseaktivitit
detektiert werden. Da extrazelluldre Peptidasen in der Lage sind, Laccasen spezifisch zu degradieren,
ist eine Hemmung der Peptidaseexpression durch Ethanol ein mdglicher weiterer Faktor in der Erho-
hung der Laccaseaktivitit bei Induktion mit Ethanol (Meza et al. 2007). Des Weiteren wurde bei der
homologen Expression einer Laccase in Pycnoporus cinnabarinus ohne nativen Promotor eine Induk-
tion bei Zugabe von Ethanol beobachtet (Alves et al. 2004), was die Hypothese (II) einer indirekten
Induktion durch eine Stressantwort bekraftigen wiirde. Phenolische Stoffe wie die Ferulasdure, welche
eine dhnliche Struktur wie das natiirliche Substrat Lignin bzw. deren Derivate besitzt, wurden erfolg-
reich zur Laccaseinduktion eingesetzt (De Souza et al. 2004; Leonowicz and Trojanowski 1978).
Jedoch variierte die Induktion von Organismus zu Organismus, und es scheint fiir viele Stimme spezi-

fische phenolische Induktoren zu geben (Piscitelli ef al. 2011).

Bei Verwendung von Eichenholzspidnen als Induktor konnte nur bei Hirneola auricula-judae eine
Erhohung der Laccaseaktivitit auf 0,51 U mL™ beobachtet werden. Diese ist deutlich hoher als die
erhaltene Laccaseaktivitit (0,02 U mL™) bei Induktion mit Buchenholzspinen (Liers et al. 2010). In
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starkem Kontrast dazu konnten Morisaki et al. (2001) eine mit 4,99 U mL™" auBerordentlich hohe
Laccaseaktivitit bei Auricularia auricula-judae durch Kultivierung in einem ,potato dextrose-
Medium mit Hefeextrakt erzielen. Da jedoch nicht die gleichen Stimme (DSMZ 11326 gegeniiber IFO
5949) verwendet wurden, kann keine definitive Aussage getroffen werden, ob ein anderer Stamm oder

das Medium fiir die starke Abweichung in der Laccaseaktivitit verantwortlich ist.

Bei der Untersuchung zur Peroxidaseinduktion wurden zusitzlich die Pilze Pleurotus sapidus und
Trametes sp. mitgefiihrt. Zur Induktion wurden jedoch nur Eichenholzspédne verwendet, da beide Pilze
in Vorversuchen mit Ethanol und Ferulasidure keine Peroxidaseaktivitit zeigten. Mgi generierte in
keinem Versuchsaufbau Peroxidaseaktivitit. In Tab. 26 sind die maximal erreichten Aktivititen wih-

rend der Kultivierung dargestellt.

Tab. 26: Maximale Peroxidaseaktivitdt von Kulturiiberstinden von Haj, Ppi, Psa und Tra, induziert

mit alternativen Induktoren

Stamm Xylidin Ferulasdure Ethanol Eichenholzspiane in  Eichenholzspine in
(1 mM) (0,5 mM) © SNL Minimalmedium
10,17
Haj 28,44 1,86 3,58 0,93
(4% (v/v))
Ppi 0,87 0,21 0,31 (2% (v/v)) n.d. n.d.
Psa n.d. n.d. n.d. n.d. 1,03
Tra n.d. n.d. n.d. 0,27 n.d.

Mit den alternativen Induktoren konnte bei Haj und Ppi keine Verbesserung der Peroxidaseaktivitit
detektiert werden. Gegeniiber der Induktion von Haj mit Xylidin wurden nur wenig mehr als 30% der
Aktivitdt erhalten. Dessen ungeachtet kann Ethanol als kostenglinstige und lebensmitteltaugliche
Alternative zur Induktion mit Xylidin angesehen werden. Durch Verwendung von Eichenholzspanen
wurde erstmals bei dem Basidiomyceten Pleurotus sapidus eine Expression von Peroxidasen nachge-
wiesen. Die geringe Aktivitit des Trametes sp. konnte auch schon bei der Kultivierung mit den ande-
ren Induktoren vorgelegen haben. Durch die sehr hohe Laccaseaktivitdt (Kreuzreaktion mit Phenolrot)
konnte diese jedoch maskiert worden sein. Die Ergebnisse zeigen, dass Eichenholz ein vielseitiger
Induktor fiir Peroxidase- und Laccaseaktivitét ist, was sowohl den phenolischen Inhaltsstoffen des
Holzes als auch der Tatsache geschuldet ist, dass der Pilz im Minimalmedium gezwungen wird, Oxi-
doreduktasen zu bilden, um die im Holz vorkommende Cellulose als C- und Energiequelle zu er-
schlieBen. Die Versuche mit den Basidiomyceten Trichophyton rubrum LKY-7 (Shin et al. 2010) und
Lentinus edodes (Hatvani and Macs 2001) zeigten ebenfalls, dass durch Einsatz von Eichenholz eine

Induktion von Laccasen und Peroxidasen erreicht werden kann.
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Zusétzlich wurde versucht, durch Aktivitdtsbestimmung gegeniiber Veratryl-Alkohol und Azur B eine
weitere Einteilung der Peroxidasen zu den Ligninperoxidasen und den versatilen Peroxidasen zu errei-
chen. AuBler fiir den Per, welcher bereits als Produzent einer versatilen Peroxidase bekannt ist (Cama-
rero et al. 1999), konnten jedoch keine Aktivititen gegeniiber den Substraten beobachtet werden, was
an einer zu geringen Peroxidasekonzentration oder an storenden Inhaltsstoffen aus den induzierten

Kulturen gelegen haben konnte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit Ethanol, Ferulasdure und Eichenholzspinen nicht nur
neue oder deutlich hohere Laccase- und Peroxidaseaktivititen generiert werden konnten, sondern diese
auch als lebensmitteltauglichere und kostengiinstigere Alternativen zum toxischen Xylidin angesehen

werden konnen.

Mit den Pilzen Meripilus giganteus und Hirneola auricula-judae konnten gute Laccase- bzw. Peroxi-
daseproduzenten identifiziert werden, die im weiteren Verlauf dieser Arbeit genauer charakterisiert

wurden.

3.1.3 ITS-Sequenzierung Mgi und Haj

Die Basidiomyceten Mgi und Haj wurden iiber die ITS-Sequenz molekularbiologisch klassifiziert. Mit
Hilfe dieser Sequenzen ist es moglich, Pilze eindeutig zu identifizieren, wenn die entsprechende Se-
quenz in einer Datenbank hinterlegt ist. Die Datenbanksuche erfolgte mittels BLAST. Die identische
Sequenz wurde als ,,uncultured fungus clone S41 18S ribosomal RNA gene* (GenBank: FJ820529.1)
beschrieben. Eine in der Datenbank vorhandene ITS-Sequenz von einer anderen Meripilus giganteus
Unterart (CBS 116.142) besitzt als fiinftbester Treffer nur eine 85%ige Ubereinstimmung. Somit
konnte eine eindeutige Identifizierung noch nicht abschlieBend erfolgen.

Fiir Haj wurden nach Datenbanksuche zwei identische Sequenzen (100%ige Ubereinstimmung, Gen-
Bank: HQ388368.1 und HQ388365.1) von zwei Auricularia auricula-judae (Synonym fiir Hirneola
auricula-judae) Subspezies identifiziert. Somit kann dieser eindeutig als Haj klassifiziert werden.

Im nachfolgenden Kapitel wird die Aufreinigung und biochemische sowie molekularbiologische Cha-
rakterisierung der durch Mgi exprimierten Laccase in Form einer Ver6ffentlichung im World Journal

of Microbiology and Biotechnology beschrieben.
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3.2 Asurfactant tolerant laccase of Meripilus giganteus

Gunnar Schmidt' . Ulrich Krings' - Manfred Nimtz* -Ralf G. Berger'

Reprinted from World Journal of Microbiology and Biotechnology
Volume 28, Number 4 (2012), 1623-1632, DOI: 10.1007/s11274-011-0968-z

With kind permission from Springer Science+Business Media

nstitut fiir Lebensmittelchemie, Gottfried Wilhelm Leibniz Universitdt Hannover, CallinstraBe 5,

30167 Hannover, Germany
*Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung, InhoffenstraBe 7, 38124 Braunschweig, Germany
Abstract

A laccase (Lccl) from the white-rot fungus Meripilus giganteus was purified with superior yields of
34% and 90% by conventional chromatography or by foam separation, respectively. Size exclusion
chromatography (SEC) and sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
yielded a molecular mass of 55 kDa. The enzyme possessed an isoelectric point of 3.1 and was able to
oxidize the common laccase substrate 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
at a pH of 2.0, whereas the enzyme was still able to oxidize ABTS and 2,6-dimethoxyphenol (DMP) at
pH 6.0. Lccl exhibited low K, values of 8 uM (ABTS) and 80 pM (DMP) and remarkable catalytic
efficiency towards the non-phenolic substrate ABTS of 37,437 kea/kin (s'1 mM'l). The laccase showed
a high stability towards high concentrations of various metal ions, EDTA and surfactants indicating a
considerable biotechnological potential. Furthermore, Lcel exhibited an increased activity as well as a
striking boost of stability in the presence of surfactants. Degenerated primers were deduced from
peptide fragments. The complete coding sequence of lccl was determined to 1,551 bp and confirmed
via amplification of the 2,214 bp genomic sequence which included 12 introns. The deduced 516
amino acid (aa) sequence of the lcc/ gene shared 82% identity and 90% similarity with a laccase from
Rigidoporus microporus. The sequence data may aid theoretical studies and enzyme engineering

efforts to create laccases with an improved stability towards metal ions and bipolar compounds.

Key words: Foam separation, Surfactants, Metal ions, Laccase, Basidiomycete
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3.2.1 Introduction

Laccases (benzendiol: oxygen oxidoreductases, EC 1.10.3.2) represent the largest subgroup of blue
multi-copper oxidases and have been described in plants (Bao ef al. 1993), insects (Dittmer and
Kanost 2010), archeae (Uthandi et al. 2010), bacteria (Sharma et al. 2007) and fungi (Baldrian 2006).
Their wide-spread occurrence in fungi reflects diverse physiological roles including morphogenesis,
fungal plant pathogen/host interaction, stress defense, and lignin degradation. Laccases from white rot
fungi are the largest group with more than 100 representatives studied in more detail (Baldrian 2006).
Fungal laccases are usually highly glycosylated monomeric, dimeric or tetrameric proteins (typically
55-85 kDa) with an isoelectric point around pH 4.0 (Baldrian 2006). Laccases catalyze the single-
electron substrate oxidation coupled to the four-electron reduction of molecular oxygen to water. Four
differently coordinated copper ions distributed over three copper centers are essential for the transfer

of electrons.

Laccases are of interest for green chemistry because of their pronounced and rather non-specific
oxidation capacity, the lack of a requirement for expensive cofactors and the use of O, as electron
acceptor. They catalyze a wide range of reactions such as degradation of polymers, ring cleavage,
oxyfunctionalization and cross-linking of aromatic compounds. The substrate range can be extended in
the presence of mediators such as 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS), or
phenolic acids (Camarero et al. 2008). Potential industrial applications are the detoxification of waste
streams, paper and pulp processing, bioremediation, dye decoloration, biosensors, and
chemoenzymatic syntheses (Couto and Herrera 2006). In the food industry, laccases have been shown
to improve sensory parameters, to stabilize beer and wine, and to strengthen dough structure in baked

goods (Couto and Herrera 2006).

Surfactants are often used in low concentrations to increase the availability of substrates, such as
polycyclic aromatic hydrocarbons (Pozdnyakova et al. 2004), phenolic pollutants (Ji et al. 2009;
Tonegawa et al. 2003) or pesticides (Hirai et al. 2004) to oxidative degradation by lignolytic enzymes.
Another use of surfactants is the protection of enzymes from the reaction products during the oxidative
degradation/polymerization of phenolic pollutants (Sakurai et al. 2003). Kim et al. (2007) showed that
the non-ionic surfactant Tween 80 was able to protect horseradish peroxidase from free radical attack
and adsorption by precipitated products during conversion of pentachlorophenol (PCP). However,
there is no systematic study dealing with the influence of surfactants on laccase activity and/or

stability.

The aim of the present study was the isolation, purification as well as the biochemical and molecular
characterization of a laccase (Lccl) from Meripilus giganteus (M. giganteus) which showed a high

activity towards ABTS. Furthermore, the impact of ionic, non-ionic surfactants and the stability
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towards various metals ions and inhibitors on the activity of Lccl was comparatively studied. To the

best of our knowledge this is the first report of an oxidoreductase from M. giganteus.

3.2.2 Materials and Methods

Organism and cultivation

M. giganteus 561.86 an agaricomycetous fungus, was obtained from Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Netherlands). Mycelia were maintained on 1.5% agar plates with
standard nutrient liquid medium (SNM) (Linke et al. 2005).

Production of laccase

Precultures of M. giganteus were prepared from a mycelial block (1 cm?) of a densely overgrown agar
plate piece which was inoculated into a 300 mL Erlenmeyer flask containing 100 mL SNM. After
treatment with an Ultraturrax homogenizer (IKA-Werke, Staufen, Germany) the fungal culture was
incubated for seven days at 150 rpm and 24°C. For the production of laccases, main cultures were
prepared in 500 mL Erlenmeyer flasks containing 250 mL. SNM medium by transferring 25 mL of the
pre-culture into each flask. The expression of laccases was induced by the addition of 0.5 mM ferulic
acid and 300 uM CuSOy to the main cultures, which were then incubated at 150 rpm and 24°C. At the
time of maximum laccase activity (ABTS, pH 4.5), cultivation was stopped and the culture
supernatant was harvested for further purification. Media and equipment were autoclaved prior to use

and sterile techniques were applied throughout the procedures.
Enzyme assays

Laccase activity was determined at 420 nm (g450 = 36,000 M cmﬁl) in a microtiter plate at 30°C using
ABTS (Majcherczyk et al. 1999) as the substrate. The reaction mixture contained 0.5 mM substrate in
50 mM phosphate buffer at pH 3.0 and the enzyme solution in a total volume of 300 pL. The increase
of absorbance was monitored over 5 min in a Biotek Synergy 2 Microplate reader (Biotek, Winooski,
United States). One unit of enzyme activity was defined as 1 umol of substrate oxidized per minute
under the experimental conditions used. The protein concentration was estimated using Bradford
Reagent (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Germany) and bovine serum albumin as a standard. All assays

were performed in triplicate, and standard deviation was found below 10% if not stated otherwise.
Purification and gel electrophoresis

Culture supernatant was frozen at -20°C, thawed and centrifuged at 25,000g. The supernatant was
filtered (0.45 puM, Chromafil® PET-45/25, Macherey-Nagel, Dueren, Germany), concentrated using
cross-flow filtration (30 kDa cut-off, PES, Sartorius, Goettingen, Germany) and subjected to fast
protein liquid chromatography (Biologic Duoflow™, Bio-Rad, Hercules, United States) at 4°C.
Aliquots of the concentrated solution were loaded on a HiPrep 16/10 diethylaminoethyl (DEAE) fast



73 3 Ergebnisse und Diskussion

flow column (GE Healthcare, Munich, Germany ) pre-equilibrated with buffer A (acetate buffer, 50
mM, pH 5.0), and laccase was eluted with 15% buffer B (buffer A with 1 M NaCl). Laccase active
fractions were pooled, concentrated using ultrafiltration (30 kDa cut off, Millipore, Billerica, United
States) and loaded on a Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) column equilibrated with buffer A.
Elution was performed with buffer A and laccase active fractions were pooled and used for laccase
characterization. Determination of molecular mass was achieved after calibrating the Superdex 75
10/300 GL with LMW Gel Filtration Calibration Kit (GE Healthcare). In addition, foaming of whole
M. giganteus cultures was carried out as described previously (Linke et al. 2007) with slight
modifications. In brief: pH 5.0, 60 mL min™' N,-flow and 3 mM cetyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) for cross-flow filtrates and pH 3.6, 60 mL min"' N,-flow and 5 mM CTAB for the submerged
cultures. The resulting foam with the enriched laccase was broken under reduced pressure, diluted
with buffer A, filtered (0.45 uM, Chromafil® PET-45/25) and subjected to further separation using

anion exchange chromatography as described above.

SDS-PAGE was conducted in a Minigel-Twin (Biometra, Goettingen Germany) on a 12%
polyacrylamide separation gel (Ahn et al. 2001). Samples were diluted in SDS-sample buffer (0.1 M
Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride (Tris/HCI) pH 6.8, 0.2 M dithiothreitol (DTT), 4%
SDS, 20% glycerol, 0.2% bromophenol blue) and boiled for 10 min. For native-SDS-PAGE, samples
were diluted in native loading buffer (0.05 M Tris/HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 0.1%
bromophenol blue) and directly applied to electrophoresis at 8°C. Proteins were stained with 0.1%
(w/v) Coomassie Brillant Blue R-250 (Serva, Heidelberg, Germany). Marker proteins from 10 to 250
kDa (Precision Plus Protein™ Standards, Bio-Rad) were used for molecular mass determination.
Laccase activity staining was performed after native SDS-PAGE directly on the gel using an overlay
of ABTS (5 mM in 100 mM sodium tartrate buffer pH 4.5). Isoelectric focusing (IEF) polyacrylamide
gel electrophoresis was performed on a Multiphor II system (GE Healthcare) using Servalyt™
Precotes™ precast gels with an immobilized pH gradient from 3.0 to 10.0 (Serva) for 3,500 V h (2,000
V, 6 mA, 12 W). The isoelectric point of Lccl was estimated using a protein test mixture from pl 3.0
to 10.0 (Serva). Gels were stained either with Coomassie, or an activity staining was carried out as

described above.
Temperature and pH-Optima, enzyme kinetics, stability and inhibition

The pH dependence of the purified laccase was determined with ABTS or 2,6-dimethoxyphenol
(DMP, &460 = 27,500 M cm™") (Shuttleworth ef al. 1986) as substrates in 50 mM citric acid buffer (pH
2.0-7.0) over 5 min at 30°C. Incubation of the enzyme in 50 mM phosphate/tartrate/succinate buffers
at 24°C was used to monitor pH stability. Temperature stability was tested in 50 mM
phosphate/tartrate/succinate buffers at pH 6. Temperature optimum was determined using a
spectrophotometer (UV-1650 PC, Shimadzu, Kyoto, Japan). The temperature was controlled with a

cryostat attached. Activity measurements were performed in 50 mM succinate buffer pH 5.5 and 0.5
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mM DMP. Kinetic parameters were calculated from the initial oxidation rates of 2.0-50 uM ABTS and
10-500 uM DMP at 30°C and pH 3.0 and 5.5, respectively. K, and V.« values were calculated using
Hanes-Woolf-transformation of the Michaelis-Menten equation. For calculation of k¢, the molecular
mass was determined using denatured SDS-PAGE. The effect of potential inhibitors and surfactants on
laccase activity in the ABTS-assay was evaluated after incubation of Lccl for 15 min in 50 mM
phosphate buffer pH 3.0 and 30°C with various concentrations ranging from 10 pM to 333 uM
depending on the respective substrate. For all measurements controls were carried out under identical

conditions omitting substrate or enzyme, respectively.
Sequence fishing

The isolation of genomic DNA and total RNA from mycelium of M. giganteus as well as cDNA
synthesis were carried out as described previously (Eisele et al. 2011). Degenerated primers LacP2 fw
(GGCACBTTCCCNGGTCC) and LacP3 rev (GCRTCNGCNGTAGGGAA) were deduced from the
known peptide sequences obtained from electrospray-tandem-MS" (Eisele ef al. 2011); wobbled bases
were translated as follows: B=G,T,C; R=A,G; N=A,T,G,C. Polymerase chain reactions (PCR) were
performed by mixing 2 ul 10x Dream7aq"-buffer, 0.4 pl deoxyribonucleotides (ANTP) mix (10 mM
each), 25 pmol forward primer, 25 pmol reverse primer, 1 U DreamTaq" DNA Polymerase
(Fermentas, St. Leon-Rot, Germany), 1 ul ds cDNA and ddH,O to 20 pl. Gradient PCR was performed
in a MasterCycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) by incubating the reaction mixture at
95°C for 5 min, then for 23 cycles at 94°C for 60 s, (55-70°C, 60°C G = 10) for 60 s and 72°C for 60
s. Final elongation was performed at 72°C for 20 min. Cloning and sequencing of PCR fragments were
performed as previously described (Eisele ef al. 2011). In order to complete the sequence, specific
primers lecl rev (ACACAACCATCGGGCCACGTA) and lecl fw
(CACTTTCCCTGGTCCCCTGGT) were derived from identified lcc/ DNA fragments and paired
with primers 5"'PCR or 3'PCR, respectively. PCR’s were carried out as stated above with an annealing

temperature of 55°C and an elongation step of 1 min kb™ at 72°C.

Amplification of the complete genomic and lcc!/ sequence from genomic DNA and cDNA was
achieved with primers lccl 5° (ATGTCT TCTTTCTCGACTCTTTCTGTC) and leccl 3°
(GTTTAATGGTCGGAATCAGCAAGAGC) and an annealing temperature of 58°C and an
elongation step of 1 min kb" at 72°C. The complete lccl sequence was amplified, cloned and

sequenced.
Analysis of DNA and amino acid sequences

Identification of the N-terminal signal sequence was carried out by analysis with Signal P 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Sequence homology was investigated through a GenBank
data base search using BLAST (Eisele et al. 2011). Putative N and O-glycosylation sites were
predicted by NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) and NetOGlyc 3.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/), respectively. Molecular mass was calculated by Compute
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pl/Mw (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html). Alignments of multiple amino acid sequences of
Lecl and other laccase proteins were generated with ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
Nucleotide sequence data deposition

The complete genomic DNA and mRNA sequences of the lcc/ gene from M. giganteus were

deposited in the GenBank database under the accession number FR668033.1.

3.2.3 Results

Production and purification of Lccl

During an extended screening of white rot fungi, M. giganteus was found to produce high laccase
activity when grown submerged in shake flasks containing SNM. Lignin, ferulic acid, 2,5-xylidine or
ethanol increased the expression of Lccl compared to SNM medium containing the common laccase
inducer copper sulfate (Table 1). Under all cultivation conditions no further isoenzymes were detected
(Fig. 1c).

Table 1 Effect of various additives on Lccl production by Meripilus giganteus cultivated in SNM at 24°

Media (SNM and additives)* Day of maximum Maximum activity Increased laccase
activity [d] [UmL"] production [fold]
None 9 0.11 1.00
Ethanol [2%)] 13 0.30 3.00
Ethanol [4%)] 13 0.54 5.00
Ferulic acid [0.25 mM] 11 3.18 28.00
Ferulic acid [0.50 mM] 11 3.76 33.00
2,5 Xylidine [1.00 mM] 7 2.29 20.00
Lignin [0.1%] 8 1.85 16.00

*all cultured were additionally induced with 300 uM copper sulfate

Ferulic acid at a concentration of 0.5 mM increased the laccase activity by a factor of 33 to result in a
total of 3.8 U mL"". The laccase activity peaked after 8 days of cultivation. At this time the culture
broth was harvested, filtered and concentrated via cross-flow filtration with a loss of 35% of total
activity. Table 2 summarizes the purification process using anion exchange chromatography (IEX) and

SEC as well as foam separation.
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Active laccase was purified to electrophoretic purity using IEX and SEC (Fig. 1a). Lccl was enriched
75 times with an overall yield of 34% and a specific activity of 440 U mg"'. Foam fractionation,
another method for the separation of active laccases (Linke and Berger 2011), was applied to a
concentrated cell-free culture liquid of M. giganteus. After addition of 3 mM CTAB to 140 mL
concentrate, Lecl was exhaustively foamed using N, at a flow of 60 mL min™ under maintenance of
95% of the activity (data not shown). Through this purification step, the majority of foreign protein
was removed (Fig. 1b). Additionally, a direct foaming of Lccl out of the crude culture solution (pH
3.6) was performed. With the CTAB concentration increased to 5 mM, Lccl was enriched within 1 h
with a recovery rate of 95% of the initial activity. Removal of residual CTAB and impurities
(polyphenols and foreign protein) was achieved by IEX of the foamate. Lccl with a specific activity of
305 U mg" and a recovery of 90% of the initial activity was obtained with an overall purification
factor of 52. Due to the interference of CTAB with the determination of the protein content, specific

activity had to be calculated for the combined foaming plus IEX.

Table 2 Purification of the laccase from Meripilus giganteus

) ] ) ¥ o ¥ ] o ¥ ) Purification
Purification step Protein (mg mL™) Activity (UmL™)  Specific activity (U mg™) Yield (%)
factor (fold)
Supernatant 0.23 1.37 5.88 100.00 1.0
Cross-flow
0.16 7.15 44.75 65.21 7.6
filtration
IEX 0.02 5.16 258.04 51.79 43.9
SEC 0.17 72.98 440.10 33.56 74.9
Foam separation
0.01 2.89 304.90 89.91 51.9

plus IEX*

* Lecl was directly foamed out of the pellet culture

Characterization of Lccl

The following investigations were carried out with a purified Lccl (IEX and SEC) stored at 4°C. The
molecular mass of Lccl was determined to be 55 kDa by denaturated SDS-PAGE, and 56 kDa by

SEC, respectively. IEF showed an isoelectric point of 3.1 for the native laccase (Fig. 1c).
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Fig. 1 Purification steps of Lccl of Meripilus giganteus. Coomassie stained denatured (a) or native (b)
SDS-PAGE and IEF gel (c): concentrated culture broth (1), (1) after IEX (2), purified Lccl after IEX and
SEC (3), Precision Plus Protein™ Standards (4), foam fraction of concentrated culture broth (5), IEX of
foam fraction (6), IEF Marker pl 3-10 (7), culture broth activity stained with ABTS (8). Numbers refer to

molecular masses (kDa, a and b) or the pH (¢)

Lcel oxidized ABTS and DMP over a broad pH range from 2.0 to 6.5. Maximum activity was
obtained for ABTS at pH 2.0 (lowest pH tested) and 4.0-4.5 for DMP, respectively (Fig. 2).
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Fig. 2 Temperature optimum of Lccl (pH 3.0, ABTS, filled square) and effect of pH at 30°C on the
oxidation of ABTS (open circle) and DMP (open inverted triangle), respectively
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At pH 6.0, about 7.0% or 22% of the maximum oxidation rate was observed for ABTS or DMP. For
both substrates the dependence of substrate concentration on the reaction rate showed Michaelis-
Menten kinetics. Kinetic parameters were compared to literature data (Table 3). Lccl showed a high
activity towards both tested substrates with a higher K., value for DMP. ABTS was the most
efficiently converted substrate with a k.,/K,, ratio of 37,437 st mMm™,

At 24°C Lccl was most stable at pH 7.0, retaining 40% of residual activity after 24.5 h of incubation,
less stable at pH 6.0 and 5.0 with about 32 and 12% of the initial activity, and was completely
inactivated within 24.5 h at pH < 4.0. A temperature optimum of 60-65°C at pH 5.5 was determined
(Fig. 2). After incubation of Lccl at 24, 30 and 45°C for 24.5 h at pH 6, residual activities of 32, 21
and 9% were recovered. Lccl was completely inactivated after 24.5 h at 60°C. Approximately half of
the initial activity was recovered after 90, 60, 30 and 20 min at 24, 30, 45°C and 60°C, respectively

(data not shown).
Effects of inhibitors on the activity of Lccl

Inhibition of Lccl by metal ions (Cu2+, Zn®", Ni*", Mg2+, Mn*", C02+), EDTA, NaCl and the common
laccase inhibitor sodium azide was examined. For concentrations up to 50 mM, none of the metal ions
(Cu2+, Zn**, Ni*", Mg2+, Mn?", C02+) showed significant inhibitory effects; only Cu** gave a 21%
increase of Lecl activity at a concentration of 10 mM. Exemplarily, the weak effect of Mn®>" (MnSO,)

on laccase activity is shown in Fig. 3.

NaCl (mM)

0 50 100 150 200 250 300
140 e

Relative activity (%)
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0.0 0.5 1.0 25.0 50.0

Concentration (mM)

Fig. 3 Inhibition of Lccl at pH 3 and 30°C with NaNj (filled circle), EDTA (filled inverted triangle), MnSO,
(filled square), CuSOj, (filled diamond) and NaCl (open triangle). All concentrations except for NaCl (secondary

axes) refer to the primary axes
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Sodium azide proved to be an efficient inhibitor of Lccl lowering the activity by 60% at 50 uM and
inhibiting Lccl activity at 1 mM completely (Fig. 3). In contrast, Lccl tolerated elevated
concentrations of EDTA and retained 71% of the initial activity at 50 mM. Chloride ions had a strong
inhibitory effect; only 73% of the initial activity remained at 3.3 mM (Fig. 3).

Effects of surfactants on the activity of Lccl

The effect of the presence of Tween 20, Tween 80, Triton X-100, N-lauroylsarcosin (NLS), CTAB,
desoxycholic acid (DOC) and SDS was investigated. To calculate relative activities, the actual activity
without surfactant under the same experimental conditions (15 min, pH 3.0, 30°C) was set to 100%.
Among all surfactants tested, solely SDS at concentrations higher than 0.1 mM showed an inhibition
of Lccl, whereas non-ionic surfactants, such as Tween 20, Tween 80 or Triton-X-100, significantly
increased the activity, up to 210% in the case of Tween 20 (Fig. 4). The addition of CTAB and DOC
was limited to a maximal concentration of 0.1 mM due to their low solubility under the conditions
used. Even at these low concentrations, CTAB (0.01-0.1 mM), the foaming agent, DOC (0.01 mM)
and NLS (0.1-10 mM) were found to increase the residual activity of Lccl up to 200,174 and 176%,
respectively (Fig. 4).

N
o
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Relative activity (%)
S

o

0.01 0.1 1 10

Concentration (mM)

Fig. 4 Impact of the surfactants Tween 20 (filled circle), Tween 80 (open circle), Triton-X100 (filled inverted
triangle), CTAB (open triangle), DOC (filled square), NLS (open square) and SDS (filled diamond) on Lccl

activity at pH 3 and 30°C. Activity was normalized to the activity without surfactant

Furthermore, the stability of Lccl over time in the presence of the respective surfactant (0.01 mM)

was investigated at 30°C and pH 3.0 or pH 5.0 (Fig. 5a and 5b). Whereas SDS and NLS were inactive,
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a dramatic improvement of the stability of Lccl was observed in the presence of Tween 20, Tween 80,
Triton X-100, DOC and CTAB. The half life of enzyme activity was increased approximately five or
24 times at pH 3.0 and pH 5.0, respectively. While 20% and 50% of the residual activity was still
observed after incubation for 7 h at pH 3.0 or 24 h at pH 5.0 in the presence of surfactants, Lccl was
completely inactivated after 5 h (pH 3.0) and 7.5 h (pH 5.0) when incubated without surfactant or with
SDS. A weak effect of NLS on the stability of Lccl was observed at 0.01 mM.
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Fig. 5 Lccl stability at pH 3 (a) and pH 5 (b) at 30°C in buffer (open diamond) or in the presence of 0.01 mM
Tween 20 (filled circle), Tween 80 (open circle), Triton-X100 (filled inverted triangle), CTAB (open triangle),
DOC (filled square), NLS (open square) and SDS (filled diamond). Activity was normalized to the activity at t,
(a,b); (b) SDS was replaced by 10 mM Tween 80

Cloning and genetic characterization of Lccl

The following amino acid sequences of the purified laccase were obtained by electrospray-tandem-
MS": AVGPVTDLPLTNANLSPDGFTR (P1), AAVLAGGTFPGPLVSGNK (P2),
FPTADATLLNGLGR (P3), ANPNLGTTGFSGGLNSALLR (P4). Degenerated primers LacP2 fw
and LacP3 rev, which were deduced from sequenced Lccl peptides, enabled the successful
amplification of a 417 bp product which was identified by BLAST search as a gene fragment typically
found in laccases. Highest homology was found to a laccase of Cerrena sp. WR1 (accession number:
ACZ58368). The combinations of primer Lccl rev and Lecl fw, derived from a 414 bp fragment,
with primer 5’PCR and 3’PCR, respectively, resulted in the amplification of the missing sequence
fragments. The length of the complete coding sequence of lcc/ was 1,551 bp which was confirmed via
amplification of the 2,214 bp genomic sequence which included 12 introns, with primers Lac_5" and

Lac_3’. The full lccl sequence possessed the highest homology to a laccase from Rigidoporus
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microporus (accession number ACL93333.1) with 82% identity and 90% similarity. Both species
belong to the order Polyporales. At the N-terminus of the deduced 516 amino acid (aa) sequence a
cleavage site AFA-AV between aa 20 and 21 was identified indicating a 21 aa signal sequence (Fig.
6). The molecular mass of the mature protein was calculated to be 52.7 kDa. Four potential N-
glycosylation sites were identified at positions 154, 398, 453, and 490 following the pattern of Asn—
X—Ser/Thr. In addition, seven putative sites for O-glycosylation, 311, 312, 315, 322, 327, 369, and 494
were found. The peptide sequence of fungal laccases shows four ungapped highly conserved sequence
regions, L1-L4 in which the 12 amino acids acting as copper ligands are located (Giardina et al. 2010).
In Fig. 6 Lecl was aligned with the two high redox potential laccases Tvl Lecl of Trametes villosa
(accession number: AAC41686), to Rigl V10 of Rigidoporus lignosus (accession number: CAE81289)
and to the mid potential laccase CcL1A65 of Coprinus cinerea (accession number: AAD30964).

Lccl NMSSESHESYENT| AMSYGAEMAYGPNTNERIEITY S V‘-V REIRY SENIKGEN
Tvl SRIgHSELAF VAS AVAH Gl G A DL VNGTP PL‘EGND
RIg PS{EASEKSL YVLSETSLSLY DLllNANPDG TAEETT 1 ABITEN 1 DR
CcL - QIVNSVDTMT TNANY/SPDCH GILVN—VHRGKNN

(NN RI - 031G TNWADGPAFVNQCP ISGNISFLY DOAG TFWYHSHLSTQY CDGLRGPVVYDPNDPYA
Tvl FQGTNWADGPAFI]NQCPISFLY AnDNDD VITLNDWYH

X ["I - QG TIEENDG PAFVNQCP I aN[ES FY V| VVYDPNDP[ESL YDVDDIXSTV I TIJADWYHS]ESIaY
(ol TR O'3G TNWADGIBIEVNQCP I S{ZGRIAFLY [JvDEINDPFAML YDEDDENTIII TL ADWYHUIZARS]

Lccl GA----KER FSIDGHEMT I 1EVDGANEIVAL TVDSHIQ I FAGQRIESK]
Tvl  GP----AFjLG - GKRYRFRLVSESCDPN\@IFS 1 DGHIMT 1 1 EgDSIINWAP LYV DS 1 FARQRIRASE
Rlg  LFPNPNK \EVEEGKR YRFR[JV SPSCEPNAFS I DGHEMTY 1 EVDGYSIZIOPL TV DS{IJ | F AGQRIESEE]
CcL  1QG---—- - SIAYN V8 GKYRIRL[ISIESCDPN[IOFS 1 DGHERT I 1 EVDGEARIEPETVDREQ 1 FYGQRIEEM
[ MY SF{|L EANQAVDNYW IR ANPNH §| IGESGRETSSG INSALLRYSGAAINIEPTTIOSIER NPIVETWTENEGSETA@V@YAQ.LL 348
LY SFVLEANQAVDNYWIRANPN[ZG s C | NSATLRYGAAWEPT TTSTA NIV T TAVES LATMA 350
Rlg VYV NI BYNZSNER ————GINSAIIRYOG“VAEPT NSG-T ANLPLIINPEAPGY NL LR 354
(ot SF\/ L ANQEVDNYWIRASPN RN LAGTFANEVNELY TRRIASTYINA DI RISAN PNPAQENISADIEIARI DgAINEE | NLRFQ 332
Leel TGATTS LEGGVAGG- - A=Ay

Tvi N——GTN FIRATAAAP

RIg IGRNATTA —————

CcL  LG[S--GGR i WAG--VLEG

Leel VSSTTSPSS

Tvi DVASINPVPQ SDQ------ 520
RIg IPI VA 1 SPAJIDDOIGKMNENNFDSGLA-- - 521
CcL TVDIANINPPV QLCEIYI.EP EATSIQTW 504

Fig. 6 Lccl alignment: Alignment of Lccl (present work, CBV46340), Trametes villosa (AAC41686),
Rigidoporus lignosus (CAE81289) and Coprinus cinerea (AAD30964). Signal peptide (cross out), internal
peptides (underlined), laccase conserved domains L1-L4 (in brackets) as well as the Leu-Glu-Ala triad (bold

italic) are marked

3.2.4 Discussion

Lcel, secreted by M. giganteus into the liquid culture medium, was purified, biochemically
characterized and the structural gene sequenced. As reported for other white-rot fungi including
Pholiota mutabilis, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor (Leonowicz and Trojanowski 1978),

laccase production was greatly enhanced after induction with ferulic acid. Detoxification of natural
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phenols through cross-linking might explain the increased laccase expression in the presence of ferulic

acid (Thurston 1994).

Lccel was purified either classically by chromatography (IEX and SEC), or by foaming (Table 2). As
previously shown, foaming presents an efficient, up-scalable and environmentally compatible method
for the purification of certain enzymes from diluted aqueous solutions (Linke et al. 2007). In this
work, the anionic surfactant CTAB was used as the foaming agent. In contrast to a previous report
(Walker and McCallion 1980), Lccl activity was not adversely affected but rather improved under
conditions used. While the pre-purified cross-flow filtrate of M. giganteus was foamable using 3 mM
of CTAB, the CTAB concentration required for foaming of the crude culture broths had to be raised to
5 mM to achieve a stable foam. Most likely, the free CTAB concentration was reduced by interactions
with other proteins and polyphenols in culture supernatants. Addition of CTAB to crude culture broth
of M. giganteus even increased laccase activity. Either a facilitated release of mycelia associated
active enzyme, or a conformational stabilization may have contributed to this observation. Foaming
enabled the fast purification of Lccl with superior recoveries without prior pre-treatment of the crude
fungal culture broth (90% total recovery). A slightly lower purity compared to the conventional

consecutive purification (IEX, SEC) might not affect its usefulness in some industrial applications.

The molecular mass of Lccl (55 kDa) as well as the isoelectric point are in the lower range reported
for fungal laccases (Baldrian 2006). There was a gap in molecular mass of Lccl determined either
using SEC or SDS-PAGE or calculated from the aa sequence. The difference in the molecular mass
can most likely be ascribed to glycolysation, as several C and N glycosylation sites have been found
within the aa sequence. In contrast to other laccases, Lccl exhibited an activity optimum towards
ABTS at an unusually acidic pH of 2.0. For a laccase of Agaricus blazei (Ullrich et al. 2005) a
comparably low pH optima of 2.3 was reported. The higher pH optimum of Lccl towards DMP is
owed to the fact that DMP requires deprotonation in order to bind in the substrate pocket. Thus
activity decreased with lowering pH while the oxidation of ABTS was pH independent (Giardina et al.
2010).

Lccl exhibited low K, values for both substrates, and the catalytic efficiency (k../Ky) was among the
highest reported for ABTS as the substrate (Table 3). The temperature optimum of 60-70°C was in the
upper range reported for fungal origins (Baldrian 2006). Lccl was most stable at 24°C, but activity
declined rapidly when incubated at temperatures above 30°C. The stability of Lccl increased with

increasing pH values, reaching the highest stability at pH 7.0.



83 3 Ergebnisse und Diskussion

Table 3 Kinetic parameters of the purified laccase of Meripilus giganteus at 30°C towards ABTS (pH 3.0) and
DMP (pH 5.5) as compared to other laccases

kcat/km

Laccase source Substrates K, Keat (s'l) Reference
(s'1 mM'l)
(uM)
Meripilus giganteus  ABTS 17 546 37,437 Present work
DMP 80 101 1,259
Trametes pubescens  ABTS 14 690 48,000 (Galhaup et al. 2002a)
DMP 72 400 5,600
Galerina sp. ABTS 14 592 42,286 (Ibrahim et al. 2011)
Phoma sp. ABTS 8 10.6 1,252 (Junghanns et al. 2009)
DMP 266 43 16
Agaricus blazei ABTS 63 21 340 (Ullrich et al. 2005)
DMP 1026 15 14
Bacillus ABTS 6.5 83 12,769 (Koschorreck et al. 2008a)
licheniformis
DMP 56.7 28 494

There is only limited information on the interaction of metal ions with laccases. In view of possible
environmental applications of Lccl, the high stability in the presence of metal ions as well as the
increased activity by supplementation with Cu®” (Fig. 3) are remarkable. In contrast, a laccase from
Galerina sp. (Ibrahim et al. 2011) was inhibited in the presence of 0.1 mM Mn”>" and Cu** by 67 and
40%, respectively.

Complete inhibition of laccases by NaNj in the range from 0.01 mM (Ibrahim et al. 2011) to more
than 15 mM (Junghanns et al. 2009) was reported. This applied as well to Lccl which was completely
inhibited by 1 mM NaNj. Contradictory reports exist on the influence of chloride ions on laccase
activity with ICsy values (the concentration of an inhibitor causing a reduction of 50% activity)
ranging from 0.05 mM to 600 mM (Xu 1996). A 50% inhibition at around 8 mM chloride was
determined for Lccl, whereas the stability of Lccl towards EDTA was superior compared to others.
Inhibition of two laccases by EDTA was 50% at 19 mM for a Phoma sp. (Junghanns et al. 2009) and
67% at 1 mM for a Galerina sp (Ibrahim et al. 2011). The data suggest that the Cu®" centers in Lccl
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are particularly well shielded by the surrounding substituents, another property favoring environmental
applications. The low bias of Lccl to bind or exchange metal ions (except Cu®") is in line with this

suggestion.

Lccl not only exhibited an extraordinary stability in the presence of the non-ionic surfactants Tween
20, Tween 80, Triton-X-100 as well as the anionic surfactant DOC and cationic surfactant CTAB, but
showed a significant increase of enzyme activity (Fig. 4). The increase in activity of up to 200% may
partly be traced back to the vast increase in stability under the experimental conditions used.
Surfactants, such as Tween 20, Tween 80 and Triton X-100 are often used in millimolar
concentrations to increase substrate availability to enzymes. However, there are few reports dealing
with the influence of surfactants on laccase activity and/or stability. The presence of 0.3% Merpol, a
non-ionic polyethylene oxide surfactant used in the textile industry, showed no significant effect on
the oxidation of ABTS while the rate of Reactive blue 19 decolorization was decreased by 80% using
T. versicolor laccase (Champagne et al. 2010). For a laccase of C. subvermispora (Elegir et al. 2005) a
slight increase in stability upon addition of 1% Tween 80 was reported. The stability of a yellow
laccase from Pleurotus ostreatus D1 was enhanced by addition of 2 mM Tween 80 in the presence of
1% acetonitrile, but a 25% inhibition of activity was reported at a concentration of 5 mM Tween 80
(Pozdnyakova et al. 2004). In contrast, Lccl showed a remarkable tolerance towards surfactants up to

50 mM.

The oxidative removal of phenolic pollutants by laccases may be a potential application of surfactants.
An enhanced removal of phenol by a laccase of Trametes versicolor was reported when the anionic
biosurfactant dirhamnolipid was present, while CTAB and SDS inhibited the removal of phenol (Liu
et al. 2011). Furthermore an improved laccase catalyzed conversion of bisphenol A was obtained due
to a striking increase of stability when Triton X-100 was added to the reaction mixture (Ji et al. 2009).
The authors suggest that the increase of stability originated from the interaction between the
monomers or pre-micelles of Triton X-100 and the respective laccase, which supports the enzyme to
maintain the optimal folding state or to prevent the enzyme from the attack of intermediate free
radicals and adsorption of oxidative polymerization products. Supported by fluorescence emission
spectra in the presence of Triton X-100, it was assumed that the exposure of the hydrophobic amino
acid residues to a less polar environment or the burying into the inner part of the enzyme are beneficial
for correct folding and stabilization of the respective laccase (Ji et al. 2009). In the present study not
only non-ionic, but also anionic and cationic surfactants led to an enhanced stability of Lccl. Co-
crystallisation and X-ray analysis might help to fully understand the effect of bipolar reagents on these

bipolar enzymes.

The sequence data obtained for Lecl (Fig. 6) not only allow future enzyme engineering, but also to
confirm predicted structure-activity relationships. The tenth aa downstream of the T1 copper

coordinating two His and one Cys residues was claimed to possess a major effect on the redox
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potential. With Phe in position 480 of Lccl a high redox potential-type enzyme was expected (Eggert
et al. 1998). Based on the three possible amino acids at this positions laccases are classified into class
1 (Met), 2 (Leu) and 3 (Phe). The high redox potential (0.73 mV) of RlglV10 (Bonomo et al. 1998)
with Leu at this position showed that not only Phe contributes to the redox potential (Giardina et al.
2010). The Phe residue together with the “Leu-Glu-Ala” triad, considered to be important as well (Xu

et al. 1998), suggest that Lccl is a high potential laccase.

In summary, lccl from M. giganteus was purified with superior yields by conventional
chromatography or by foam separation, an underestimated but efficient method for the isolation of
laccases. The purified laccase exhibited remarkable kinetic properties with the non-phenolic substrate
ABTS, high stability towards metal ions and EDTA, and was stabilized as well as activated by various
surfactants. The sequence data may aid theoretical studies and enzyme engineering efforts to create

laccases with an improve stability towards metal ions and bipolar compounds.
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3.3 Heterologe Expression der Lccl in E.coli

3.3.1 Expression im pCOLDI-System

Da fiir die industrielle Anwendung die Bereitstellung von grolen Mengen an kostengiinstigen Lacca-
sepraparationen unabdingbar ist, wurde die heterologe Expression von Lccl in E.coli angestrebt. Dies
konnte auch die Moglichkeit erdffnen, die Eigenschaften des Enzyms durch Mutagenese zu verbessern
und den technischen Anforderungen anzupassen (protein engineering). Abseits von den meistens
genutzten Expressionssystemen wie Hefen und filamentosen Pilzen wurde eruiert, inwieweit eine
Expression der Lccl im prokaryotischen Wirt E.coli realisierbar ist. Dafiir sollte ein Kélteschockexp-
ressionssystem (pCOLD) eingesetzt werden, welches bereits fiir eine erfolgreiche Expression einer

DyP aus Marasmius scorodonius (Zelena et al. 2011b) verwendet wurde.

Eine Kultivierung bei verringerter Temperatur kann die Loslichkeit des Zielproteins erhéhen und
damit die Bildung von inclusion bodies signifikant verringern (Shirano and Shibata 1990; Spadiut et
al. 2010; Yamanaka 1999). Dabei steht die Expression im pCOLD-Vektor, welcher auf der Basis des
pUC118-Vektors designt wurde, unter Kontrolle des Kélteschock-Promotors cspA (Qing et al. 2004).
Durch eine signifikante Erniedrigung der Kultivierungstemperatur von E.coli (z.B. 8 °C) findet ein
temporérer Stopp des Zellwachstums und eine massive Verringerung der meisten Proteinexpressionen
statt, wiahrend durch cspA-Promotoren regulierte ,,Kélteschockproteine® induziert werden. Dies fiihrt
zu einer selektiven Expression des Zielproteins bei verringerter Expression der E.coli-eigenen Protei-
ne. Ein Lac-Operator hinter dem cspA-Promotor ermoglicht zudem eine strikte Kontrolle der Expres-

sion (Qing et al. 2004).
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Abb. 18: Ubersicht des pCOLDI-Plasmides und der MCS des pCOLDI-Vektors (Clontech 2011), in

dem rot markierten Bereich wurde das /cc/-Gen eingefiigt

Fiir die rekombinante Expression der Meripilus giganteus Laccase wurde der pCOLDI-Vektor ausge-

sucht. Das dabei nach Expression entstehende rekombinante Protein ist ein Fusionsprotein mit einem
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N-terminalen 6 x His-Tag gefolgt von einer Faktor Xa Schnittstelle. Der His-Tag sollte eine spitere

Aufreinigung iiber eine Affinitdtschromatographie ermoglichen.

Fiir die Herstellung des Expressionskonstruktes wurde das amplifizierte /cc/-Gen in den pCR2.1
Vektor subkloniert und anschliefend sequenziert. Als Insert wurde die vollstindige kodierende lccl-
Sequenz inklusive Signalpeptid verwendet. Nach Vergleich aller sequenzierten Klone untereinander
und mit der genomischen Sequenz konnte kein Klon ohne mindestens eine Mutation, welche wahr-
scheinlich wéhrend der cDNA-Synthese eingefiigt worden sind, identifiziert werden. Die Mutation
wurde durch eine PCR, bei der eine Tag-Polymerase mit Fehlerkorrektur verwendet wurde, nach dem
Prinzip des rolling circles riickgéingig gemacht. Nach erfolgter Uberpriifung der Sequenz wurden das
fehlerfreie lccl-Gen (accession number: FR668033.1) fiir die Herstellung des Expressionsvektors
pCOLDI-lccl verwendet und in den Klonierungs- und Expressionsstamm F£.coli TOP10 transformiert.
Eine erfolgreiche Transformation des Expressionskonstruktes wurde sowohl durch Kolonien-PCR als
auch durch Kontroll-Verdau mit Ndel und EcoRI verifiziert. Als Negativkontrolle dienten E.coli
TOP10-Zellen mit pCOLDI-Vektor ohne Insert. Nach erfolgter Expression der Leel mit verschiede-
nen IPTG-Konzentrationen von 0-1 mM bei 8 °C wurde das Expressionsmuster mittels denat. SDS-
PAGE der unloslichen und 16slichen Fraktion untersucht (Abb. 19). Zu allen Expressionsversuchen
wurde 100 uM CuSO, zugesetzt, um einen posttranslationalen Einbau von Cu®"-Ionen zu stimulieren

(Hoshida et al. 2005).
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Abb. 19: SDS-PAGE und Coomassiefarbung der 16slichen (A) und unldslichen (B) Fraktionen nach
Expression der rek. Lccl in FE.coli TOP10-Zellen induziert mit unterschiedlichen IPTG-
Konzentrationen und Supplementierung mit 100 pM CuSO,4: M: Biorad Precision Plus Proteinstan-
dard, (1-6): pCOLD-Iccl induziert mit entsprechend 0,0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 mM IPTG, (7):
pCOLD Negativkontrolle induziert mit 0,5 mM IPTG
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Die rek. Lecl, welche ein berechnetes Molekulargewicht von ca. 55-56 kDa besitzt, wurde unabhéngig
von der gewihlten IPTG-Konzentration ausschlieBlich als unlésliche inclusion bodies exprimiert. Da
die Auswahl des Expressionswirtes mafigeblichen Einfluss auf die Expressionsrate und Bildung von
inclusion bodies haben kann, wurde versucht, die Expression durch Verwendung von weiteren E.coli-

Stdmmen (Tab. 27) zu optimieren.

Tab. 27: Vorteile der zusétzlich verwendeten E.coli-Stimme gegeniiber dem TOP10-Stamm

Stamm Eigenschaften

BI21 DE3 Expression der T7 Polymerase unter Kontrolle lacUV5 Promotors, hdhere Expres-
sion falls T7-Promotor verwendet wird, defizient in zwei Peptidasen (Lon und
OmpT), (Invitrogen 2011b)

BI21 DE3 wie BI21 DE3, geringere mRNA Degradation durch Mutation des RNaseE-Genes,
Star™ (Invitrogen 2011a)

Rosetta- wie BI21 DE3 (ohne T7 Polymerase), Mutationen in Thioredoxin Reduktase-Gen
Gami B (trxB) und Gluthathione Reduktase-Gen (gor), welches in einer erhohten Bildung
von Disulfidbindungen der Zielproteine im Cytoplasma fiihrt, hohere Bereitstellung
von sechs seltenen tRNAs fiir die Codons AUA, AGG, AGA, CUA, CCC und
GGA, Mutation in der Lac-Permease fiir eine bessere Diffusion von IPTG in die

Zellen (Novagen 2011)
Shuffle exprimiert konstitutiv die Disulfidbindungs-Isomerase DsbC, welche zu einer
3026H verbesserten Ausbildung von Disulfidbindungen fiihrt (New-England-Biolabs®
2011)

Der Rosetta-Gami B-Stamm versprach die beste Expression, da 16-mal das Triplett CCC, welches fiir
Prolin kodiert, im /cc/-Gen vorkommt und bei einer geringen Verfiigbarkeit der entsprechenden tRNA
bei einer hohen Expression limitieren kann. Da das vorhergehende Experiment in E.coli TOP10-Zellen
zeigte, dass die Variation der IPTG-Konzentration keinen Einfluss auf die Expression hat, wurde mit
einer Konzentration von 0,1 mM IPTG gearbeitet. Nach Expression in den verschiedenen E.coli-
Derivaten wurde die l6sliche und unldsliche Proteinfraktion mittels denat. SDS-PAGE analysiert
(Abb. 20). Die rek. Lcel (ca. 53 kDa) wurde hauptsichlich in Form von unléslichen inclusion bodies
exprimiert. Im Shuffle 3026H-Stamm konnte die hochste Bildung von rek. Leel gefolgt vom BI21
DE3 Star detektiert werden.

Fiir die Aktivitditsmessungen wurde die 18sliche Aufschlussfraktion durch Zentrifugation von der
unldslichen Fraktion getrennt. AnschlieBend wurden 450 pL loslicher Fraktion zu 850 pL Phosphat-
puffer (mit Essigséure eingestellt, 200 mM, pH 3,0) und 100 pL 5 mM ABTS gegeben und bei 30 °C
fiir 30 min inkubiert. Es konnte keine ABTS-Aktivitdt detektiert werden. Der wéhrend der Inkubation
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entstandene Niederschlag wurde wahrscheinlich durch E.coli-Proteine, welche bei pH 3,0 ausfallen,

und partiell gefaltete rek. Lecl (Wildtyp Lecl, pl 3,1) hervorgerufen.
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Abb. 20: Expression bei 8 °C der rek. Lecl in unterschiedlichen E.coli-Stimmen mit 0,1 mM IPTG
und 100 uM CuSOg4; SDS-PAGE der 16slichen (A) und unléslichen (B) Fraktionen nach Coomassie-
farbung:. M: Biorad Precision Plus Proteinstandard, (1):TOP10 pCOLD, (2): TOP10 pCOLD-Iccl,
(3): BI21 DE3 pCOLD, (4): BI21 DE3 pCOLD-Iccl, (5): BI21 DE3 Star pCOLD-Icc1, (6): Shuffle
3026H pCOLD, (7): Shuffle 3026H pCOLD-Iccl, (8):Rosetta-Gami B pCOLD, (9): Rosetta-Gami B
pCOLD-Iccl

Nach Separierung des Niederschlages durch Zentrifugation und Wiederaufnahme in 300 pL. Phosphat-
puffer (50 mM, pH 3) konnte eine Farbung 1 h nach Zugabe von 30 uL. ABTS beobachtet werden
(Abb. 21). Durch das Waschen mit Phosphatpuffer wurden eventuelle Hemmstoffe, wie inhibierende
CIl'-Ionen (3.2.3), aus dem Kulturmedium oder reduzierende Substrate und Proteine, welche die Bil-
dung des grinen ABTS Kationenradikals verhindern, eliminiert, wodurch die verstirkte Reaktion
erklart werden konnte. Dabei zeigte der Stamm Bl21 DE3 Star sowohl die hochste Aktivitét als auch

keine Hintergrundaktivitit durch den Kontrollansatz mit Leervektor.

Abb. 21: ABTS-Aktivitdt des in Phosphatpuffer (50 mM, pH 3,0) wieder aufgenommenen Riickstan-
des der 16slichen Aufschlussfraktion (nach Inkubation fiir 16 h in NaPhosphat-Puffer pH 3,0), Expres-
sion erfolgte bei 8 °C. (1): TOP10 pCOLDI, (2): TOP10 pCOLDI-lccl, (3): BI21 DE3 pCOLDI. (4):
BI21 DE3 pCOLDI-lcel, (5): BI21 DE3 Star pCOLDI-lccl, (6): Rosetta gami B pCOLDI, (7): Rosetta
gami B pCOLDI-Iccl, (8): Shuffle 3026H pCOLDI, (9): Shuftle 3026H pCOLDI-lccl
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Die beobachtete Hintergrundaktivitit kdnnte auf eine E.coli-eigene Cu-Oxidase (CueO) (Djoko et al.
2010) zuriickgefiihrt werden, welche bereits bei einer Konzentration von 100 uM CuSO, im Medium
exprimiert wird (Galli ef al. 2004). Die multicopper oxidase (MCO), welche fiir die Kupferhomoostase
in E.coli mit verantwortlich ist (Outten et al. 2001), wurde bereits aus E.coli W3110, einem K12-
Derivat, isoliert, kloniert (Grass and Rensing 2001) und wird auch im E.coli B121 DE3 Genom (Jeong
et al. 2009) kodiert (accession number ACT42023). Das 53 kDa grole Enzym ist in der Lage, bei
Vorhandensein von 0,1 bis 1 mM Cu*"-Ionen, DMP bei einem optimalen pH-Wert von 6,5 zu oxidie-
ren. Ist kein Uberschuss an Cu**-Ionen vorhanden (10 pM CuCly), sinkt die Aktivitit auf 10%. Diese
sinkt ebenfalls drastisch um 64% bei Verringerung des pH-Wertes auf 5,5 (Roberts ef al. 2002). Die
weiteren Arbeiten wurden mit dem BI21 DE3 Star-Stamm fortgefiihrt, da dieser keine Hintergrundak-
tivitdt zeigte und damit vermutlich auch keine Expression der CueO unter den gewdhlten Bedingungen

stattfand, was die Interpretierbarkeit der Ergebnisse deutlich verbesserte.

3.3.2 Co-Expression der rek. Lccl mit Chaperonen

Abb. 20 zeigt, dass die exprimierte rek. Lccl nahezu ausschlieBlich als unlosliche inclusion bodies
vorlag. Mitunter ist eine Produktion von rekombinanten Proteinen in Form von inclusion bodies er-
wiinscht, da hohe Expressionsraten bei toxischen Proteinen, eine einfache Aufreinigung und Schutz
vor Peptidaseabbau gegeben sind. Dafiir miissen aber geeignete und effektive Refolding-Strategien
entwickelt werden. Fiir die rek. Lccl wurden zwei Strategien ndher betrachtet. Zuerst wurden die
inclusion bodies mit Guanidiniumhydrochlorid solubilisiert und eine Rekonstitution im Alkalischen
mit Cu”"-Ionen (Salony ef al. 2008) versucht, welche jedoch ohne Erfolg blieb. Auch die Faltung unter
Vorhandensein von Cu'-Ionen, deren Einbau gegeniiber Cu®" ins aktive Zentrum favorisiert sein soll
(Bukh and Bjerrum 2010), lieferte keine aktive Laccase. Da aber beide Methoden ausgehend von
korrekt gefalteten Proteinen entwickelt worden sind, kann das essentielle Vorhandensein einer primé-
ren Grundfaltung nicht ausgeschlossen werden, welches eventuell in diesem Fall nicht vorlag. Um die
korrekte Faltung schon wihrend der Expression in E.coli zu erreichen, wurde als weitere Strategie eine
Co-Expression mit den drei cytoplasmatischen Chaperonen GroEL, GroES und Trigger Faktor (TF)
betrachtet, was in einer Verringerung der Expression als unlosliche inclusion bodies bei gleichzeitiger
Erh6hung von nativ gefalteter und somit aktiver rek. Lecl resultieren sollte. Dazu wurden die Vekto-
ren pCOLDI und pCOLDI-/cc! in drei verschiedenen BI21 DE3 Star-Stimmen mit den Plasmiden
pGro7 (groEl-groES), pG-Tf2 (groEL-groES-tig) und pTf16 (tig) transformiert.

Das Hitzeschock-Chaperon GroEL ist zusammen mit seinem Cofaktor GroES das einzige Chaperon-
system in E.coli, welches unter allen Wachstumsbedingungen essentiell ist (Fayet et al. 1989). Der
Mechanismus der Faltung ist in Abb. 22 genauer dargestellt. GroEL ist ein Oligomer bestehend aus 14
identischen Untereinheiten, jedes mit einer Molekiilmasse von 57 kDa, welches eine zylindrische

Struktur mit zwei groflen Kavititen bestehend aus jeweils einem heptameren Ringsystem ausbildet
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(Abb. 22). Falsch- oder ungefaltete Proteine von meist 10/20-55/60 kDa Grofie (Martinez-Alonso et
al. 2010), deren hydrophoben Aminosduren offen vorliegen, binden im zentralen Zwischenraum an
den hydrophoben Dominen von GroEL. Dies verhindert die Aggregation der ungefalteten Proteine
durch Wechselwirkung ihrer hydrophoben Doménen untereinander und kann je nach Natur des Prote-
ins mehrmals nacheinander erfolgen, um die native Faltung zu erhalten (Houry ef al. 1999). Dieser
Effekt konnte durch eine Co-Expression von Chaperonen bereits mehrfach erfolgreich fiir eine deutli-
che Verbesserung der Loslichkeit von rek. Proteinen angewendet werden (Hoffmann and Rinas 2004;

Kolaj et al. 2009; Zelena et al. 2011a).
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Abb. 22: (A) Kristallstruktur von GroEL-ES (PDB 1AON,(Xu et al. 1997)), (B) Mechanismus der
GroEL-ES unterstiitzten Faltung von Proteinen: (1) Bindung des Proteinsubstrates an GroEL unter
lokaler Entfaltung des Zielproteins, (2) die ATP-abhéngige Konformationsianderung von GroEL fiihrt
zu einer Streckung von an GroEL fest gebundenen Regionen des Substrates und resultiert in einer
Freisetzung und partiellen Verdichtung von schwach gebundenen Regionen, (3) Abschluss der Ver-
dichtung iiber Einschluss des Substrates durch GroES, (4) Faltung in der GroEL Kavitit, (5) Dissozia-
tion des Proteins, (6) erneute Bindung von unvollstidndig gefaltetem Protein, N, nativ gefaltetes Prote-

in; I, intermediéres Faltungsprodukt, modifizierte Abbildung nach Hartl und Hayer-Hartl (2009)

Ein weiteres Chaperon, das fiir eine verbesserte Faltung von rek. Lccl eingesetzt wurde, ist der 7rig-
ger Factor (TF). Das Chaperon sorgte durch Co-Expression fiir eine erhdhte Loslichkeit von rek.
Proteinen in E.coli (Kolaj et al. 2009). Das Chaperon, welches in E.coli konstitutiv exprimiert wird, ist
direkt am Ausgang des Ribosoms assoziiert, aus dem die wachsende Polypeptidkette in das Cytoplas-
ma abgegeben wird. Durch diese Bindung an die wachsende Polypeptidkette wird eine spontane Zu-
sammenlagerung der hydrophoben Bereiche der erst unvollstindigen Peptidkette, sowie die Zusam-
menlagerung mit anderen Polypeptidketten verhindert, welche durch Ribosomen ins Cytosol abgege-
ben werden. Zusétzlich wird ebenfalls der Abbau durch Peptidasen vermieden (Hoffmann et al. 2010;
Kramer ef al. 2009). Des Weiteren kann der TF an den hydrophoben Bereichen der wachsenden Poly-
peptidkette gebunden bleiben und vom Ribosom dissoziieren. Die weitere Bindung von TF an die

wachsende Polypeptidkette am Ausgang des Ribosoms sowie mehrere Zyklen dieser beiden Vorginge
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kann die korrekte Faltung von Multidominenproteinen, den bevorzugten Trigger-Faktor Substraten,
entscheidend verbessern (Agashe et al. 2004). Nach Dissoziation des TF faltet sich der Grofteil der
unter normalen Wachstumsbedingungen gebildeten cytosolischen Proteine (ca.70%) spontan oder
bendtigt weitere Chaperone wie DnaK (zusammen mit DnaJ und GrpE) oder das GroEL-ES System
(Hoffmann et al. 2010).

Nach erfolgreicher Herstellung der Expressionssysteme fiir die Co-Expression mit den zuvor be-
schriebenen Chaperonen wurde eine Expression mit 0,05 mM IPTG im 50 mL MalBstab durchgefiihrt.
Angemerkt werden muss, dass durch das Vorhandensein des pCOLDI-/cc/-Konstrukts ein enormer
selektiver Druck auf die Zellen ausgeiibt wurde, was in einem sehr schnellen ,,Verlust des Vektors*
bei Lagerung auf LB/Amp-Agarplatten (bereits nach drei Tagen) miindete, weshalb sofort nach Trans-
formation entsprechende Glycerolstocks angelegt wurden. Um die Expression von rek. Lccl zu iiber-
priifen, wurden von den Kulturen 1 mL entnommen, die Zellen separiert, in denaturierenden Proben-

puffer fiir die SDS-PAGE vorbereitet und durch SDS-PAGE und Westernblot analysiert (Abb. 23).
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Abb. 23: Expression der rek. Lecl in E.coli BI21 DE3 Star mit drei verschiedenen Chaperon-
Systemen: (1) pCOLD, groEL-groES, (2) pCOLD groEL-groES-tig, (3) pCOLD tig, (4) pCOLDIccl,
groES-groEL, (5) pCOLDIccl groES-groEL-tig, (6) pCOLDIlccl tig; Analyse mittels: Coomassie
Féarbung (A) und Westernblot (B) nach denaturierender SDS-PAGE der unaufgeschlossenen E.coli
Zellen und ABTS-Aktivitédt (pH3, 30 °C) der unléslichen (C) und 16slichen (D) Aufschlussfraktion
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Durch Vergleich der jeweiligen Expressionsmuster der Ansétze mit Leervektor und dem Expressions-
konstrukt konnte eine erfolgreiche Expression der rek. Laccase (53 kDa) sowie eine Uberexpression
der jeweiligen Chaperone (GroEL-ES 57 kDa, TF 48 kDa) festgestellt werden. Durch eine erfolgreiche
Detektion des N-terminalen 6 x His-Tags des Lccl-Fusionsproteins iiber einen Westernblot wurde die
erfolgte Expression der rek. Lecl zusitzlich belegt. Die besten Ergebnisse zeigte die Co-Expression
mit GroEL-ES. Nach Aufschluss der Zellen konnte bereits eine Farbentwicklung innerhalb von 30 min
nach Zugabe von ABTS in der 16slichen Fraktion erstmalig, ohne eine vorhergehende Fallung und
Wiederaufnahme der Pellets, detektiert werden (Abb. 23). Die Negativkontrollen zeigten keine oder
nur eine sehr geringe Aktivitit, welche nach weiterer Inkubation jedoch wieder verschwand und als
Artefakt angesehen wurde. Eine Quantifizierung iiber eine photometrische Aktivitdtsmessung war
bisher durch den sich bildenden Niederschlag der E.coli-Proteine nicht durchfiihrbar. Deshalb wurde
versucht, die rek. Lccl, welche mit einem N-terminalen 6 x His-Tag als Fusionsprotein exprimiert
wurde, von den restlichen Proteinen iiber eine His-Tag-geleitete Affinitédtschromatographie abzutren-
nen. Bei Vorversuchen mit Ni-NTA-Sdulen (Ni-NTA Spin Columns, Qiagen, Daten nicht gezeigt)
konnte eine Elution des Zielproteins bereits bei einer Imidazolkonzentration von 10 mM beobachtet
werden. Um eine bessere Trennung zu erreichen, wurde die rek. Leel iiber eine IMAC-Saule mittels

FPLC aufgereinigt (Abb. 24).
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Abb. 24: IMAC-Affinititsreinigung der rek. Lcel aus B121 DE3 Star ausgehend von konzentriertem
Zelllysat einer 250 mL Kultur, Elution erfolgte mit steigender Imidazolkonzentration (gepunktete

Linie)
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Die ABTS-aktiven Fraktionen (17-25) wurden vereinigt, aufkonzentriert und mit Tris-Puffer (10 mM,
pH 8) gewaschen. Da storende Fremdproteine, welche eine frithere Aktivitatsfirbung verhindert hat-
ten, entfernt wurden, konnte die Laccaseaktivitit zu 67 U L™ bestimmt werden, was, auf eine 250 mL
Kultur skaliert, eine Aktivitit von 0,08 U L™ ergeben wiirde. Die Aufkonzentrierungs- und Umpuffe-
rungsschritte sowie die Reinigung iiber die FPLC, welche einen hohen Verlust an Aktivitdt mit sich
gebracht haben konnten, tragen zusidtzlich zu der geringen Aktivititsausbeute bei. Eine ABTS-
Anfarbung nach nativer PAGE blieb erneut ohne Ergebnis. Die gesamte ABTS-Losung auf dem Gel
farbte sich zwar griin, es konnte jedoch keine Bande detektiert werden. Eventuell ist die Oxidation des
ABTS durch die rek. Lecl zu langsam und das gebildete Kationenradikal diffundiert zu schnell aus
dem Gel in die Losung. Deshalb wurde TMBZ als Substrat ausgewéhlt, welches auf dem Gel nach
Oxidation prézipitiert und einen blauen Niederschlag bildet. Hierdurch konnte eindeutig aktive rek.
Laccase bereits nach 5 min Inkubation auf dem Gel detektiert werden (Abb. 25). In der Durchbruchs-
fraktion konnte hingegen keine Aktivitdt detektiert werden, was darauf hindeutet, dass die gesamte

Laccaseaktivitit iiber die Affinitdtschromatographie isoliert wurde.
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Abb. 25: TMBZ-Farbung der rek. Lecl nach seminativer SDS-PAGE des Durchbruchs (1) und des
Eluates (2) der His-Tag-Aufreinigung

Nach eigenem Kenntnisstand ist dies die erste Laccase aus Pilzen, deren aktive heterologe Expression
in E.coli nicht nur durch Zymographie (Salony ef al. 2008), sondern auch iiber die Oxidation von
einem typischen Laccase-Substrat wie ABTS nachgewiesen werden konnte. Die Expression der Cya-
thus bulleri-Laccase in E.coli betreffend gibt es keine weiteren Angaben iiber die Aktivitit, ob das
Enzym in 16slicher Form oder als inclusion bodies exprimiert wurde sowie zur Sequenz des fiir die
Expression verwendeten Inserts. Salony ef al. klonierten einen Genabschnitt, welcher nachweislich

einen 435 Bp Abschnitt einer Laccase ohne C-Terminus und Stoppcodon (das Stoppcodon des Vektors
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wurde verwendet) enthielt, in den pCR2.1 Vektor. Das Enzym wurde als grofles Fusionsprotein mit
einer Grofle von ca. 190 kDa (Wildtyp ca. 66 kDa), im nativen Gel, exprimiert. Leider wurde das
klonierte Insert im pCR2.1 Vektor nicht sequenziert, was iiber die universellen Primer M13 fiir den
pCR2.1 moglich gewesen wire, um weitere Informationen hinsichtlich Start oder Stopp der Replikati-
on und die Vollstindigkeit des Laccasegenes zu erhalten. Bedauerlicherweise wurde trotz des hohen
wissenschaftlichen Interesses keine weitere Arbeit iiber eine heterologe Expression der Cyathus bulle-
ri-Laccase in E.coli veroffentlicht, die einen ausfiihrlicheren Vergleich mit der vorliegenden Arbeit

erlaubt hétte.

Eine Anfirbung der rek. Lecl nach Westernblot war nicht erfolgreich. Die Aufreinigung iiber IMAC
zeigte, dass das Fusionsprotein nur sehr schwach an das Material gebunden wurde, was eine schlechte
Zugiénglichkeit des 6 x His-Tags vermuten lésst, so dass fiir eine geeignete Detektion im Westernblot
grofle Mengen an rekombinantem Enzym vorliegen miissen. Dass ein Grofiteil der rek. Laccase als
inclusion bodies vorlag, kann mit der sehr guten Detektion des Ganzzellaufschlusses und der nicht
erfolgreichen Anfarbung der 16slichen Fraktion im Westernblot erklart werden (Abb. 23). Die geringe
Aktivitit deutet zusétzlich auf einen immer noch hohen Anteil an inclusion bodies oder nicht nativ

gefalteter Laccase hin.

Mogliche Ursachen hierfiir sind vielfaltig. Zum einen ist die Expression von prokaryotischen Protei-
nen in E.coli durch die fehlende co- oder postranslationale Modifikation, wie zum Beispiel eine Gly-
kosidierung, beschrankt. Dieser Sachverhalt wird haufig fiir eine schlechte Expression von Laccasen
mit ungeniigenden katalytischen Eigenschaften herangezogen, wurde aber bisher nur unzureichend
untersucht. Ranieri et al. (2009) exprimierten eine Laccase in Kluyveromyces lactis in einem O- und
N-glykosidierungsunfahigen Mutationsstamm mit einer deutlich geringeren Aktivitét, verglichen mit
dem Wildtyp wéhrend der Fermentation. Jedoch erfolgte keine Charakterisierung der rek. Laccase,
was eine qualitative Aussage hinsichtlich deren Eigenschaften zugelassen hétte. Eine Deglykosidie-
rung einer N-glykosidierten Laccase aus Pycnoporus sanguineus zeigte nur bei niedrigen Temperatu-
ren (20 °C) eine signifikante Verringerung der Stabilitdt und Aktivitit gegeniiber ABTS (Vite-Vallejo
et al. 2009). Es wurde postuliert, dass dieser Effekt nicht durch eine Anderung der Gesamtfaltung, wie
die gleichbleibende Stabilitit gegeniiber Harnstoff nahelegte, sondern in einer Verschiebung von
wichtigen negativ geladenen Aminosduren in der Nédhe des T1 Kupferatoms hervorgerufen wurde
(Vite-Vallejo et al. 2009). Jedoch konnen die Glykane, welche bereits im endoplasmatischen Retiku-
lum an das ungefaltete Protein gebunden werden, Einfluss auf die Faltung besitzen. Dieser ist aber
sehr heterogen und betrifft vor allem hoch-glykosidierte Proteine (Helenius and Aebi 2004). Vor
diesem Hintergrund konnte es fiir eine Expression der Lccl in E.coli von Vorteil sein, dass sie wahr-
scheinlich nur gering glykosidiert ist, was aus dem geringen Unterschied zwischen der gemessenen
GroBe nach SDS-PAGE und SEC zu der aus der Aminosduresequenz berechneten Groflie geschlossen

werden kann (Kapitel 3.2.3). In einer einzigen Arbeit von Xu et al. wurde bisher das Thema des Ein-
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flusses der Glykosidierung auf die Laccaseexpression adressiert. Dafiir wurden sechs Laccase-
Mutanten, in denen jeweils bei einer der sechs potentiellen N-Glykosidierungstellen Asn durch Gln
ausgetauscht wurde, rekombinant in Pichia pastoris produziert. Die somit entstandenen Isoformen mit
unterschiedlicher Glykosidierung zeigten geringere spezifische Aktivititen im Vergleich zum Wildtyp
(Xu et al. 2007). Weitere mogliche Einfliisse der Glykosidierung von Laccasen konnen die Stabilisie-
rung der Kupferzentren, eine Direktionierung der Proteinsekretion und eine Erhohung der Thermosta-

bilitdt sein (Rodgers ef al. 2010).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine aktive und 16sliche Produktion von Laccasen pilzlichen Ur-
sprungs in E.coli moglich ist. Expression von Laccasen in E.coli sind bisher nur flir prokaryotische
Vertreter beschrieben (Santhanam et al. 2011), welche jedoch nur ein geringes Redoxpotential besit-
zen.Im Vergleich zur rek. Produktion in Hefen muss die Ausbeute jedoch deutlich erh6ht werden. Je
nach vorliegender Laccase und verwendetem Expressionssystem variieren die Ausbeuten in Hefen
betréchtlich. So kénnen geringe Aktivititen von 0,035 U L fiir eine Laccase aus Trametes versicolor
in Saccharomyces cerevisiae (Necochea et al. 2005), 1,3 U L™ fiir eine Laccase aus Trametes versico-
lor in Pichia pastoris (Bohlin et al. 2006) und 12 U L™ fiir eine Laccase aus Pleurotus ostreatus in
Kluyveromyces lactis (Pezzella et al. 2009) als auch auBlerordentlich hohe Aktivititen bis zu 140.000
U L™ in Pichia pastoris fiir eine Laccase aus Trametes versicolor (Hong et al. 2002) erhalten werden.
Meist werden jedoch Ausbeuten unter 10.000 U L' (Hong et al. 2007) erhalten. Verglichen damit ist
die Expression der Lcel mit 0,08 U L' in E.coli im unteren Bereich einzuordnen. Die sehr groB3en
Unterschiede in der durch Expression in Hefen gewonnenen Laccaseaktivititen zeigen jedoch wiede-

rum, dass eine gute Produktion in Hefen nicht garantiert ist.

Eine weitere Moglichkeit ist die heterologe Expression in filamentdsen Pilzen, welche sehr hohe Aus-
beuten bei der Expression einer mid-potential Laccase aus dem Ascomyceten Melanocarpus albomy-
ces im engen Verwandten Trichoderma reesei 47.000 U L™ lieferte (Kiiskinen et al. 2004). Abseits
davon konnten sehr hohe Laccasetiter von bis zu 740.000 U L™ in hyper-laccaseproduzierenden Wild-
stimmen mit optimierter Fermentation erhalten werden (Galhaup et al. 2002b). Trotzdem ist die grof3-
technische Kultivierung von Basidiomyceten immer noch mit vielen Schwierigkeiten verbunden. Die
sehr niedrigen Aktivitdten von bis zu 4 U L™ (Couto and Toca-Herrera 2007) fiir andere Wildstimme
und die Tatsache, dass viele Basidiomyceten, wie in dieser Arbeit gezeigt, nur geringe Laccasetiter
bilden, zeigen, dass die Verwendung von Expressionssystemen fiir eine Ausschopfung des riesigen
Angebotes an Laccasen unabdingbar ist. Ein mdgliches Ziel ist daher die Entwicklung eines universel-

len Expressionssystems fiir viele nur schwach exprimierte Laccasen.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse konnten in weiteren fortlaufenden Arbeiten zu einer
Etablierung eines E.coli-Expressionssystems fiir Laccasen pilzlichen Ursprungs genutzt werden. Hier-
fiir sind aber noch weitere Optimierungen, wie eine Induktion zu verschiedenen Zeitpunkten der Kul-

tivierung, die Expression ohne Signalpeptid, die Variation der Chaperonexpression, die Verwendung
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von alternativen Chaperonen wie DnaK und die Optimierung der codon usage notig. Des Weiteren
konnte auch durch Verwendung von verschiedenen Tags, wie z.B. NusA-, Strep- und CaM-Tag, die
Loslichkeit verbessert werden. Auch ein Ausschleusen der Laccase, z.B. iiber den Sec- und TAT-
abhingigen Transport ins Periplasma, konnte zu einer Verbesserung der Aktivitit und einer einfache-
ren Aufreinigung fithren. Zuséitzlich konnten auch Methoden der gerichteten Evolution eingesetzt

werden.

3.4 Charakterisierung einer Peroxidase aus Hirneola auricula-judae (Haj)

Peroxidasen bilden eine weitere interessante Klasse der von Basidiomyceten sekretierten Oxidoreduk-
tasen. Die sekretierten Peroxidasen von Haj, der im Screening als potentester Peroxidaseproduzent
identifiziert werden konnte, sollten ndher biochemisch charakterisiert werden. Hierzu wurden im
Rahmen einer Bachelorarbeit (Arendt 2009) die mit Xylidin induzierten Peroxidasen iiber eine zwei-
stufige FPLC-Aufreinigung (IEX und SEC) isoliert und der Verlauf iiber eine denaturierende SDS-
PAGE und IEF verfolgt (Abb. 27). Als erste Trennstufe wurde ein schwacher Anionentauscher
(DEAE) verwendet. Anschliefend erfolgte eine zweite Trennung iiber eine GroBenausschlusschro-

matographie (Sephadex 75).

A
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Abb. 26: Analyse der FPLC-Aufreinigungsschritte des Kulturiiberstandes von HA4j nach den. SDS-
PAGE (A) und IEF (B) Silberfarbung: (1) Kulturiiberstand induziert mit Xylidin, (2) aufkonzentrierte
Fraktionen nach SEC, (3) aufkonzentrierte Fraktionen nach IEX, (4) aufkonzentrierte Fraktionen nach
SEC und Aktivititsfairbung mit ABTS und H,O, in Abwesenheit von Mn2+, (M;) Marker Biorad All
Blue, (M;) IEF pH 3-6 Marker Serva, modifiziert nach (Arendt 2009)
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Durch die gewihlten Trennmethoden konnte keine Separierung der beiden Isoenzyme, welche einen pl
von 4,1 und 3,9 besitzen, erreicht werden. Nach Grofenausschlusschromatographie wurden zwei
Banden, eine prominente bei 50 kDa und eine schwache Bande bei 42 kDa, in der den. SDS-PAGE
detektiert (Abb. 26). Liers et al. (Liers et al. 2010) isolierten und charakterisierten unabhingig von der
hier vorgestellten Arbeit zwei Peroxidasen aus dem Basidiomyceten Auricula auricularia-judae (Sy-
nonym fiir Haj, DSMZ 11326), welcher identisch mit dem in dieser Arbeit untersuchten Stamm ist.
Die zwei Peroxidasen AjP I und AjP II wurden in die Familie der DyPs eingeordnet und besitzen in
der den. SDS-PAGE eine Molekiilmasse von 51 (AjP I) und 40 kDa (AjP 1) (Liers et al. 2010). Wie in
der den. SDS-PAGE der SEC-Fraktion (Abb. 26) zu sehen, wurden fiir die in dieser Arbeit isolierten
Peroxidasen ebenfalls nahezu identische Molekiilmassen von 42 respektive 50 kDa beobachtet. Ab-
weichend zu Liers et al., welche zwei Isomere mit isoelektrischen Punkten von 4,3 (AjP I) und 4,1
(AjP 1I) identifizierten, wurde ein neues Isomer mit einem pl von 3,9 detektiert (Abb. 26). Allerdings
widerspricht sich die Zuordnung der Molekiilmassen zu den einzelnen isoelektrischen Punkten. Wih-
rend Liers ef al. fiir die Peroxidase bei 51 kDa ein pl von 4,3 ermittelten, kann aufgrund des Verglei-
ches der Bandenintensitit zwischen der den. SDS-PAGE und dem IEF-Gel in der vorliegenden Arbeit
die Peroxidase mit einer Molekiilmasse von 50 kDa eher einem pl von 4,1 zugeordnet werden. Ob das
Peroxidaseisomer mit einem pl von 3,9 ein Molekulargewicht von 50 kDa oder 42 kDa besitzt, konnte
mit den vorliegenden Daten nicht eindeutig geklirt werden. Um zu eruieren, ob es sich bei der 42 kDa-
Bande eventuell um eine Verunreinigung handelte, wurden die Proben nach einer nat. SDS-PAGE mit
Coomassie sowie mit ABTS und H,O, angeférbt. Es konnte nur eine Peroxidasebande mit einer Mole-
kiilmasse von ca. 70 kDa unter nativen Bedingungen in der SDS-PAGE identifiziert werden (Arendt
2009). Eine Peroxidase mit einem pl von 4,3 konnte bei einer Induktion mit Xylidin nicht detektiert
werden. Es kann festgestellt werden, dass durch Verwendung von Xylidin ein abweichendes Isoen-
zymmuster im Vergleich zur Induktion mit Tomatensaft (Liers et al. 2010) beobachtet werden konnte.
Fiir eine weitere biochemische Charakterisierung wurde DMP als Substrat verwendet. Da durch das
gewihlte Trennverfahren keine Trennung der Isoenzyme moglich war, sind die nachfolgenden Ergeb-

nisse der Charakterisierung immer als Mischwert der beiden Isoenzyme zu verstehen.

Es konnte gezeigt werden, dass das pH-Optimum gegeniiber DMP bei pH 3,5 liegt (Abb. 27). Liers et
al. (2010) ermittelten demgegeniiber ein pH-Optimum von 1,5 bei der Oxidation von Veratrylalkohol.
Dies verdeutlicht, welche grolen Unterschiede im pH-Optimum bei Verwendung von unterschiedli-
chen Substraten auftreten konnen. Das keine Aktivitdt der in dieser Arbeit induzierten DyPs aus Haj
gegeniiber Veratrylalkohol detektiert werden konnte, ist der Tatsache geschuldet, das der Assay bei pH
4,5 durchgefiihrt wurde und beide von Liers et al. (2010) identifizierten DyPs in diesem pH-Bereich

keine Aktivitit mehr zeigten.

Die hochsten Umsétze wurden bei einer Temperatur von 40 °C beobachtet (Abb. 27). Eine geringe
Restaktivitit von 18% bei 50 °C deutet auf eine rasche Inaktivierung hin. Die optimale H,O,-

Konzentration wurde zu 0,25 mM bestimmt, wenngleich die Peroxidasen in einem weiten Konzentra-
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tionsbereich von 0,005 bis 1 mM Aktivitit zeigten (Abb. 27). Die geringere Aktivitit bei hoheren
Konzentrationen an H,O, kann auf eine Inaktivierung zuriickgefiihrt werden, wie sie von Ham-
Peroxidasen in Anwesenheit von H,O, bekannt ist (Ogola et al. 2010). Fiir eine weitere Charakterisie-

rung und Klonierung der isolierten Peroxidasen wurde diese mittels ESI-MS/MS sequenziert.
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Abb. 27: Bestimmung des (A) optimalen pH-Wertes (Dreieck), der H,O,-Konzentration (Kreis) und

(B) des Temperaturoptimums der Peroxidase aus Haj gegeniiber DMP

3.4.1 Proteinsequenzierung Haj

Nach der Aufreinigung der Peroxidase und anschlieBender den. SDS-PAGE wurde die Bande bei 50
kDa aus dem Gel ausgeschnitten und per ESI-MS/MS sequenziert. Hierdurch wurden die in Tab. 28
aufgefiihrten Peptidfragmente der Haj-Peroxidasen (HjP)erhalten.

Tab. 28: Erhaltene Peptidfragmente nach ESI-MS/MS Analyse der DyPs aus Haj und literaturbekann-
te Peptidfragmente

Bezeichnung Sequenz Quelle
P1 QLFYFFALNDPAFTK Eigene Arbeit
P2 TPATVGLDPLLGQNNGQPR Eigene Arbeit
P3 SGAPLDLTPTADDPALGADAQR Eigene Arbeit
Iso AjP 1 ATSLNTDDIQGDILV N-Terminus Isoenzym 1 (Liers et al. 2010)
Iso AjP II AGTGIHGVIILASDT N-Terminus Isoenzym 2 (Liers et al. 2010)

Intern AjP TPATVGLDPLIGQNNGGAPR Internes Peptid Isoenzyme 1 und 2 (Liers et al. 2010)
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Das Peptid P2 wurde mit dem internen Peptid der AjPs aligned (Abb. 28). Beide Sequenzen unter-
schieden sich nur in drei Aminosduren an den Stellen 11, 17 und 18 und besitzen eine Identitdt von
85% (90% ohne I/L). Uber diese Abweichung an der Stelle 11 von Leucin und Isoleucin kann jedoch
keine eindeutige Aussage getroffen werden, da die gewihlte Sequenzierungsmethode nicht zwischen
Leucin und Isoleucin unterscheidet. Die Unterschiede an Position 17 und 18 deuten darauf hin, dass
die in dieser Arbeit isolierte Peroxidase ein Isoenzym ist. Die Peptide P1 und P3 besitzen hingegen

keine Uberschneidungen mit den N-terminalen Sequenzen der beiden AjPs.

10 20

S EEERY BN B

Peptid 2 HjP TPATVGLDPLLGQNNG-QPR
Internes Peptid AjJP ... _...... ... GA..
Konsensussequenz *hAAAAAAkX - *kAkkk **

Abb. 28: Alignment des in der vorliegenden Arbeit identifizierten Peptids 2 aus Haj mit dem internen
Peptid von AjP (Liers et al.)

Fiir das Fragment P1 konnte mittels einer Datenbanksuche®® nur eine einzige homologe DyP (Pirifor-
mospora indica, GenBank: CCA72011.1) mit 92% Identitdt (E-Wert 0,91) gefunden werden. Es konn-
ten keine weiteren homologen Peroxidasen identifiziert werden. Dies ist nicht ungewdhnlich, da DyPs
hinsichtlich ihrer Sequenz sehr heterogen sind. Das Peptid P3 scheint in einem hochkonservierten
Bereich fiir DyPs zu liegen, da sehr hohe Homologien zu anderen DyPs wie z.B. von Bjerkandera
adusta (86% Identitit, E=7¢"’, GenBank: BAA77283.1), Polyporaceae sp. (73% ldentitit, E=9¢ ™,
GenBank: AAB58908.1), Streptomyces hygroscopicus (73% Identitit, E=4e™, GenBank:
AEY86865.1) und Termitomyces albuminosus (73% Identitit, E=3¢™™, GenBank: AAM21606.1)
gefunden wurden. Eine abschlieBende Aussage, ob es sich bei den in dieser Arbeit beschriebenen
Peroxidasen um Isoenzyme der AjPs handelte, kann ausgehend von den erhaltenen Peptidsequenzen,

nicht erfolgen. Daher wurde der Versuch unternommen, die vollstdndige Sequenz zu klonieren.

3.4.2 Fischen des HjP-Gens

Um die Orientierung der sequenzierten Peptide zu bestimmen und die Grofle an zu erwartenden Amp-
lifikaten abschdtzen zu konnen, wurden diese mit einer DyP aus Pleurotus ostreatus aligned (Abb.
29). Fiir eine Riickiibersetzung der Aminosduresequenz in die DNA-Sequenz wurde die codon usage
des Auricularia auricula-judae’” verwendet. Da aber nur zwei kodierende Sequenzen fiir die Generie-

rung der codon usage zu Verfiigung standen, mussten dementsprechend viele Wobble-Basen in die

2 BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, abgerufen am 12.05.2012
2 http://www .kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=29892 &aa=1&style=GCG abgerufen am 05.08.2009
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abgeleiteten degenerierten Primer (Tab. 14) eingebaut werden, um alle moglichen Varianten abzude-

cken.

QLFYFFALNDPAFTK - Plfor
SGAPLDLTPTADDPALGADAQR - P2for and P3for

TPATVGLDPLLGQNNGQPR > P4rev

Plfor
MKLFSASVFA ATTASHYASA TAHIRAPNVK PRRTNSLLTA PPQQPPLPSA QQAASASSSA GLNLTDIQGD ILIGMKKNKE LFFFFSITDA ATFKAKLGSD
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Q ..Y..ALN.P .FT.——————
: * % : #‘#: . * . * *
ILELITSTNQ LLAVATQPIT AVNVAFSSTG LKALGITDDL KDPVFEAGML SNAVSDLSDP GTGNWVPGFV GTSVHGVFLL ASDTIDNVNT ELANIQTILN
GSITEIHRLY GEARPGDQQG HEHFGFMDGI SNPAVDGET AEIRPGQAL I GIMLLGE ANDTFQNDR AKDGSFLV FROMQORAPE FNKFLODHAL

NMPNMTSEQG ADLLGARIVG RWKSDAFPIDL TPLVDDPVLA ADNQRNNNFD FSDATNQTRC PFSAHIRKAN PRGDLGGINK FPNQHIIRAG IPYGFEVTDA
-G. . ..TA...A.G ..A..
d kKL KE KK KEK K

Abb. 29: Ableitung geeigneter Primer aus den Peptidsequenzen P1-3, oben: Bereiche der Peptidse-
quenzen aus denen degenerierten Primer abgeleitet wurden (farbig), unten: Alignment der Peptide 1-3

und MsP1 aus Marasmius scorodonius (UniProtK B/Swiss-Prot: BOBK71.1)

Da keine Unterscheidung zwischen Leucin und Isoleucin in der Sequenzierung mittels der angewende-
ten ESI-MS/MS getroffen werden konnten, wurden alle Bereiche der Peptidsequenzen mit Leucin
nicht fiir die Primerableitung herangezogen. Ebenfalls wurden Bereiche mit Serin nicht verwendet, da
sechs Basentriplets fiir Serin kodieren und eine Riickiibersetzung nur mit sehr stark degenerierten

Primern moglich gewesen wire.

Fiir die Synthese der cDNA wurde Myzel von Peroxidase-produzierenden Haj-Kulturen an mehreren
Tagen abgenommen. Wegen des Einsatzes degenerierter Primer und der hohen Anzahl an Primerkom-
binationen wurde die Touch Down-PCR fiir die Amplifikation verwendet und die gebildeten Amplifi-
kate anschlieBend per Agarosegelelektrophorese analysiert (Abb. 30). Es konnten jedoch keine eindeu-
tigen Amplifikate mit den postulierten GroBlen fiir die eingesetzten Primerkombinationen detektiert
werden. Zwei Primerkombinationen (P1.1forHaj und P4.1revHaj, P2.2forHaj und P4.4revHaj) bei
denen eventuell Amplifikate mit der richtigen Gréf3e von ca. 1080 Bp respektive 360 Bp entstanden
sind, wurden fiir eine nachfolgende Gradienten-PCR von 45 bis 57 °C verwendet (Abb. 30).
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Abb. 30: (A) Analyse der Amplifikate der verschiedenen Primerkombinationen nach Touch Down-

PCR mittels Agarosegelelektrophorese, rot markierte Bereiche zeigen eventuelle Amplifikate mit
entsprechender Grofle an, vermutete ungefdhre Grofle der Amplifikate: P1forHAj und P4revHaj 1080
Bp, P2forHaj und P4revHaj 360 Bp, P3forHaj und P4revHaj 330 Bp, (B) Analyse der Amplifikate der
Primerkombinationen (P1.1forHaj und P4.1revHaj, P2.2forHaj und P4.4revHaj) nach Gradienten-PCR
mittels Agarosegelelektrophorese: Rot markierte Bereiche wurden fiir nachfolgende Klonierung und

Sequenzierung ausgeschnitten, Marker: FastRuler™ Low Range DNA Ladder (Fermentas)

Nach der Agarosegelelektrophorese konnten eindeutige Banden detektiert werden, welche aus dem
Gel ausgeschnitten, ligiert, transformiert und sequenziert wurden. Es konnten jedoch weder Teile der
Peptidsequenz noch Ubereinstimmungen mit Peroxidasen nach Datenbanksuche gefunden werden.
Anschlieend wurden weitere degenerierte Primer (Tab. 14, P2.1-8revHaj und P1.5-12forHaj) abgelei-
tet. Es wurden durch keinen Ansatz Sequenzen der DyP aus Haj erhalten. Auch die Verwendung von
frischer cDNA von verschiedenen Kulturtagen mit neuen Primern aus den Peptid-Bereichen mit Leu
und Ile (Tab. 14) blieben erfolglos. Daraufhin wurden auch von den N-terminalen Peptidsequenzen,
die durch Liers et al. (2010) zur Verfiigung standen, degenerierte Primer abgeleitet, welche aber eben-

falls keinen Erfolg brachten.
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Erst kiirzlich wurde das Genom eines nahen Verwandten von Hirneola auricula-judae/Auricularia
auricula-judae nimlich Auricularia delicata sequenziert®™. Die Tatsache, dass elf verschiedene DyPs
annotiert werden konnten, zeigt einmal mehr, dass Basidiomyceten eine Vielzahl an Isoenzymen

bilden konnen.

10 20

-1 S IR IFPU ey e
DyP1 R Dypl NV---TPEFREVAE-ANKGHLE
DyP2 Dyp2  —me HCPFSAH[ISHCPFSAHI
DyP3 DyP3 TP--AE 1 EFPEIRIEQAADGKAR
DyP4 DyP4 1P—-GEVEF R IEQAPGGGDR
DyP5 DyP5 TP--sQVEFNIRIE0APGGQDR
DyP6 DyP6 TPPPEE I EFN RIEQATGAQAR
DyP7 DyP7 SV---sPeFBVIRIEQNKSA- Vg
DyP8 DyP8 NV---APEHDEI R IE- ANHGNP[R
DyP9 DyP9 TP--SQVEQNITIE0APGGAAR
DyP10 DyP10 DV---DPEHMI R IE-ANAGAPR
DyP11 DyP11 DV---QPEFEIVEQNFGG-PR
HjP Peptid 1 HjP Peptid 2 TP--ATVE

|

L)

=

=2
@
L)

)

0

Clustal Consensus

Clustal Consensus

Dyp1l

DyP2

DyP3

DyP4

DyP5

DyP6

DyP7

DyP8

DyP9

DyP10

DyP11

HjP Peptid 3
Clustal Consensus

Abb. 31: Alignment der HjP-Peptide mit den DyPs aus Auricularia delicata, als Schwellenwert wurde

70% verwendet

Die Peptide 1 und 3 besitzen sehr hohe Ubereinstimmungen mit den Isoenzymen aus Auricularia
delicata. Die DyP9 besitzt zu den Peptiden 1 und 3 fast identische Sequenzen und konnte, da die
DNA-Sequenz vorliegt, als Vorlage fiir neue spezifische Primer dienen. Das Peptid 2, welches beinahe
identisch mit dem internen Peptid der von Liers et al. (2010) beschriebenen AjPs ist, liegt in einem
Bereich, der eher heterolog ist, aber einen konservierten Bereich von fiinf Aminosauren besitzt, wel-
cher ebenfalls zur Neusynthese von Primern herangezogen werden konnte. Die nun zur Verfligung
stehenden Informationen konnten in weiterfithrenden Arbeiten zu einer erfolgreichen Amplifikation

der DNA-Sequenzen der DyPs aus Haj fiihren.

3.4.3 Alternative Aufreinigung der DyPs aus Haj

Um fiir weitere Untersuchungen und die Bereitstellung innerhalb des AiF-Projektes geniigend Haj-

DyP-Peroxidasen (HjPs) zu generieren, wurde Haj im 2,5 L MaBstab in einem Riihrkesselreaktor unter

% JGL, Auricularia delicata SS-5 v1.0, http://genome.jgi-psf.org/Aurdel/Aurdel.home.html, abgerufen am 15.05.2012
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Induktion von Ethanol anstatt des toxischen Xylidins kultiviert. Hierbei konnte bereits nach 4 Tagen
eine Peroxidaseaktivitit von 2,4 U mL™" erreicht werden. Mit einer Dauer von 6 Tagen fiir die Vorkul-
tur konnte somit innerhalb von insgesamt 10 Tagen die maximale Aktivitit erreicht werden. Im Ge-
gensatz hierzu, blieb die DyP-Produktion im Riihrkesselreaktor (10 L MaBstab) in einem auf Toma-
tensaft basiertem Medium erfolglos (Liers et al. 2010). Bei der Kultivierung im Schiittelkolben mit
Tomatensaftmedium konnte zwar eine hdhere Aktivitdt von 8 U mL™" erzielt werden, diese wurde
jedoch erst am 24. Kulturtag erreicht. Nach 9 Tagen betrug die Aktivitdt ca. 1 U mL™ (Liers et al.
2010).

Fiir eine erneute Aufreinigung wurde eine alternative Strategie verwendet, welche im grofSeren Mal3-
stab durchgefiihrt wurde. Hierfiir wurde zuerst der Uberstand vom Myzel getrennt und anschlieBend
fiir den ersten Trennschritt die hydrophobe Interaktionschromatographie angewandt. Nach einer Vor-
selektion auf 1 mL Saulen mit den Matrices Octyl Sepharose FF, Butyl Sepharose HP, Phenyl Sepha-
rose (low sub) FF und Phenyl Sepharose (high sub) FF wurden mit der phenylmodifizierten Sepharose
(high sub) FF die besten Ergebnisse erhalten. Fiir die anschlieBende préparative Aufreinigung wurde
ein Séulenbett von 200 mL gewihlt. Mittels HIC konnten bei einem geringen Verlust von 18% die

gesamten Laccase- und Peroxidasefraktionen in einem diskreten Peak eluiert werden (Abb. 32).
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Abb. 32: HIC (Phenyl Sepharose FF) des Haj-Kulturiiberstandes: blaue Linie, UV-Absorption bei 280

nm; rote Linie, Konduktivitit [mS cm™]; schwarze Linie, Volumenanteil Elutionspuffer B [%]

Der grof3e Vorteil dieser Methode gegeniiber einer Anionenaustauschchromatographie (DEAE oder Q-
Sepharose) war, dass unter den gewihlten Bedingungen fast ausschlieBlich die Laccase- und Peroxida-
seaktivitit an dem Sdulenmaterial band und der GroBteil des Fremdproteins bereits im Durchbruch
eluierte (Abb. 32). Dies ermoglichte es, groBe Mengen Kulturiiberstand ohne eine Vorreinigung zu

verarbeiten und ein schnelles Uberschreiten der Kapazititsgrenze des Sdulenmaterials zu vermeiden.



105 3 Ergebnisse und Diskussion

Ein Problem dieser Methode war jedoch das grofle Probenvolumen, das aufgrund der geringen Fluf3ra-
te von 4 mL min" die Analysenzeit auf bis zu 24 h verldngerte. Durch eine vorangestellte (NH;),SO,-
Féllung und anschlieBende Dialyse konnte das Probevolumen und damit die Analysezeit deutlich
reduziert werden. Auch iiber eine Ultrafiltration mittels Tangentialfluss konnte das Volumen drastisch
verringert oder entsprechend mehr Material in einem Ansatz auf die Siule aufgetragen und getrennt
werden. Aufgrund der sehr guten Selektivitit des Sdulenmaterials fiir die Laccasen und Peroxidasen
konnte durch Verwendung einer groBeren PartikelgroBe, wie zum Beispiel von Phenyl Sepharose Big
Beads (GE Healthcare), die FluBrate deutlich erhoht werden. Eine weitere Moglichkeit der Optimie-
rung ware der Einsatz des Sdulenmaterials in einem Batch-Ansatz, wodurch eine rasche Verarbeitung
von groflen Volumina erreicht werden konnte.

AnschlieBend wurden die Peroxidasen von den Laccasen durch Ionenaustauschchromatographie (Q-
Sepharose) getrennt (Abb. 33). Mit den beiden Trennstufen, gelang es, in einem Durchlauf, ausgehend
von 3L Kulturiiberstand, eine Gesamtaktivitit von 3900 U (ABTS, pH 4, 30 °C) mit einer Ausbeute
von ca. 50% zu erhalten. Da das Hauptaugenmerk auf eine moglichst einfache und schnelle Methode
zur Isolierung der Peroxidasefraktion gelegt wurde, wurde die Trennung der Isomere nicht weiter
verfolgt. Die erhaltene spezifische Aktivitit von 139 U mg™" (ABTS, pH 4, 30°C) liegt zwar unter der
gemessenen spezifischen Aktivitit von Liers et al. (2010), die aber einen flinf-stufigen Aufreini-

gungsprozess fiir die Trennung der beiden Peroxidasen verwendeten.

0.30 120 100
HjPs n
0.25 4 L 100
- 80
— 0.20 <
E F 80 E
= Laccasen L o
ha — L6 o,
=X
%) =, =]
N 0.15 =]
- o 5
) 5 =
g ER
S 0.10 1 & =
o - 40 'g
< )
- N
0.05 1 - 20
- 20
0.00
0 0
0 50 100 150 200 250 300

Volumen [ml]

Abb. 33: IEX (Q-Sepharose) der peroxidase-aktiven HIC-Fraktion: blaue Linie, UV-Absorption bei

280 nm; rote Linie, Konduktivitdt [mS cm‘l]; schwarze Linie, Volumenanteil Elutionspuffer [%]

Nach Konzentration der Peroxidasefraktionen mittels Centrikon (10 kDa) konnte das typische Absorp-
tionsmuster von Him-Peroxidasen (Sugano 2009) mit A, bei 407, 506 und 636 beobachtet werden

(Abb. 34). Die Fraktionen mit Laccaseaktivitit wurden ebenfalls vereinigt und aufkonzentriert.



3 Ergebnisse und Diskussion 106

2,0 1

Absorption

0,5 1

0,0 T T T T 1
300 400 500 600 700

Wellenlénge [nm]

Abb. 34: Absorptionsspektrum der aufgereinigten HjPs

Die Giite der Aufreinigung der mit Ethanol induzierten HjPs und Laccasen wurde mittels SDS-PAGE
und nachfolgender Farbung mit DMP und Coomassie sowie mittels IEF und anschlieBender Farbung

mit TMBZ (pH 4) und ABTS (pH 4) analysiert (Abb. 35).

1 2 M, 1 2 M

5,15

Abb. 35: Analyse der aufgereinigten Peroxidase- (1) und Laccase-Isoenzyme (2) iiber IEF mit an-
schlieBender TMBZ- (A) und ABTS-Firbung (B) sowie nach nat. SDS-PAGE und Coomassie-(C) und
DMP-Firbung (D), Aktivititsfirbungen wurden ohne Mn*", mit ABTS und H,O, und im Falle der
Laccasen ohne H,0O, durchgefiihrt, M,): IEF Marker pH 3-10 Serva. M,) Biorad All Blue
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Wie bei der Induktion mit Xylidin wurde nach Aufreinigung der nat. SDS-PAGE nur eine Bande bei
ca. 70 kDa detektiert. Im Gegensatz dazu konnten durch Induktion mit Ethanol weitere Isoenzyme auf
dem IEF-Gel visualisiert werden, darunter die von Liers et al. beschriebenen AjP I bei pl 4,3 und AjP
II bei 4,1 sowie die auch unter Xylidin induzierte HjP bei pl 3,9 (Abb. 35). Bei den beiden schwachen
Banden unterhalb von pl 3,5 konnte es sich um weitere Isoenzyme oder um Isoformen mit unter-
schiedlichen Glykosidierungsmuster handeln (Lis and Sharon 1993). Moglicherweise konnten durch
weitere Verdnderung der Kultivierungsbedingungen andere Isoenzyme exprimiert werden. Der enge
Verwandte Auricularia delicata zeigt mit seinen insgesamt 11 annotierten DyP-Isoenzymen das Po-

tential dazu auf ®.

Durch die Induktion des Haj mit Xylidin und Ethanol konnten bereits bekannte sowie auch neue Mn-
unabhéngige Peroxidasen (HjPs) identifiziert werden. Mit einem zweistufigen Aufreinigungsprozess
wurde eine einfache und schnelle Methode zur gleichzeitigen Isolierung beider DyPs erreicht. Mit den
sequenzierten Peptiden P1-3 konnte unter Zuhilfenahme der bekannten genomischen DyP-Sequenzen
aus Auricularia delicata in zukiinftigen Arbeiten eine vollstindige Amplifizierung der Haj-

Peroxidasen gelingen.

3.5 DyP aus Pleurotus sapidus

Pleurotus sapidus, welcher ein bekannter Produzent von Laccasen ist (Linke et al. 2005), zeigte unter
Induktion mit Eichenholz Peroxidaseaktivitit (Kapitel 3.1.2). Ausgehend vom sequenzierten Genom
des engen Verwandten Pleurotus ostreatus, in dem eine DyP bereits beschrieben wurde (Faraco et al.

2007), sollten Primer fiir die Sequenzierung der PsaDyP abgeleitet werden.

Um die Erfolgsaussichten zu erhohen, wurden liber ein Sequenzalignment bekannter DyPs homologe
Bereiche identifiziert und fiir das Primerdesign verwendet (Abb. 36). AnschlieBend wurde ausgehend
von Pleurotus sapidus-cDNA, welche aus der mRNA induzierter Kulturen (Tween 80 und Lignin)
synthetisiert wurde, versucht, mit den von der DyP aus Pleurotus ostreatus abgeleiteten Primern (Tab.

16) ein PsaDyP-Fragment iiber PCR zu amplifizieren.

Nach einer Agarosegelelektrophorese konnten signifikante Banden mit den Primerkombinationen
Psa2for Psalrev (ca. 830 Bp) und Psa3for Psadrev (ca. 500 Bp) erhalten werden (Abb. 37). Diese

wurden aus dem Gel herausgeschnitten, kloniert und sequenziert.

» JGL, Auricularia delicata SS-5 v1.0, http://genome.jgi-psf.org/Aurdel/Aurdel.home.html, abgerufen am 15.05.2012
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Abb. 36: Alignment folgender DyPs: PoDyp (Pleurotus ostreatus, GenBank: CAK55151.1), BaDyP
(Bjerkandera adusta, GenBank: BAA77283.1), MsP1 DyP (Marasmius scorodonius, UniP-
rotKB/Swiss-Prot: BOBK71.1), MsP2 DyP (Marasmius scorodonius, UniProtKB/Swiss-Prot:
BOBK72.1) PiDyP (Piriformospora indica, GenBank: CCA72011.1), CcDyP (Coprinopsis cinerea,
NCBI Reference Sequence: XP 001832231.1), zur Bestimmung konservierter DyP-Bereiche zur

Ableitung von Primern (rot umrandet)
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Abb. 37: Agarosegelelektrophorese der Psa-DyP-PCR-Amplifikate: rot umrandete Banden wurden aus
dem Gel ausgeschnitten, Marker: FastRuler™ Middle Range DNA Ladder (Fermentas)

Nach Datenbanksuche mittels BLAST konnten im 830 Bp grolen Fragment, welches fiir 273 AS
kodiert, konservierte DyP-Doménen identifiziert werden. Zu der beschriebenen DyP aus Pos besal} das

Fragment eine sehr hohe Homologie (97% Identitét).

001 GGTAAAGAAC ACTTTGGTTG GCTTGATGGC TTTATTCAAC CTGCTGTAGC TGGCTTTGCT ACAAGCACAT ATCCCGGACA GCAGCTCCTC

091 CTGCCCGGTA CGCTTTTGAC GAAGGAARATC GGCGACCCTC GCAGAGCTGC CCGACCGGCG TGGACGAAAT GGGGTTCCTT CATGGCTTAC

Psa2for

181 CGACAACTTC AGGAGCTCGT PCCCGAGTTT GATGACTATC TTATGCAAGA AGCGGCCCTC ATTCAGGACT CGTCARAGAG CGTCCGCGAG

271 CGCGCCGACC TTCTTGGAGC CCGTATGTTC GGTCGCTGGA AGAGCGGTAC TCCTCTTGAC CTTGCTCCAG AGAARAGACGA CCCATCCATC

361 GGCCCAAATC TTATGTTGAA CAATAACTTC GACTTCAACC ACCCAGCGCC ATTCAACATC AATACCAACC AATCCTACTG TCCATTCTCG

451 GCCCACATCC GCAAGATTCG CCCTCGTGCT GATCAAGGAA ATCAAAATCT CAAGAACCAA ATGATCAGGG CCAGTATACC TTATGGCGAA

541 GAACTCAGCG ACGACGAGAT AAACAACAAG AAGACAGCGA CTGAACGTGG TGTCGCATTT GTGACCTATC AAAGTGATCT CGGTTCAGGA

631 TTTCACTTCC AGCAGGCTGA ATGGGCCAAC AACGTCAACA TCCCCCCTGG AARAAGCGAT CCAACACCTG GATTCGACCC GATTGTCGGC

721 CAGAACAGCG GTAAACCGCT TGTTGTCTCT GGGATTGATT ACACAGATCT TAACCACGAC TTGACCTTCA TGAGTTTCGT TGTTTCGAAG

811 GGAGGTGACT ACTTCTTCAG

<

Psalrev

Abb. 38: Mit den Primern Psa2for und Psalrev amplifiziertes PsaDyP-Fragment

Somit konnte erfolgreich eine Pleurotus sapidus-DyP-Sequenz amplifiziert werden (Abb. 38). Durch
weitere PCR-Amplifizierung zum 5°- und 3’-Ende mit den 5’-PCR- und 3’-PCR-Primern konnte in
weitergehenden Arbeiten die komplette Sequenz erhalten werden. AnschlieBend bestiinde die Mdog-
lichkeit, die DyP im FE.coli-Expressionssystem, wie bereits fiir die MsP2 aus Marasmius scorodonius
beschrieben (Zelena et al. 2009b), heterolog zu exprimieren und zu charakterisieren. Dieses Verfahren

konnte noch auf weitere Pleurotus-Spezies ausgeweitet werden, um neue DyPs zu identifizieren.
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3.6 Oxidative Quervernetzung von Ferulasaure

Mit Ferulasdure veresterte Arabinoxylane sind eine der Zielsubstanzen im Teig, welche durch Quer-
vernetzung eine Verbesserung der rheologischen Eigenschaft des Teiges hervorrufen konnen. Freie
Ferulasdaure wird dabei schnell durch Laccasen und Peroxidasen zu verschiedenen Di- (Abb. 39) und

Trimeren umgesetzt (El Agha et al. 2008; Kupriyanovich et al. 2007; Ward et al. 2001).
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Abb. 39: Beispiele moglicher Ferulasduredimere nach oxidativer Vernetzung (Bunzel 2010; Ward et

al. 2001)
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Auch die Bildung von Hydrokolloiden durch oxidative Gelierung von phenolhaltigen Zuckern wie
Zuckerriibenpektin (Micard and Thibault 1999; Norsker et al. 2000) und Arabinoxylanen (Figueroa-
Espinoza et al. 1999; Ng et al. 1997) ist eine fiir die Lebensmittelindustrie relevante Anwendung. Bei
beiden Zuckern wird die Gelierung durch oxidative Quervernetzung der an den Zuckerresten verester-
ten Ferulaséure durch Peroxidasen und Laccasen (Kuuva et al. 2003; Norsker et al. 2000) katalysiert.
Dabei werden vorrangig 5-5, 8-O-4, 8-5 und 8-8 Ferulasduredehydrodimere (Figueroa-Espinoza and
Rouau 1998; Oosterveld ef al. 2000; Oosterveld et al. 1997) aber auch Trimere gebildet (Carvajal-
Millan et al. 2005).

Um das Vermdgen der Lecl aus Mgi und der isolierten Peroxidasen aus Haj (im folgendem als HjP
bezeichnet) hinsichtlich der Quervernetzung zu untersuchen, wurde ebenfalls freie Ferulasiure als
Modellsubstrat verwendet und die Produkte mittels LC-ESI(-)-MS untersucht. Ein Ansatz mit 2 mM
Ferulasdure und 0,02 U mL" Enzym wurde bei 24 °C inkubiert und in definierten Abstinden wurden
Proben genommen. Die Zuordnung der gebildeten Produkte erfolgte dabei iiber literaturbekannte LC-
ESI(-)-MS Spektren fiir Dimere (Andreasen et al. 2000; El Agha et al. 2008; Parr et al. 1996; Ralph et
al. 1994), welche eine Molmasse von 386 m/z [M-H] besitzen, Trimere (Bunzel et al. 2006; Bunzel et
al. 2003, 2005; Funk ef al. 2005; Rouau et al. 2003) mit einer Masse von 578 m/z [M-H] und Tetra-
mere (Bunzel ef al. 2006) mit einer Masse von 769 [M-H].

Nach Inkubation von Ferulasdure mit Lccl sowie mit HjP wurden dhnliche Produktmuster erzielt und

folgende Di-, Tri- und Tetramere postuliert (Tab. 29 und Abb. 40).
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Abb. 40: Postulierte Quervernetzungsprodukte von Ferulasdure mit LC-ESI(-)-MS/MS, Bedingungen:
2 mM Ferulasdure, 0,023 U mL™"' Lecl, Inkubation fiir 80 min 24 °C
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Tab. 29: Durch LC-ESI(-)-MS erhaltene spektrale Daten der Umsetzungsprodukte

Postulierte Produkte Retentionszeit [min] ESI(-)-MS-Ionen [m/z]
Dehydrodiferulaséure | 27 385 [M-H]
Dehydrodiferulaséure 11 31 341 [M-H]

(33)
Dehydrodiferulaséure 1V 42 385 [M-H] (108)6 03)41 [M-H-CO.]
 Debydrotiferulasturey s ssUMEH]
""" Dehydrotriferslasiure VI 60 S3MEH]
 Dehydrotetraferulasiure VI o nsME]
 Dehydrotetraferulasiure VI o 9MEH

Vier verschiedene Dimere (I-1V) mit Retentionszeiten von 27, 31, 38 und 42 min konnten detektiert
werden (Tab. 29 und Abb. 40). Fiir das Dimer Il nach 31 min wurde ein Molekiil-Ion von 341 m/z [M-
H] detektiert, was auf ein decarboxyliertes Dimer hindeutet, das wéhrend der enzymatischen Umset-
zung gebildet wird. Dies ist ein hdufig beobachtbarer Effekt bei der Oxidation von freier Ferulasiure
durch Peroxidasen (Liu et al. 2005; Ward et al. 2001). Eine quantitative Decarboxylierung von Ferula-
sdure unter den MS-Bedingungen in der lonenquelle kann jedoch nicht v6llig ausgeschlossen werden.
Die Reaktionsprodukte mit den Retentionszeiten von 27 min (1), 38 min (I11) und 42 min (I1V) konn-
ten ebenfalls eindeutig als Dimere klassifiziert werden (Tab. 29). Eine Auswahl von in der Literatur

beschriebenen moglichen Ferulasduredimeren ist in Abb. 39 dargestellt.

Nach 51 min eluierte ein Trimer (V), welches im MS-Spektrum ein Molekiil-Ion bei 551 m/z [M-H]
aufwies. Eine 8-8(Tetrahydrofuran)/5-5-Dehydrotriferulasdure (Abb. 41) mit einem Molekiil-Ion von
595 m/z [M-H], bei der unter Wasseranlagerung ein intramolekularer Tetrafuranring gebildet wurde,
spaltete in der ESI(-)-MS ebenfalls CO, ab und fiihrte zur Bildung eines lons mit einer Molekiilmasse
von 551 m/z [M-CO,-H] (Bunzel et al. 2006).
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5-5/8-0-4/5-5-Dehydrotetraferulaséure

5-5/8-0-4/5-5-Dehydrotetraferulaséure

Abb. 41: Beispiele fiir Tri- und Tetramere der Ferulasdure (Bunzel 2010; Liu ef al. 2005)

Auch hier kann nicht abschliefend entschieden werden, ob die Decarboxylierung tatsédchlich nur wih-
rend der enzymatischen Quervernetzung erfolgte. Der prominente Peak bei ca. 60 min besteht aus
zwei Einzelsubstanzen, einem Trimer (V1, 533 m/z [M-H]) und einem Tetramer (V11 725 m/z [M-H)).
Hier handelt es sich um die jeweils decarboxylierten Formen der Tri- und Tetramere. Nach 61 min
eluierte ein Trimer (V111) mit einem Molekiil-lon von 769 m/z [M-H] (Abb. 40). In Abb. 41 sind zwei

Bespiele bekannter Trimere dargestellt.

Hohermolekulare Aggregate konnten mittels LC-ESI(-)-MS nicht detektiert werden, da diese im ge-
wihlten Losungsmittelgemisch nicht mehr 16slich sind. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Charakte-
risierung der Leel und HjP hinsichtlich deren Quervernetzungsvermogens. Daher erfolgte die Identifi-
zierung der Quervernetzungsprodukte lediglich anhand der Interpretation ihrer Massenspektren und
iiber den Vergleich mit Literaturdaten. Auf eine aufwendige Isolierung und anschlieBende Identifizie-
rung liber NMR wurde verzichtet, da der in Abb. 39 dargestellte Bildungsweg als bestitigt gelten

kann.
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Beide eingesetzten Enzyme besitzen gegeniiber FA zwei Optima von pH 3 und pH 5 (Abb. 42). Bei
Laccasen treten bei der pH-abhéngigen Oxidation von Phenolen zwei gegensétzliche Effekte auf: die
Inhibierung durch Hydroxylionen bei hoheren pH-Werten und die Erniedrigung des Redoxpotentials
der Phenole durch Deprotonierung (Xu 1997). Nicht-phenolische Substrate werden daher eher bei
niedrigeren pH-Werten umgesetzt (pH 2, ABTS, Lccl), phenolische unter anderem in Abhingigkeit
Ihres pK,-Wertes (pH 4, DMP, Lccl).

120 +

Rel. Aktivitét [%] _
2 S g

IS
=)
L

20 A

pH

Abb. 42: Relative Enzymaktivitit der Oxidation von Ferulasdure durch Lccl (Kreis) und HjP (Drei-
eck) in Abhéngigkeit vom pH-Wert: Bestimmung iiber HPLC nach Umsatz von 1 mM Ferulasdure bei
30 °C fiir 20 min in 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer, Autnhahme des pH-Optimums der HjP unter Zuga-
be von 0,2 mM H,0; in Einfachbestimmung

Allgemein kann bemerkt werden, dass Ferulasiure durch die Lccl rasch umgesetzt wurde. 0,1 U mL™
Lacl (ABTS pH 3, 30 °C) setzten 0,015 pmol min™' Ferulasiure beim optimalen pH-Wert von 3,0 um.
Die HjP zeigte deutlich hohere kinetische Werte und setzte bei einer Konzentration von 0,02 U mL™
(pH 4.0 ABTS, 30 °C) bei pH 5 Ferulasdure mit einer Geschwindigkeit von 0,017 pmol min™ um.
Kupriyanovich et al. (2007) bestimmten die Umsatzraten der Oxidation von Ferulasdure durch eine
Laccase aus Trametes versicolor und die HRP. Da die erhaltenen Ergebnisse nicht auf die Enzymkon-
zentration normiert wurden, ist ein Vergleich mit den in dieser Arbeit beobachteten Aktivitdten nicht

moglich.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Lecl Ferulasdure effektiv umsetzt, wurden aufgereinigte Lac-
case-Chargen im Rahmen eines Projektes des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie (FEI)*® dem
Hans-Dieter-Belitz-Institut fiir Mehl- und Eiweiflforschung (HBBI) fiir weitere Untersuchungen zur
Verfiigung gestellt. Im Rahmen des Projektes wurde zum einen die Quervernetzung der aus Mehl

isolierten wasserldslichen Arabinoxylane und die Anderung der Backeigenschaften von Teigen nach

3% Kurzbericht AiF 15305 N, http://www.fei-bonn.de/projekte/projektdatenbank. html/fv_15305/
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Behandlung mit Laccasen untersucht. Die isolierte Laccase aus Mgi vernetzte wasserlosliche Arabino-
xylane effektiv zu hohermolekularen Aggregaten (Meyer et al. 2010). In Teigzugversuchen fiihrte die
Applikation der Lccl zu einer Erhohung des Dehnwiderstandes und der Zunahmen der Teigfestigkeit,
was zu einer Verbesserung der Teigeigenschaft fithrte. Dies ist {ibereinstimmend mit den Untersu-
chungen mit einer Laccase aus Trametes hirsuta (Selinheimo et al. 2006). Im Mikrobackversuch fiihr-
te die Zudosierung von Lecl zu einer Verringerung der Klebrigkeit und damit zu einer verbesserten
Teigbereitung und Verarbeitbarkeit. Dadurch wurde die Gérzeit bis zum Erreichen des Backoptimums

gesenkt™.

Die Bildung von Hydrokolloiden durch oxidative Gelierung von phenolhaltigen Zuckern (z.B. Zucker-
rliibenpektin) ist hinsichtlich der Anwendung in der Lebensmittelindustrie ebenfalls interessant. In
weiterfithrenden Arbeiten (Matthes 2011) wurde anhand des Modellsubstrates Zuckerriibenpektin die
Eignung der Laccase Lccl zur oxidativen Gelierung von Hydrokolloiden auf Polysaccharidbasis er-
folgreich nachgewiesen. Eine 2%ige Zuckerriibenpektinlosung bildete dabei unter Zugabe von 5 U
Laccase pro Gramm Zuckerriibenpektin bei Raumtemperatur nach circa 30 min ein selbsttragendes
Gel (Matthes 2011). Die beobachteten Optima hinsichtlich der Temperatur (50 °C) und des pH-Werts
(4,5) waren mit denen der Oxidation von DMP vergleichbar (Kapitel 3.2.3). Auch eine oxidative
Quervernetzung von Proteinen, die ebenfalls Zielsubstanzen im Teig darstellen, welche durch Quer-
vernetzung eine Verbesserung der rheologischen Eigenschaft hervorrufen konnen, konnte anhand des
Modellproteins S-Casein beobachtet werden. Dabei zeigte sich, dass die Inkubationen von fS-
Caseinlosungen mit Leel zu einer Abnahme der Monomerkomponenten fithrte und héhermolekulare

Molekiile auftraten (Matthes 2011).

Diese beiden Anwendungsfille zeigen das Potential der in dieser Arbeit aufgereinigten Laccase aus
Meripilus giganteus fir die Anwendung in der Lebensmittelindustrie. Der Einsatz von Laccase in den
genannten Anwendungsfillen wurde aus praktischen Griinden gegeniiber der Peroxidase bevorzugt, da

keine zusétzliche Dosierung von H,O, notwendig war.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fiir Oxidoreduktasen ist die Spaltung von hohermolekularen
Stoffen wie z.B. Carotinoiden zu aromaaktiven Komponenten (Karrasch et al. 2010; Zelena et al.

2009a).
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3.7 Untersuchungen zum Abbau von Curcumin durch Lccl und HjP zur

Gewinnung von Vanillin

3.7.1 Abbau von Curcumin

Im Folgenden wurde untersucht, ob durch die enzymatische Spaltung der natiirlichen Ressource Cur-

cumin durch Laccasen oder Peroxidasen Vanillin gewonnen werden kann.

Curcumin
o (@) O
H X OH X
HO HO HO
OCHj; OCHj OCHj
Vanillin Ferulaséure Feruloylmethan

Abb. 43: In der Literatur beschriebene Degradationsprodukte des Curcumins (Griesser et al. 2011;
Masuda et al. 1999)

In Vorversuchen zeigte sich, dass die Lccl wie eine Laccase aus Streptomyces coelicolor (Oestergaard
and Wu 2007) in der Lage war, Curcumin teilweise zu entfarben. Nach Analyse der gebildeten Spalt-
produkte iiber GC-MS konnte Vanillin in Spuren detektiert werden. Aufgrund dessen wurde die oxida-
tive Spaltung von Curcumin genauer betrachtet. Beachtet werden muss, dass das verwendete Curcu-
minpréiparat aus den drei Curcuminoiden Demethoxycurcumin, Bisdemethoxycurcumin und Curcumin
bestand. Fiir die folgenden Versuche wurden die einzelnen Curcuminoide nicht isoliert, sondern als
Gemisch eingesetzt. Nachfolgend wird der Begriff Curcumin als Bezeichnung fiir dieses Gemisch
verwendet. Da Curcumin im sauren pH-Bereich (pH 3) nicht ausreichend in Lésung gebracht werden
konnte, wurde Ethanol als Losungsvermittler eingesetzt. Um den Einfluss des Ethanols auf die Aktivi-
tit der Lecl zu untersuchen, wurde die Anderung der DMP-Aktivitit in Abhingigkeit der Ethanol-
Konzentration bestimmt (Abb. 44).
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Abb. 44: Abhingigkeit der Lcel Aktivitit von der Ethanol-Konzentration, DMP-Assay (pH 4, 30 °C)

Da eine Restaktivitdt von ca. 50% bis zu einem Gehalt von 30% Ethanol (v/v) erhalten werden konnte

und diese durch weiterer Erhohung der Ethanol-Konzentration schnell abfiel, wurde eine Konzentrati-
on von 30% fiir die Umsetzung von Curcumin verwendet.

Curcumin

Bisdemethoxycurcumin

B Demethoxycurcumin

Abb. 45: HPLC-DAD-Analyse der Abbauprodukte der Curcuminoide (Demethoxycurcumin, Bisde-
methoxycurcumin, Curcumin) durch Lecl nach 0 min (A), 30 min (B) und 210 min (C) in 30% Etha-
nol (pH 3, 30 °C, 0,25 mM Curcumin, 0,034 U mL" Lecel)



3 Ergebnisse und Diskussion 118

Wie in Abb. 45 zu sehen, wurde Curcumin rasch umgesetzt und mit fortschreitender Inkubationsdauer
eine Vielzahl an Abbauprodukten gebildet. In der Literatur werden Ferulaséure, Feruloylmethan und
Vanillin als Spaltprodukte des Curcumins (Abb. 43) beim Zerfall in basischer Umgebung (Griesser et
al. 2011; Pfeiffer et al. 2003; Roughley and Whiting 1973; Tennesen and Karlsen 1985; Wang et al.
1997) sowie durch UV-Bestrahlung (Khurana and Ho 1988; Tennesen et al. 1986) oder Umsatz mit
Radikalbildnern (Masuda et al. 1999) beschrieben. Hierbei ist die Hydrolyse von Curcumin in 5%
(w/v) NaOH, bei der eine Ausbeute von 76% Vanillin erreicht werden konnte, hervorzuheben (Rough-

ley and Whiting 1973).

Ebenfalls wurde die Bildung von Dimeren, durch Oxidation mit Radikalbildnern (Masuda et al. 2002)
oder biomimetische Oxidation (P4so Modellsystem) durch H,O, und 5,10,15,20-Tetraarylporphyrinato-
Fe(III) (Chauhan et al. 2003), beschrieben. Masuda et al. (2002) konnten die gebildeten Dimere nur in
reinem DMSO in Losung bringen, was die auflerordentlich schlechte Loslichkeit der Curcumin-
Dimere wiederspiegelt. Bei der Umsetzung von Curcumin mit Lccl und HjP wurde ein gelblich bis
braunes Prézipitat beobachtet, welches unter den fiir die LC-ESI(-)-MS-Analyse gewéhlten Bedingun-
gen nicht in Losung gebracht werden konnte. Hierbei konnte es sich um die in der Literatur beschrie-

benen Dimere oder um weitere Polymerisationsprodukte des Curcumins handeln.

Da in dieser Arbeit ein Gemisch der Curcuminoide eingesetzt wurde, konnen entsprechend auch de-
methoxylierte Degradationsprodukte entstanden sein. Um die fliichtigen Spaltprodukte genauer zu
untersuchen, sollte der Ansatz vergroBBert werden und nach Extraktion iiber eine fraktionierte Destilla-
tion eingeengt werden. Da sich aber herausstellte, dass der Einsatz von grolen Mengen Ethanol hierfiir
nicht geeignet und eine Extraktion iiber Festphasenextraktion (SPME, CAR/PDMS, Daten nicht ge-
zeigt) nicht erfolgreich war, wurde versucht, das Ethanol durch Diethylether und tert-Butylmethylether
zu ersetzten und in einem Zwei-Phasen-System zu arbeiten. Nach Inkubation bei 40 °C fiir 40 h unter
Einsatz von 0,8 U mL™ Lccl konnte eine quantitative Konversion des Curcumins in MTBE und Die-
thylether beobachtet werden. Die hochsten Umsatzraten wurden unter Einsatz von Diethylether/H,O
(50/50 (v/v)) bei einem pH-Wert von 5,5 erhalten (Abb. 46). Bei einem pH-Wert von 3 konnte keine
Abnahme der Curcuminkonzentration beobachtet werden. Daher wurden alle weiteren Untersuchun-

gen bei pH 5,5 durchgefiihrt.
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Abb. 46: Umsatz der Curcuminoide (500 uM) in Diethylether/H,O (50/50 (v/v)) bei 40 °C und pH 5,5
(50 mM NaAcetat-Puffer) mit 0,34 U mL™ Lecl, Einfachbestimmung

Es konnten deutlich voneinander abweichende Umsatzraten der drei Curcuminoide in der Reihenfolge
Curcumin > Bisdemethoxycurcumin > Demethoxycurcumin (Abb. 46) beobachtet werden. Diese
Beobachtung kann damit erkldrt werden, dass die Methoxygruppe an Position zwei des phenolischen
Ringsystems das Redoxpotential erniedrigt, was zu einer schnelleren Umsetzung durch Laccasen fiihrt
(Tadesse et al. 2008). Die anscheinende Zunahme der Konzentration des Demethoxycurcumins ist auf

die Bildung von Produkten zuriickzufiihren, die mit Demethoxycurcumin co-eluieren.

Allgemein ist die Aktivitit der Leel in dem gewdhlten Losungmittelgemisch Diethylether/Wasser
(50/50 (v/v)) deutlich geringer als in 30% (v/v) Ethanol und betrigt im Vergleich nur ca. 10%. Um die
durch die Oxidation gebildeten fliichtigen Produkte niher zu charakterisieren, wurde der Ansatz auf 10
mL vergroBBert. Nach Vigreux-Destillation konnten die moglichen Spaltprodukte Vanillin und Feru-
loylmethan gefunden werden. Das Vermogen von Laccasen, Phenole, wie in dieser Arbeit am Beispiel
der Ferulasdure gezeigt (3.6), rasch zu hohermolekularen Produkten zu polymerisieren, kann zu der
geringen Produktbildung gefiihrt haben. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch die sehr gute Trans-
formation von Vanillin durch Peroxidasen, wie der horseradish peroxidase (HRP), und Laccasen zu
Divanillin (Baumgartner and Neukom 1972; Lahtinen et al. 2009; Nishimura et al. 2010). Daher sollte

untersucht werden, ob Vanillin durch die verwendeten Oxidoreduktasen umgesetzt wird.
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3.7.2  Quervernetzung von Vanillin

Sowohl mit der Laccase aus Mgi als auch der DyP aus Haj konnte eine rasche Quervernetzung von

Vanillin zu bisher nicht bekannten hohermolekularen Di-, Tri- und Tetrameren und zu Divanillin,

welches ebenfalls in geringen Mengen bei der Reifung der Vanille-Schote durch verbliebene Peroxi-

daseaktivitit entstehen kann (Gatfield ef al. 2006), beobachtet werden (Abb. 48). Analog zur Querver-

netzung von Ferulasdure sollten bevorzugt Verkniipfungen iiber eine 5-5- und 4-O-5-Bindung entste-

hen (Abb. 47). Durch LC-ESI(-)-MS/MS sollten die gebildeten Reaktionsprodukte ndher untersucht

werden.
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Abb. 47: Bildung der 5,5- und 5-O-4-Dehydrodivanilline

H
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Abb. 48: LC-ESI(-)-MS Chromatogramm der Reaktionsprodukte nach Inkubation (30 min) von Vanil-
lin bei pH 5 und 30 °C mit HjP

Eine Analyse siamtlicher Reaktionsprodukte iiber GC-EI-MS/MS war auch nach Derivatisierung (Syli-
lierung oder Acetylierung) nicht erfolgreich und wurde daher nicht weiter verfolgt. In Tab. 30 sind die

Fragmentierungsmuster der auffilligsten Peaks der LC-ESI(-)-MS/MS dargestellt.

Tab. 30: Durch ESI(-)-MS (-40 V Kapillarspannung) und durch kollisionsinduzierte Fragmentierung
einzelner Ionen durch ESI(-)-MS/MS (-40 V Kapillarspannung, 15 V Kollisionsenergie) erhaltene

Fragmentierungsmuster ausgewéhlter Oligomerisierungsprodukte des Vanillins

ESI(-)-MS-Fragment-lonen

fte ESI(-)-MS/M 1 k
Stoffe [m/z) SI(-)-MS/MS Spaltprodukte [m/z]
Vanillin 151 (100) 151: 136 (100), 151 (14)
Divanillin 301 (100) 301: 301 (100), 286 (60)
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ESI(-)-MS-Fragment-lonen

it
Stoffe [m/z]

ESI(-)-MS/MS Spaltprodukte [m/z]

451: 451 (100), 423 (20), 408
467:407 (100), 363 (50), 340 (40), 379 (20)

Produkt 2und 3 423 (100), 451 (90), 467 (90)

Produkt 4 301 (100), 286 (50) 301: 301 (100), 286 (50)

453409 (79), 381 (100), 337 (50), 453 (22)
Produkt 5 und 6 453, 435,

435: 407 (100), 435 (30)
""" Prodkt7 451100423000 4sL43000
 Produkts SS7(00, 557301 (100), 273 (80), 245 (30), 557 (10)
 Produkty SST(00) 557301 (100), 273 (80), 245 (30), 357 (10)
 Prodktl0 Islaoo. 601 o) oor151100)
 Podktll o 601 573 (100), 289 (50), 601 (1)

Eine Einordnung der Polymerisierungsprodukte hinsichtlich ihrer Einteilung in Di-, Tri- und Tetrame-
re wurde anhand der durch ESI(-)-MS erhaltenen Molekiil-Ionen getroffen. Zusitzlich zum product
ion scan wurden auch MS/MS Experimente im precursor ion scan zur Bestimmung der ,Mutter-
Ionen* durchgefiihrt. Da die Fragmentierungsmuster nur beschrinkt Informationen bzgl. der Struktur
geben konnen, wurde versucht iiber Vergleich der Fragmentierungsmuster des Vanillins und des Di-
vanillins weitere Hinweise auf die Struktur zu erhalten. Die beiden Molekiil-Ionen des Vanillins und
Divanillins sind unter den gewéhlten ESI-MS Bedingungen (-40 V) sehr stabil und zerfallen nur parti-
ell unter Abspaltung einer Masse von 15 m/z nach kollisionsinduzierter Fragmentierung. Dies kann
auf die Abspaltung eines CH;-Radikals von der Methoxygruppe zuriickgefiihrt werden. Die Produkte
8, 9 und 10 zeigten ein hiervon sehr unterschiedliches Fragmentierungsmuster. Die Substanzen 8 und
9 bildeten ein Fragment-lon mit der Masse 301 m/z, was der Masse eines vollstindigen Divanillinions
[M-H] entspricht. Ferner wurde wieder die charakteristische Abspaltung einer CH;-Gruppe (15 m/z)
von diesen gebildeten lonen beobachtet, welches auf die Grundstruktur des Divanillins hindeutete.
Beim Produkt 10 wurde bereits ohne kollisionsinduzierte Fragmentierung ein Fragment-lon mit der
Masse 151 m/z identifiziert, welches der Masse eines Vanillinmonomers [M-H] entspricht. Diese
Spaltungen konnten nicht im Divanillin, welches 5-5 verkniipft ist, beobachtet werden. Auch in den
weiteren Dimeren 1-4 und Trimeren 5-7 konnte kein solches Fragmentierungsmuster beobachtet wer-
den. Eventuell erfolgte die weitere Verkniipfung zu den Tri- und Tetrameren iiber eine 1-O-4- oder 8-

0-5-Bindung, welche die unterschiedlichen Fragmentierungsmuster hervorrufen (Abb. 49).



123 3 Ergebnisse und Diskussion

H.__O H. _O
0 H;CO
OCH3 OCH; 0
oder + .
H;CO 0 H;CO 0
(0] H
H H 0O
Kopplung
0 H;CO H;CO
o)
H D 5 HO 0
mgl. Abspaltung CO H
R
1-O-4-verkniipftes Trimer 1-O-4 verkniipftes Trimer
R=Vanillinmonomer 5-5 oder 5-0-4 verkniipft
H._O
OCH3; q
H;CO 0 odet
(@)
0]
H
Kopplung
OCHj;
HO
0)
H 0)
H R=Vanillinmonomer 5-5 oder 5-0-4 verkniipft
H5;CO R
0]

8-O-5-verkniipftes Trimer

Abb. 49: Postulierte Bildung des 1-O-4-verkniipften Vanillintrimers und des 8-O-5-verkniipften

Vanillintrimers
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Die Produkte 8 und 9 kdnnten durch Decarboxylierung gebildet worden sein. Die dafiir nétige Carbo-
xylfunktion konnte durch Disproportionierung der Aldehydgruppen (Cannizzaro-Reaktion) entstanden
sein. Da diese Reaktion aber basenkatalysiert ablduft und die enzymatische Umsetzung unter sauren
Bedingungen stattfand, ist dies eher unwahrscheinlich. Eine Strukturaufklérung konnte allein mit den
durch LC-ESI(-)-MS/MS gewonnenen Daten nicht erfolgen. Hierzu kénnten in weiterfithrenden Ar-
beiten die Einzelsubstanzen isoliert und iiber NMR weitere Daten fiir die Bestimmung der Struktur
herangezogen werden. Die bisher nicht beschriebenen Di-, Tri- und Tetramere konnten dhnlich wie
Divanillin (5-5-Dehydrodivanillin), welches in geringen Konzentrationen von 5-50 ppm einen ange-
nehmen, haftfesten und mundfiillenden Geschmackseindruck von Cremigkeit, Sahnigkeit vermittelt,
geschmacksaktiv sein. Eine sensorische Untersuchung nach erfolgter Isolierung kdnnte eventuelles

Potential aufdecken.

H.__O H._0O Oy H
H;CO
H
0)
H;CO O H;CO OCH;
(0) (0] OH
OH HO
(0) Q)
OCH; H5;CO
H H
5-0-4/5-0-4-Dehydrotrivanillin 5-0-4/5,5-Dehydrotrivanillin

Abb. 50: Mogliche Bildung von 5,5- und 5-O-4-verkniipften Trimeren

Weiterhin wurde die praparative Herstellung von Divanillin, welches sich zur Einarbeitung in fettarme
und fettreduzierte Lebensmittel eignet (Gatfield et al. 2006; Reif3 et al. 2004), aus Vanillin untersucht.
Die Peroxidase aus Haj hat sich dabei als sehr effizient erwiesen. So gelang es in einem ersten Ver-
such (pH 5, 30 °C) 20 mg Vanillin innerhalb von 5 h mit einem Umsatz von ca. 90% zu Divanillin
unter Einsatz von 25 U HjP (ABTS, pH 4, 30 °C, regelméfige Zugabe von H,0,) zu transformieren
(Abb. 51). Nach 45 min wurde ein Umsatz von 75% erhalten. Mit der HRP aus Meerrettich wurde
verglichen dazu 1 g Vanillin mit 1000 U innerhalb von 5 min bei 40 °C mit einem Umsatz von 80-

95% transformiert (Nishimura et al. 2010).

Die deutlich erhohte Ausbeute an Divanillin im Gegensatz zu dem in Abb. 48 dargestellten Versuch ist
der um das 100fach erhéhten Konzentration von Vanillin im Ansatz geschuldet, wodurch gebildetes
Divanillin ausfdllt und nicht fiir weitere Quervernetzungen bereitsteht. Hierdurch wird deutlich, dass

die verwendeten Bedingungen sehr grofle Auswirkungen auf das Produktmuster haben.
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Abb. 51: (A) HPLC-UV/Vis Chromatogramm des durch HjP gebildeten Divanillins und (B) Bildung

des Niederschlages wéhrend der Transformation von Vanillin durch HjP

3.7.3 Spaltung von O-Acetylcurcumin durch Lccl

Es konnte gezeigt werden, dass Vanillin schnell durch Leel und HjP zu hdhermolekularen Verbindun-
gen transformiert wird. Um eine Polymerisation des durch oxidative Spaltung von Curcumin gebilde-
ten Vanillins zu verhindern, wurde Curcumin acetyliert. Da hierbei nicht aufgereinigtes Curcumin zum

Einsatz kam, wurde eine Vielzahl an mdglichen O-Mono- und O-Diacetylcurcuminen gebildet (Tab.

31).

Acetylcurcuminoide

Abb. 52: Struktur der moglichen O-Acetylcurcuminoide

Tab. 31: Mogliche O-Acetylierungsprodukte der Curcuminoide Demethoxycurcumin, Bisdemethoxy-

curcumin und Curcumin

Produkt Nummer R1 R2 R3 R4 m/z

Bisdemethoxycurcumin 1 H H H H 307

Demethoxycurcumin 2 OCH3; H H H 337
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Produkt Nummer RI R2 R3 R4 m/z
Curcumin 3 OCH; OCH; H H 367
O-Monoacetylbisdemethoxycurcumin 4 H H COCH; H 349
O-Monoacetyldemethoxycurcumin Sund 5* OCH; H COCH;3; H 379

OCH; H H COCH; 379
O-Monoacetylcurcumin 6 OCH; OCH; COCH; H 409
O-Diacetylbisdemethoxycurcumin 7 H H COCH; COCH; 391
O-Diacetyldemethoxycurcumin 8 OCH; H COCH; COCH; 421
O-Diacetylcurcumin 9 OCH; OCH; COCH; COCH; 451

Die Produkte wurden tiber LC-ESI(-)-MS untersucht, wobei die O-Mono- und O-Diacetate der jewei-

ligen Curcuminoide identifiziert werden konnten. Eine eindeutige Unterscheidung zwischen 5 und 5*

konnte anhand der MS-Spektren nicht erfolgen. Die Einteilung zu 5 und 5* erfolgte willkiirlich an-

hand der Elutionsreihenfolge (Abb. 53).

MIC ounl g,

1-3
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Abb. 53: LC-MS Chromatogramm der gebildeten Acetylcurcuminoide
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Nachfolgend wurde das Vermogen der Lecl hinsichtlich der Transformation der synthetisierten Ace-
tylcurcuminoide untersucht. Dabei konnte ein vollstdndiger Umsatz des O-Monoacetylcurcumins (6)
und O—Monoacetyldemethoxycurcumins (5*) beobachtet werden. Das O-Monoacetylbisdemethoxy-
curcumin (4) und O-Monoacetyldemethoxycurcumin (5) wurden nicht vollstindig umgesetzt (Abb.

54).
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Abb. 54: LC-ESI(-)-MS Chromatogramm der Umsetzung der O-Acetylcurcumine mit Lccl (schwarze

Linie) oder ohne Enzym (graue Linie)

Die O-Diacetylcurcuminoide konnten weder von der Lecl noch LacC aus Trametes sp. und der DyP
aus Haj umgesetzt werden. Bei der Oxidation von Phenolen durch Laccasen ist die Abstraktion des H-
Atoms von der phenolischen Gruppe und damit die Bildung eines Aroxylradikals von entscheidender
Bedeutung (Potthast et al. 1996). Durch die Acetylierung der phenolischen OH-Gruppe wird dies
verhindert und es kommt nicht zur Bildung des Radikals und damit zur Oxidation durch Laccasen wie
auch Peroxidasen. Dies wird auch durch die Tatsache gestiitzt, dass Acetylvanillin nicht durch Lccl
und HjP umgesetzt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Um eindeutig nachweisen zu konnen, dass
Vanillin durch oxidativen Abbau von Curcumin gebildet wird, wurden die O-Monoacetylcurcumine

5* und 6 iiber Diinnschichtchromatographie isoliert und mit Lccl umgesetzt. Eine Abtrennung des O-
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Monoacetylcurcumins (6) vom O-Monoacetyldemethoxycurcumins (5*) konnte iiber die Diinnschicht-

chromatographie nicht realisiert werden.
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Abb. 55: Trennung der synthetisierten Acetylcurcuminoide (1) und der Curcuminoide (2) {iber Diinn-
schichtchromatographie (A) mit dem Laufmittel Dichlormethan: Methanol 9:1. (B) LC-ESI(-)-MS

Chromatogramm der isolierten O-Monoacetylcurcuminoide 5* (schwarz) und 6 (rot), UV-Spur (blau)

Unter den gewihlten Bedingungen wurden 55% des O-Monoacetylcurcumins (22 mg L) oxidativ
gespalten. Dabei wurden 4,75 mg L™ Vanillinacetat erhalten, was einer Ausbeute von 45% (mol/mol)
entspricht. Als eine weitere fliichtige Komponente konnte Feruloylmethanacetat detektiert werden.
Dies verdeutlicht, dass eine Generierung von Vanillin aus Curcumin durch Laccasen und Peroxidasen
prinzipiell moglich ist. Jedoch miissen die Reaktionsbedingungen dahingehend optimiert werden, dass
eine weitere Oxidation des gebildeten Vanillins verhindert wird. Dies kdnnte iiber eine Entfernung des
gebildeten Vanillins durch Adsorbentien (Yoon et al. 2007) erreicht werden. Eine weitere Schwierig-
keit in der Prozessfiihrung stellt die unzureichende Loslichkeit des Curcumins im gewdéhlten pH-
Bereich dar. Eine Uberlegung mit Laccasen und Peroxidasen zu arbeiten, welche bei pH-Werten iiber
pH 7 aktiv sind (Martin et al. 2007), scheint durch die schnelle Bildung des in diesem pH-Bereich
gebildeten Autoxidationsproduktes des Curcumins (Gordon and Schneider 2012; Griesser ef al. 2011)
nicht zielfithrend. Verglichen mit der Gewinnung von Vanillin mit Konzentrationen von iiber 10 g L™
durch die Biotransformation von Ferulasdure durch Amycolatopsis sp (Rabenhorst and Hopp 2000)
oder Streptomyces setonii (Miiller et al. 1998) ist noch viel Forschungsarbeit notwendig, um eine
konkurrenzfahige Synthese von natiirlichem Vanillin durch oxidative Spaltung von Curcumin durch

Laccasen und Peroxidasen zu etablieren.
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4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Laccase (Lccl) aus Meripilus giganteus (Mgi) erfolgreich
isoliert, charakterisiert und kloniert werden. Die erhaltenen Sequenzdaten der Lccl konnten weitere
wichtige Informationen liefern, um die Stabilitdt von Laccasen gegeniiber bipolaren Stoffen und
Metallionen durch protein engineering zu erhéhen. Des Weiteren konnten die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse in der heterologen Expression der Lecl fiir die Etablierung eines E.coli-
Expressionssystems fiir Laccasen pilzlichen Ursprungs genutzt werden. Um jedoch gegeniiber der
Expression in eukaryontischen Wirten vergleichbare Ausbeuten an rek. Laccase zu erhalten, miisste in
weiterfilhrenden Arbeiten die Loslichkeit und Aktivitdt der exprimierten rek. Lccl deutlich erhoht
werden. So konnte die Expression ohne natives Signalpeptid, mit einem E.coli-eigenen Signalpeptid
sowie die Variation des Zeitpunktes der Chaperoninduktion einen signifikanten Einflu3 auf die
Ausbeute haben. Weiterhin konnten in zukiinftigen Arbeiten weitere Chaperonsysteme und auch die
Expression als Fusionsprotein mit verschiedenen Tags die Loslichkeit deutlich verbessern. Dies
konnte ebenfalls durch gerichtete Evolution der Lccl gelingen. Sollte dies nicht erfolgreich sein,

konnten auch Strategien zur Riickfaltung der inclusion bodies untersucht werden.

Unter Zuhilfenahme der zur Verfiigung stehenden Informationen aus der Genom-Sequenz des engen
Verwandten Auricularia delicata konnte es gelingen, die DNA-Sequenzen der in dieser Arbeit isolier-
ten DyPs aus Hirneola-auricula-judae erfolgreich zu amplifizieren. Dass diese Vorgehensweise er-
folgversprechend sein kann, zeigte die erfolgreiche Amplifikation der Teilsequenz einer DyP aus Psa.
Durch weitere PCR-Amplifizierung zum 5’- und 3’-Ende konnte in weitergehenden Arbeiten die
komplette Sequenz der PsaDyP erhalten werden. AnschlieBend bestiinde die Moglichkeit, die DyP
heterolog zu exprimieren und zu charakterisieren. Das beschriebene Verfahren kénnte noch auf weite-
re Pleurotus-Spezies ausgeweitet werden, um neue bisher unbekannte DyPs zu identifizieren und

verfiigbar zu machen.

Fiir beide Oxidoreduktasen konnte ihr Potential in einer moglichen Anwendung in der Lebensmittelin-
dustrie durch die erfolgreiche Quervernetzung von Ferulasdure als auch die oxidative Spaltung von
Curcumin unter Bildung von Vanillin demonstriert werden. Durch die Wahl eines geeigneten Lo-
sungsmittelsystems sowie die Verhinderung einer weiteren Polymerisierung des Vanillins konnte die
Ausbeute an Vanillin deutlich gesteigert werden. Wenn zukiinftig die kostengiinstige Bereitstellung
von Laccasen und Peroxidasen geldnge, wére die Etablierung einer Alternative zum aktuellen Verfah-
ren zur Herstellung von natlirlichem Vanillin durch Fermentation denkbar. Mittels oxidativer Quer-
vernetzung des Vanillins wurden bisher unbekannte neue geschmacksaktive Substanzen gebildet,

deren mdgliches sensorisches Potential in weiterfiihrenden Arbeiten ndher untersucht werden konnte.
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