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1 Zusammenfassung

Im Projekt ,Entwicklung eines effizienten Zwei-Enzym-Systems aus einer Arylalkohol-
Oxidase und einer Peroxidase zum umweltschonenden und sicheren Aufschluss von
Lignocellulose” wurde eine Arylalkohol-Oxidase aus dem Basidiomyceten Pleurotus
sapidus in drei verschiedenen Wirtsorganismen, dem Bakterium E. coli, der Hefe
Hansenula polymorpha und dem Basidiomyceten Coprinopsis cinerea rekombinant
dargestellt. Dabei konnten die héchsten Aktivitatsausbeuten von ca. 90 U L™*mit dem
Basidiomyceten C. cinerea erzielt werden. Die Klonierung der fir das zweite Enzym,
eine Dyp-Typ Peroxidase (DyP) aus P. sapidus, kodierenden DNA, in C. cinerea
verlief zwar positiv, jedoch konnten keine Aktivitatsunterschiede hinsichtlich des DyP
spezifischen Substrates p-Carotin zwischen DyP-Transformanten und Kontroll-
Transformanten festgestellt werden. Daher wurde fur die Abstimmungsversuche des
Zwei-Enzym-Systems die von der Firma AB Enzymes (Darmstadt, Deutschland)
heterolog in T. reesei produzierte DyP verwendet. Dabei konnte nach
Optimierungsversuchen gezeigt werden, dass das Zwei-Enzym-System das
Ligninmodellsubstrat Syringol (DMP, 2,6-Dimethoxyphenol) lber einen langeren
Zeitraum oxidieren konnte als das einfache System bestehend aus der Peroxidase
und dem bendtigten Cofaktor H,O,. Das hinsichtlich Syringol optimierte Zwei-Enzym-
System wurde anschlieBend auch zur technischen Bleichung von mit p-Carotin
gefarbter Molke eingesetzt. Auch hier zeigte sich der deutliche Vorteil gegentber

dem einfachen Enzym-System bestehend aus DyP und H,0O,.

2 Anlass und Zielsetzung

Lignocellulosen, komplexe Materialien aus den beiden am h&aufigsten in der Natur
vorkommenden Polymeren Cellulose/Hemicellulose und Lignin, sind in der Natur
ubiquitar nachwachsende Rohstoffe (Holz, Stroh). Basidiomyceten sind in der Lage,
auf diesen komplexen Materialien durch Sekretion geeigneter Lignin-abbauender
(lignolytische) Enzyme zu wachsen. Die wichtigsten Vertreter dieser lignolytischen
Enzyme sind Peroxidasen, die Wasserstoffperoxid (H,O,) als Cofaktor benétigen. In
der Natur wird dieses durch andere Enzyme, wie z.B. Arylalkohol-Oxidasen (AAO)

zur Verfigung gestellt. Bei technischen Applikationen, in denen Peroxidasen zum
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Einsatz kommen, muss dem System instabiles und ggf. explosives H,0O, sequentiell
zugefuhrt werden. Gegenstand dieses Projekts ist daher die Etablierung eines Zwei-
Enzym-Systems bestehend aus einer DyP-Typ Peroxidase (DyP) und einer AAO.
Dabei wird neben der Abstimmung beider Enzyme aufeinander besonderes
Augenmerk auf die gemeinsame rekombinante Produktion der AAO und der DyP
gelegt. Ziel ist es, die Koexpression beider Enzyme in einer Zelle zu erreichen und
H,O, als Nebenprodukt der AAO-vermittelten Reaktion als Cosubstrat fur die DyP

verfugbar zu machen.

3 Ergebnisse

3.1 Rekombinante Darstellung einer Arylalkohol-Oxidase (AAO)und einer Dyp-Typ

Peroxidase

Das Gen aao, das fur eine Arylalkoholoxidase (AAO) aus dem Basidiomyceten
Pleurotus sapidus codiert, wurde in verschiedene Expressionsvektoren kloniert, um
eine rekombinante Darstellung in einem Prokaryoten (E. coli), einem Ascomyceten
(Hansenula polymorpha) und einem Basidiomyceten (P. sapidus, Coprinopsis
cinerea) zu ermoglichen. Des Weiteren wurde die genomische Sequenz der Dyp-Typ
Peroxidase (DyP) aus P. sapidus in einem Expressionsvektor fir die rekombinante

Darstellung in einem Basidiomyceten kloniert.

3.1.1 AAO Produktion in E. coli

Bereits im ersten Jahr des geférderten Vorhabens konnte mit Hilfe des pCold-
Systems unter Verwendung der Vektoren pGro7 (Chaperonplasmid) und
pColdI-AAO-K5" (Expressionsplasmid) die AAO in E. coli rekombinant hergestellt
werden. Mit diesem System konnte die Loslichkeit des Zielproteins gegeniber
anderen getesteten Expressionssystemen zwar erhéht werden, dennoch wurde die
rekombinante AAO hauptsachlich in inclusion bodies eingeschlossen. Die Reinigung
des Zielproteins erfolgte daher unter denaturierenden Bedingungen, um
ausreichende Mengen AAO fur eine Riuckfaltung und anschliel3ende
Charakterisierung zu gewinnen. Der Western Blot zum Nachweis der P. sapidus AAO
wurde im Anschluss an eine native PAGE bzw. denaturierende PAGE durchgefihrt.
Fur die Herstellung des Antiserums wurde ein exponierter Proteinbereich auf Basis

6
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des Strukturmodells der AAO und Homologieuntersuchungen mit 22 mutmallichen
AAOs aus C. cinerea, der AAO aus Pleurotus eryngii und der P. sapidus AAO
ausgewahlt und die  Aminosauresequenz NQSFDNLFRDSSEFNA  als
Antigendeterminante bestimmt (Abb. 1). Die Synthese des Peptids und die
Produktion der Antikérper in Kaninchen wurden von der Firma Eurogentec (Seraing,

Belgien) durchgefuhrt.

:;KLS INGTFNSYVGHASCAPRTNLGSFLSSADPTLPEK- fWFQﬁQN tHIR--TH

FN PTLPDQ-- ~FLTGPL YTH--GN w / 367 Ala

----------------- PLAELQRK--WEDERRT! S3%: 5 5G- - SN
VLTLDPNARAQ--AFGERFATRUEITLG-~TN

-— ALVRDPIACAA--ALEBENT I
- GQPSFAVDEAEAFAI0ONG
AAND- ———mm oo NSSAPPFP-GDPLEAZMT]

APPMDEALCAMA!
GAIPPPVDPDAAYEMUKKE
EAF‘FPVSP—ACALA&CA R
PVEPPPFDYEEALQWQQA g

TT-- - ATHLEPVDEAEALAGHCANG

tASSNF- == === =mm = mmmmmm e ALEPPPYDNDEANASEEQ HENSSHE0 SG -1 SN
Cop_1427 :fNV TLDQ-- 11 'VVEGHVLE-MTT ANGV--TN
lcb_RAO_PS : EENA} —DLD’HTNl iALI--AN
PER_3FIMB F NV--DEDEE TN RS IRIALT -~ AN
Cop_12937 :AGGNGFNPEGRGPS-------------NVIAFPNLYQLFGTGASS IVNIRSSISSWAASQ

Abb. 1: (links) Die Aminosauresequenz (ASS) von 22 mdglichen AAOs aus C. cinerea (Cop) wurden
mit AAOs aus Pleurotus eryngii (PER) und P. sapidus (Icb_AAO_PS) verglichen (aligned). Die fr
C. cinerea spezifischen ASS wurden fir die Peptidsynthese und Antikdrperproduktion verwendet.

(rechts) Eine drei-dimensionale Proteinstruktur der P. sapidus AAO wurde mit Hilfe von SWISS-

MODEL auf der Grundlage der Kristallstruktur der P. eryngii AAO (3FIM) berechnet (Fernandez et al.

2009).
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Abb. 2: Western Blot der rekombinanten Arylalkoholoxidase. A: riickgefaltete AAO* (1), Marker -
PageRuler Plus prestained protein ladder, Fermentas (M). B: riickgefaltete AAO* (1), unter
Coexpression mit Chaperonen exprimierte AAO nach Zellaufschluss in der I6slichen Fraktion (2),
Marker — Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas (M)
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Die in E. coli exprimierte und ruckgefaltete AAO (AAO*) aus P. sapidus wurde mittels
Western Blot und AAO-spezifischen Antikbrpern nachgewiesen (Abb. 2). Die
gereinigte AAO* wurde im Western Blot selektiv mit einem Molekulargewicht von ca.
63 kDa nachgewiesen. Das rekombinante Enzym wurde nativ, wie auch denaturiert
mittels Western Blot detektiert. Die nach dem Strukturmodell ausgewahlte
Antigendeterminante befindet sich demnach an der Oberflache des Enzyms, so dass
eine Antikorperbindung auch am nativen Enzym moglich ist.

Auch die unter Coexpression der Chaperone (GroEL/GroES-Triggerfaktor)
produzierte AAO wurde spezifisch mittels Antikérper in der l6slichen Fraktion
detektiert. Allerdings wurde hier auch eine weitere Bande mit einem
Molekulargewicht von ca. 126 kDa nachgewiesen. Dabei kdnnte es sich um dimere
Aggregate der AAO handeln. In gereinigter Form liegt die AAO dauerhaft als
Monomer vor. Im Gegensatz dazu neigt das Enzym, wenn es nach dem

Zellaufschluss ungereinigt gelagert wird, dazu zu dimerisieren.

3.1.2 Produktion in H. polymorpha

Die im ersten Jahr des Vorhabens durchgefiihrte cytosolische als auch sekretorische
Darstellung der AAO in der Hefe H. polymorpha lieferte unterschiedliche Ergebnisse.
So konnte bei der sekretorischen Expression keine AAO nachgewiesen werden,
wohingegen bei der cytosolischen Expression mit Hilfe des His-Tags positive
Transformanten detektiert wurden (Abb. 3). Allerdings waren die Aktivititen der
rekombinanten AAO geringer als in E. coli, so dass von einer weiteren Optimierung

der H. polymorpha Transformanten abgesehen wurde.
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Abb. 3: Vergleich der AAO-Gehalte von Gesamtzellextrakt und intrazellulérer I6slicher und unléslicher
Fraktion von Stamm RB11/pFPMT-H1-M-AAO(28-593)-H6 # 11-11. Stamm 11-11 wurde wurde im
3ml-Reagenzmalstab fur 48 Std. bei 37°C und 180rpm in Phosphat-gepuffertem YP/YNB (pH6 mit
0,1M KPi) kultiviert.. AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakt sowie intrazellulare I6sliche und
unlésliche Fraktion prapariert. Das Pellet der intrazellularen unléslichen Fraktion wurde im Volumen
der zugehorigen loslichen Fraktion in Probenpuffer riickgel6st. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
(reduzierende Bedingungen) und Western Blot analysiert. Die Produktbande ist mit einem Pfeil
markiert.

3.1.3 Produktion in einem Basidiomyceten

Um die aufwendige Isolierung und Rickfaltung der AAO aus E. coli zu umgehen,
wurde bereits Ende des ersten Jahres mit der rekombinanten Darstellung der AAO in
einem Basidiomyceten begonnen. Dazu wurden die fir die P. sapidus AAO und DyP
kodierenden Gene jeweils in einen bereits flr Laccasen positiv getesteten
Expressionsvektor kloniert (Kilaru et al. 2006). Dieses Plasmid enthéalt einen
konstitutiven Promoter aus dem Champignon, Agaricus bisporus, der bei
verschiedensten Transformationen von Enzymen aus Basidiomyceten positive
Ergebnisse liefert. Die beiden so generierten Plasmide pYIG1 und pYIG2 wurden als

Expressionsvektoren bei den Transformationsversuchen eingesetzt (Abb. 4).
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Abb. 4: Expressionsplasmid fur die AAO (pYIG1) and DyP (pY1G2). gpdIll — Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase aus Agaricus bisporus; f1(+)Replikationsursprung (origin of replication) fur
einzelstrangige Replikation; ura3 — Uracil Marker fur Hefe Auxotrophie; 2um ori —
Replikationsursprung fiir Saccharomyces cerevisiae; ampR — Ampicillin Resistenz Gen; oriEC —
Replikationsursprung fur E. coli; pabl — p-Aminobenzoesaure-Synthase

3.1.4 Transformation von P. sapidus mit verschiedenen Selektionsplasmiden

Zur rekombinanten Produktion der DyP und AAO in P. sapidus (homologe
Expression) musste ein Selektionsmarker gefunden werden. Da es bisher keinen
auxotrophen P. sapidus Stamm gibt, wurden verschiedene, das Hygromycin
Resistenzgen (Hygromycin B Phosphotransferase hygB) enthaltende Plasmide
eingesetzt (pVV26, pBSH-TEFF; Zuccaro et al. 2009). Die Transformation von P.
sapidus wurde auf Grundlage des bereits im Labor etablierten C. cinerea
Transformationsprotokolls von Doérnte und Kies (2012), basierend auf der PEG-
vermittelten Transformation von Binninger et al. (1987) durchgefihrt. Dabei wurde
anstelle der bei P. sapidus fehlenden Konidiosporen vegetatives Myzel verwendet.
Mit beiden Plasmiden konnten leider keine positiven Transformanten erzeugt werden.
Daher wurde wie bereits fur pYIG1l und pYIG2 beschrieben, das Hygromycin
Resistenzgen hygB aus dem Plasmid MV3 (ARTES Biotechnology) amplifiziert und
anschlieBend Uber homologe Rekombination in der Backerhefe S. cerevisiae in das
linearisierte Plasmid pYSK7 eingebracht. Das so erhaltene Plasmid pYIG3 wurde fir
einen weiteren Transformationsversuch in P. sapidus und parallel in dem Tintling C.
cinerea verwendet. Auch hierbei konnten fur beide Basidiomyceten keine positiven
Transformanten generiert werden. Ein weiteres bereits im Speisepilze A. bisporus
positiv verwendetes Plasmid (pBGgHg, Chen et al. 2000) erbrachte ebenfalls keine
positiven Transformanten. Daher wurde fur die Expression von AAO und DyP ein
bereits etabliertes Transformationssystem im Basidiomyceten C. cinerea verwendet.

Der fur die Transformation verwendete C. cinerea Stamm FA2222 hat eine

10
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Tryptophan-Auxotrophie, die sich durch den Selektionsvektor pCc1001 (trp”,
Binninger et al. 1987) kompensieren lasst.

3.1.5 Rekombinante Darstellung der AAO in C. cinerea

Das Plasmid pYIG1 (AAO) wurde zusammen mit dem Selektionsvektor pCcl001
(trp") in C. cinerea transformiert. Mittels PCR positiv getestete Klone wurden in
Flussigkulturen auf ihre AAO-Aktivitat getestet. Dabei konnten im Kulturiberstand
des Transformanten pYIG1-1-5 Aktivitaten von bis zu 90 U L erzielt werden
(Abb. 5).

100 -

——1-1-12
---1-1-11
—A—1-1-2

——1-1-5

AAO [U LY]

——1-1-6
pCc1001,1
pCc1001,2

Abb. 5: AAO-Aktivitat von 5 pYIG1-Transformanten (1-1-x) und 2 Kontroll-Transformanten (pCc1001)
in YMG Flussigkulturen

3.1.6 Aufreinigung der in C. cinerea exprimierten AAO

Um eine ausreichende Menge rekombinanter AAO zur Verfiigung zu haben, wurde
der AAO-Transformant 1-1-5 in einem Bioreaktor fir 6 Tage kultiviert. Der
Kulturiberstand wurde vom Myzel getrennt und grol3e Moleklle mittels Cross-Flow
Filtration (> 300 kDa) entfernt. AnschlieRend wurde die AAO (ber eine
Anionenaustausch-chromatographie (IEX) und eine GréRenausschlusschromato-
graphie (SEC, Abb. 6) mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) gereinigt
(Tabelle 1). Dabei konnte die spezifische Aktivitdt um den Faktor 9,1 erhéht werden.
Die Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot (Abb. 7) zeigt eine deutliche
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Reduktion der Anzahl der Banden und bestatigt somit die nach der SEC erhdhte
spezifische AAO-Aktivitat. Im Western Blot wurden nach der SEC zwei Banden von
ca. 62 kDa und 84 kDa detektiert. Die 62 kDa Bande entspricht in etwa dem
kalkulierten Molekulargewicht von 64 kDA, bzw. der rekombinanten E. coli AAO-
Bande von 63 kDa (Abb. 2). Die gréRere Bande konnte eine verstarkte
Glycosidierung des rekombinanten Enzyms  darstellen. Versuche  zur
Deglycosidierung der AAO sind geplant. Weiterhin wurden bereits beide Banden aus
dem SDS-PAGE-Gel ausgeschnitten, welche nach tryptischem Verdau per ESI-LC-

MS/MS ansequenziert werden sollen.

A E e C D — Fractions

Rack PoA. B c D
Tube#:1 34561 2 3 45612 3 45612 3 45686
....... b i ———

T R R |

180 1- 10076 Buffer B

160 0.01%5

140 0.01gh
— 120 00125
2 <

100 ]
- e ]
: +
© h* 0016p o
> 80 .5 ]
kv 35 0.00]
< 60 - ]
0 =S
I = 0008
< 40

20 4 UOOQ—M/\

-20 0 [m_;'

AU Zeit [min]

Abb. 6: GréRenausschlusschromatographie (SEC): UV-Chromatogramm (blau), Fraktionen Al bis D6
und AAO-AKktivitat (lila) der einzelnen Fraktionen.

Tabelle 1: Reinigung der AAO aus dem Kulturiiberstand des Transformanten 1-1-5

Reinigungsschritt Volumen | Aktivitat | Aktivitat | Protein | Aktivitat | Faktor
[mL] [UL] [U] [mg/L] [U/mg]

Kulturiberstand 750 91 69 40,6 2,3 1,0
Querstromfiltration 650 50 32 241 21 0,9
(Cross-Flow)

FPLC IEX 40 189 7,6 18,1 10,4 4,5
Umpuffern fur SEC 13,5 210 2,8 20,1 10,5 4,6
FPLC SEC 14 176 2,5 8,4 21,0 9,1

12
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Abb. 7: SDS-PAGE (oben) und Western Blot (unten) von Reinigungsschritten der AAO:
Kulturiiberstand (1), nach Cross-Flow Filtration (2), nach IEX (3) und Fraktionen B4-C2 (4-8) der SEC
(vgl. Abb. 5), sowie des Markers (Prestained Protein Ladder, M).

3.1.7 Produktion einer DyP in C. cinerea

Das Plasmid pYIG2, das ein Dye-decolorizing Peroxidase (DyP) codierendes Gen
aus P. sapidus enthélt (Abb. 4), wurde erfolgreich in C. cinerea transformiert. Mittels
PCR konnten aus 27 getesteten Klonen 6 positive Klone identifiziert werden. Dazu
wurden die fur die Plasmidkonstruktion verwendeten Primer eingesetzt (Abb. 8).
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— 5000 bp

3000 bp
2500 bp

-2000bp
1500 bp

— 1000 bp

500 bp

Abb. 8: Agarosegelelektrophorese von PCR-Produkten einiger pYIG2 Transformanten, neg. Kontrolle,
pos. Kontrolle

Funf dieser Transformanten wurden in YMG-Medium bei der fir C. cinerea optimalen
Wachstumstemperatur von 37 °C und bei der am Institut fir Lebensmittelchemie und
Lebensmittelbiotechnologie verwendeten Standardtemperatur von 24 °C kultiviert.
Die  Enzymaktivitatt gegenlber dem  Substrat ABTS [2,2'-Azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure)] wurde Uber einen Verlauf von 8 Tagen gemessen
(Abb. 9, 10). Bei 24 °C zeigte der Transformant 1-11 nach 6 Tagen die hdchste
Aktivitat von ca. 80 U L™ bei 37 °C zeigte der Transformant lediglich Aktivitaten von
ca. 40 U L™ Allerdings konnten auch bei Kontroll-Transformanten Peroxidase-
Aktivitaten von bis zu 30 U L™ bei einer Kultivierungstemperatur von 37 °C gemessen
werden. Eine anschlieBende Aktivitdtsbestimmung mit dem DyP-spezifischeren
Substrat p-Carotin zeigte dagegen keine deutlichen Unterschiede zwischen DyP- und
Kontroll-Transformanten. Die Aktivitdt der Kontroll-Transformanten stammt von
homologen C. cinerea Peroxidasen. Da es auch durch die Transformation selber
durch Integration des Plasmids zu einer Regulierung der Expression von
Peroxidasegenen kommen kann, ist durch die hier angegebenen Ergebnisse nicht
eindeutig zu belegen, dass die Aktivitdt in den pYIG2-Transformanten durch die
P. sapidus DyP hervorgerufen wurde. Fur die weiteren Arbeiten zur Abstimmung des
Zwei-Enzym-Systems wurde daher die in T. reesei rekombinant hergestellte DyP (AB
Enzymes) verwendet.
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Abb. 9: Peroxidase-Aktivitat (ABTS) in Kulturiiberstdanden von pYIG2 Transformanten und drei
Kontroll-Transformanten (P.3-x-Kontrolle), die bei 24 °C und 37 °C kultiviert wurden.
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Abb. 10: Peroxidase-Aktivitat (s-Carotin-Assay) in Kulturiberstanden von pYIG2 Transformanten und
drei Kontroll-Transformanten (P.3-x-Kontrolle), die bei 24 °C und 37 °C kultiviert wurden.

3.2 Charakterisierung der rekombinanten AAO aus E. coli

Die in E. coli rekombinant produzierte und ruckgefaltete AAO* wurde gereinigt und
hinsichtlich ihrer biochemischen Eigenschaften charakterisiert.
16
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3.2.1 Bestimmung des pH-Optimums

100 +

90 -

70 -
60 -
50 A

40 -

relative Enzymaktivitat [%]

=@=Vicllvaine-Puffer
20 -

== Natriumphosphatpuffer pH 6

10 - Natriumacetatpuffer

pH

Abb. 11: Das pH-Optimum der riickgefalteten AAO* wurde mit Veratryalkohl als Substrat und
verschiedenen Puffern bestimmt.

Mit dem Mcllvaine-Puffer wurde ein Bereich von pH2-8 und mit dem
Natriumacetatpuffer eine Bereich von pH 3-6 untersucht. Bei beiden Puffern wurde
die hochste AAO*-Aktivitat bei pH5 gemessen (Abb. 11). Das bestimmte
pH-Optimum ist vergleichbar zu denen anderer AAOs (Guillen et al. 1992). Zusétzlich
wurde die Aktivitdt der rekombinanten AAO* in Natriumphosphatpuffer, der in der

Literatur haufig verwendet wird, zu pH 6 bestimmt.
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3.2.2 Bestimmung des Temperaturoptimums

100
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Temperatur in °C

relative Enzymaktivitat [%]

Abb. 12: Mit Hilfe des AAO*-Assays wurde die Abhangigkeit der AAO-Aktivitat von der Temperatur
untersucht.

Die Bestimmung der optimalen Temperatur fur die rekombinante AAO* wurde unter
Verwendung des Veratrylalkohol-Assays durchgefihrt. Dafir wurde der Assay in
einem Temperaturbereich von 20 °C bis 80 °C in 10 °C Schritten durchgefuhrt. Fur
jede Messung wurde das Enzym 5 Minuten vortemperiert und anschliel3end eine 10
mindtige Messung durchgefihrt. Die Umsatzgeschwindigkeit war bei allen
Messungen Uber mindestens drei Minuten stabil. In Abb. 12 ist die relative
Enzymaktivitat in  Abhangigkeit von der Temperatur aufgetragen. Fur die
rickgefaltete AAO* wurde ein Temperaturoptimum von 60 °C ermittelt. FUr andere
AAOs sind in der Literatur Temperaturoptima zwischen 45°C und 55 °C
beschrieben.

3.2.3 Bestimmung der kinetischen Parameter Ky und kcat

Die Kinetiken wurden anhand des optimierten AAO*-Assays mit verschiedenen
Substraten bestimmt. Als Substrat wurden die primaren Alkohole Benzyalkohol,
p-Anisalkohol, Veratrylalkohol und Zimtalkohol verwendet (Abb. 13, Tabelle 2). Fur
die Oxidation von Benzylalkohol wurden 30 uL AAO* in den Assay eingesetzt.
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Tabelle 2: Kinetische Parameter fiir die rekombinante (E. coli) und riickgefaltete AAO* aus P. sapidus sowie
im Vergleich die Konstanten fir die rekombinante (E. coli) und rickgefaltete AAO* aus P. eryngii und die
Wildtyp AAO aus P. eryngii.

rickgefaltete AAO* rlckgefaltete AAO* AAO

P. sapidus P. eryngii® P. eryngii®
Benzylalkohol
Km 629 873 840
kcat 34 30 59
kcat Kyt 55 35 70
Veratrylalkohol
Kwm 270 541 410
kcat 98 99 143
kcat Kyt 361 172 349
p-Anisalkohol
Kwm 55 37 40
kcat 154 134 239
kcat Kyt 2808 3870 5970
Zimtalkohol
Kwm 789
kcat 67 n.b. n.b.
kcat Ky™ 85

Ky in uM, kcat in s™, kcat Ky in s~ mM™, n.b. nicht bestimmt, ® Ruiz-Duefias et al. 2006, ° Guillén et al.
1992. Alle Fehlergrenzen lagen unter 20% der Mittelwerte.

Weiterhin wurde Coniferylalkohol als Substrat verwendet. Coniferylalkohol wurde durch die
AAO* umgesetzt. Die AAO* wies gegenuber Coniferylalkohol eine Aktivitat von
13 U L™ + 7% bzw. eine spezifische Aktivitat von 2,4 U mg™ + 10% auf.

Die Werte sind vergleichbar zu den fur die P. sapidus AAO* wie auch fur die AAO* aus
P. eryngii ermittelten Werten (Ruiz-Duefias et al. 2006).

Fir eine heterolog in Emericella nidulans exprimierte AAO aus P. eryngii wurde fur
Zimtalkohol ein Ky von 708 pM (kcat: 65 s™; kcat Ky™: 78 s* mM™) bestimmt (Ferreira et
al. 2005). Diese Werte sind ebenfalls mit den fir die rekombinante AAO* aus P. sapidus

bestimmten Werten vergleichbar.

3.3 Optimierung des Zwei-Enzym-Systems zur Oxidation von DMP

Zunachst wurden die optimalen Reaktionsbedingungen fiir den Umsatz von DMP
(2,6-Dimethoxyphenol, Syringol) durch die heterolog exprimierte DyP aus P. sapidus

bestimmt. Dabei wurde gezeigt, dass die hochste Aktivitat des Enzyms flr den Umsatz
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von DMP bei pH 4,5 liegt. Die riickgefaltete AAO* hat bei diesem pH-Wert eine Aktivitat
von 90%. Eine Umsetzung von DMP durch die DyP bei pH 6 wurde nicht nachgewiesen.
Daher wurde das Zwei-Enzym-System bei pH 4,5 etabliert. Die hdochste Enzymaktivitat
zeigte die DyP bei einer Temperatur zwischen 20 und 30 °C. AulRerhalb dieses
Temperaturbereiches sank die Aktivitat deutlich ab. Da die Aktivitat der AAO* bei 30 °C
hoher als 55% ist, wurde das Zweienzymsystem bei 30 °C etabliert.

Im optimierten Zwei-Enzym-System (Tabelle 3) wird H,O, kontinuierlich von der AAO* zur
Verfligung gestellt, welches von der DyP umgehend verbraucht wird. Im Vergleich zur
Positivkontrolle wird DMP langer umgesetzt (Abb. 14). Bei der Negativkontrolle wurde ein
minimaler Umsatz beobachtet, der jedoch nach ca. 2 Minuten bereits stagnierte und daher
vernachlassigt werden kann. Parallel zum Umsatz des DyP-Substrates wurde der Umsatz
von Veratrylalkohol kontrolliert (Abb.15). Nur im Zwei-Enzym-System wird Veratrylalkohol

oxidiert und H,O, im Assay produziert.

Tabelle 3: Zwei-Enzymassay fur DMP optimiert

Zwei-Enzym-System Positivkontrolle Negativkontrolle
AAO* (16,2 U mg™)? 25 pL - pL - uL
DyP? 20 L 20 L 20 pL
Puffer® 85 pL 85 pL 85 pL
DMP* 10 pL 10 pL 10 pL
H,0,° - pL 50 pL - pL
H,O 50 pL 0 pL 50 puL
Veratrylalkohol® 10 pL 10 L 10 uL
Ruckfaltungspuffer - uL 25 pL 25 pL

"5mU «° 77 nM « ° Natriumacetatpuffer (50 mM, pH 4,5) « * 100 mM gelost in 30 % Ethanol « > 0,125 mM «
® 100 mM in Puffer
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Abb. 14: Umsatz von DMP durch das AAO*-DyP-Zwei-Enzym-System in 50 mM Natriumacetatpuffer bei pH

4.5 und 30 °C und die DyP mit H,O, bzw. ohne H,0O, im Vergleich.
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Abb. 15: Parallel zum DMP-Umsatz gemessene Oxidation von Veratrylalkohol im AAO*-DyP-Zwei-Enzym-

System bzw. DyP mit und ohne H202 im Vergleich.
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3.4 Optimierung des Zwei-Enzym-Systems zur Oxidation von Annatto

Anhand der getesteten Oxidation von ABTS und DMP mit dem Zwei-Enzym-System wurde
im zweiten Jahr die Oxidation des industrierelevanten Farbstoffs Annatto durchgefihrt.
Der Abbau von Annatto erfolgte bei pH 4,5. Dieser pH-Wert wurde gewahlt, da dieser dem
pH-Wert der Molke entspricht.

Die fur den Abbau von Annatto bendtigte H,O,-Menge ist vergleichbar mit der Menge fur
die Oxidation von ABTS. Daher muss auch fir den Umsatz dieses Substrates die
AAO-Konzentration niedrig gehalten werden, um eine Hemmung der DyP durch eine zu

rasche H,O»-Produktion zu verhindern.

Tabelle 4: Zwei-Enzymassay fur Annatto optimiert

Zwei-Enzym-System  Positivkontrolle Negativkontrolle
AAO (6,2 U mg™h? 10 pL - uL - uL
DyP? 20 pL 20 pL 20 pL
Puffer® 100 pL 100 pL 100 pL
H,0,* - pL 50 pL - pL
H,O 50 pL 0 pL 50 puL
Veratrylalkohol® 20 pL 20 pL 20 pL
Ruckfaltungspuffer - pL 10 pL 10 pL
10,3 mU + © 5400 nM  ° Natriumacetatpuffer (50 mM, pH 4,5) mit Annatto (0,3%) * * » 0,25 mM > 100 mM in
Puffer
1,0
0,8 AAO-DyP
® o o
£ 0,6- .
= .°"°-... H,0,-DyP
E ® o o ® o o o o o o
= 0,4
0,2-
0,0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Zeit in min

Abb. 16: Abbau des Farbstoffs Annatto bei pH 4,5 durch das AAO-DyP-Zwei-Enzym-System und durch die
DyP mit H202 im Vergleich. Ohne die Zugabe von H202 wurde kein Umsatz durch die Dyp detektiert.
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Abb. 17: Parallel zum Annatto-Abbau gemessene Oxidation von Veratrylalkohol im AAO-DyP-Zwei-Enzym-
System bzw. DyP mit H202 im Vergleich.

Im Vergleich zur Positivkontrolle wurde beim optimierten Zwei-Enzym-System Annatto
effizienter und schneller abgebaut (Abb. 16). Durch die kontinuierliche Zufiihrung von H;0,
durch die AAO wurde die Umsatzgeschwindigkeit der DyP gegentber einer einmaligen
Gabe von H,O, gesteigert. Bei der Positivkontrolle ist die Anfangskonzentration des
Cosubstrates zum Erreichen der maximalen Anfangsgeschwindigkeit zu hoch. Diese
Problematik kann durch die systeminterne Produktion von H,O, durch die AAO umgangen

werden. Die Negativkontrolle zeigte keinen Substratumsatz.

3.4.1 Bleichung von Molke mit Hilfe des Zwei-Enzym-Systems

Die verwendete Molke (Strothmann reine Molke; pH 4,5) wurde pur bzw. mit Annatto
versetzt (30 pL Annatto auf 10 mL Molke) eingesetzt. Die Assayzusammensetzung
(Tabelle 4) wurde auf 1 mL hochskaliert. Anstelle des Puffers wurde Molke eingesetzt.
Eine Bleichung der gefarbten Molke war mit dem Zwei-Enzym-System aus AAO und DyP
moglich (Abb. 18). Beide Enzyme sind auch unter den in der Molke gegebenen
Bedingungen aktiv. Gegenuber der Positivkontrolle wurde der Umsatz durch das
optimierte Zwei-Enzym-System gesteigert. Bei der ungefarbten Molke war keine Bleichung
erkennbar. Bei der Molkebleichung wird der Vorteil des Zwei-Enzym-Systems besonders
deutlich. Die Bleichung von Molke erfolgt derzeit in der Industrie durch Zusatz von H,0; zu
Lebensmitteln. Durch den Einsatz des Zwei-Enzym-Systems kann diese Zugabe
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weitgehend Uberflissig werden. Im Vergleich zur Positivkontrolle mit H,O, ist die
Bleichung mit dem Zwei-Enzym-System deutlich effektiver. Eine Negativkontrolle wurde
stets mitgefuhrt. Aber weder der Einsatz der AAO alleine noch der Einsatz der DyP alleine

fuhrte zu einer Farbveranderung in der Probe.

Zweienzymsystem Positivkontrolle

Molke
gefarbt

Puffer
geférbt

Molke

Abb. 18: Bleichung der gefarbten Molke bzw. des gefarbten Puffers mittels Zwei-Enzym-System und
Vergleich mit der Positivkontrolle (Zugabe von H,0,) und der ungefarbten Molke

4 Diskussion

Ziel dieses Projekts war die Etablierung eines natirlichen Enzymsystems bestehend aus
einer Aryl-Alkohol-Oxidase (AAO) und einer Dyp-Typ Peroxidase (DyP) aus dem
Basidiomyceten Pleurotus sapidus. Dabei stand neben der rekombinanten Darstellung
beider Enzyme in drei verschiedenen Wirtsorganismen die Abstimmung der
Enzymaktivitaten von AAO und DyP im Mittelpunkt des Forschungsvorhabens. In E. coli
konnte die AAO mit Hilfe des pCold-Systems (pColdI-AAO-K5Y) und der Coexpression
eines Chaperonplasmids (pGRO7) exprimiert werden. Leider wurde das Enzym in
inclusion bodies eingeschlossen, so dass eine Reinigung und anschlieRende Ruickfaltung
notig war. Mit der aktiven AAO* konnten die pH- und Temperatur-Optima fur die
Enzymaktivitat bestimmt werden. Daneben wurden die Michaelis-Menten Konstanten (Ky)
und die katalytische Effizienz (kca/Ky) flr vier verschiedene Substrate (Benzyalkohol,
p-Anisalkohol, Veratrylalkohol und Zimtalkohol) bestimmt.
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Um die aufwendige Reinigung und Ruckfaltung der AAO* aus den inclusion bodies zu
vermeiden, wurde parallel der industrielle Expressionswirt Hansenula polymorpha
eingesetzt. Trotz eines Screenings von uber 70 Transformantenkolonien konnte keine
AAO im Uberstand von H. polymorpha nachgewiesen werden. Somit scheint eine
sekretorische Expression der AAO in H. polymorpha nicht mdglich. Eine cytosolische
Expression der AAO lieferte dagegen positive Ergebnisse. So wurde die rekombinante
AAO zwar auch in der unldslichen Fraktion des Zellextrakts nachgewiesen, aber tiber 50%
lagen in geléster Form vor. Der produktivste Transformantenpool wurde fur die
Einzelstammgenerierung ausgewahlt. Ein Screening mit einem synthetischen Medium
zeigte bei allen getesteten Puffersystemen ahnliche Ausbeuten wie im Vollmedium. Dabei
wurde eine AAO-Aktivitat von 5 U L™ gemessen.

Als drittes Expressionssystem wurde ein filamentdser Basidiomycet verwendet. Eine
Transformation zur homologen Produktion von AAO und DyP in P. sapidus mit Hilfe eines
Hygromycin-Resistenzgens (hygB) gelang nicht. Abweichend vom Arbeitsplan kam daher
der Tintling Coprinopsis cinerea zum Einsatz, da hier bereits ein Expressionssystem mit
Selektionsdruck auf eine Tryptophan-Auxotrophie existiert. Neben dem AAO-Plasmid
pYIG1l wurde parallel auch ein Plasmid pYIG2 mit dem fur die DyP codierenden Gen
hergestellt. Beide Plasmide konnten in C. cinerea transformiert werden. Die DyP-
Transformanten zeigten allerdings nur geringe Aktivitdtsunterschiede gegentber den
Kontroll-Transformanten, weshalb fur die in C. cinerea rekombinant produzierte DyP
weitere Arbeiten (Western Blot und Peptidsequenzierung) notwendig sind, um eine

genaue Aussage bezuglich der Quelle der Peroxidaseaktivitéat zu treffen.

Die AAO-Transformanten von C. cinerea zeigten hingegen deutliche Aktivitaten von ca.
90 U L™ im Kulturiiberstand, was auf eine sezernierende Expression hindeutet. Im
Gegensatz dazu wurden bei den Kontroll-Transformanten keine, bzw. nur sehr geringe
Aktivitaten detektiert. Der Western Blot zeigte, im Vergleich zum Western Blot bei den
rekombinanten E. coli Klonen, zwei deutliche Banden von ca. 62 kDa und 84 kDa Grol3e.
Die untere Bande entspricht dabei dem kalkulierten Molekulargewicht der AAO ohne
Signalpeptid (61,4 kDa). Die groRere Bande konnte auf glykosidierte Formen der AAO
zuruickzufiihren sein, wobei sich rechnerisch ein Zuckergehalt von ca. 35% ergab. In
weiteren Versuchen soll die gereinigte AAO enzymatisch deglykosidiert und erneut mittels

Western Blot analysiert werden.

Zur Etablierung des Zwei-Enzym-Systems wurde neben der durch die Firma AB Enzymes

zur Verfigung gestellten DyP die mittels E. coli rekombinant gewonnene und rtickgefaltete
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AAO verwendet. In Optimierungsversuchen konnte eine im Vergleich zur H,O»-Zugabe
verbesserte Umsetzung des phenolischen Ligninmodellsubstrates Syringol (2,6-
Dimethoxyphenol, DMP) gezeigt werden. In einem weiteren Anwendungsbeispiel zur
umweltvertraglichen Oxidation von pg-Carotin in Molke zeigte das Zwei-Enzym-System
erneut klare Vorteile gegentber dem einfachen Enzymsystem bestehend aus DyP und
H.0..

Das Zwei-Enzym-System wurde somit erfolgreich fur die Oxidation von Syringol als auch
fur den in der Lebensmittelindustrie verwendeten Farbstoff Annatto eingesetzt. In beiden
Fallen zeigte das Zwei-Enzym-System deutliche Vorteile gegeniber dem einfachen
Enzymsystem. Weitere Versuche zur Oxidation von technischem Lignin sind geplant.

Dafur mussen jedoch zunéchst groRere Mengen an AAO rekombinant hergestellt werden.

5 Offentlichkeitsarbeit

Die Ergebnisse des von der DBU gefdrderten Projekts ,Zwei-Enzym-System® wurden
bisher auf verschiedenen Veranstaltungen im In- und Ausland vorgestellt. Bei der 6.
Jahreskonferenz der GGL (International Giessen Graduate Centre for the Life Sciences)
wurde ein Poster zum Thema ,Heterologous expression of an aryl-alcohol oxidase and a
dye-decolorizing peroxidase in Coprinopsis cinerea“ vorgestellt. Aul3erdem wurde im
Februar diesen Jahres auf dem ,First Padova-Giessen Chemical Meeting® ein Vortrag zum
Thema ,Development of a 2-enzyme system and genetic modification of basidiomycetes*
gehalten. Weiterhin wurden Teile der Arbeit am 13.06.2014 auf einem Workshop zum
Thema ,Genetics and Genomics“ an der Goethe-Universitdt Frankfurt vorgestellt.
Abschliel3end ist noch die Einreichung eines Vortrags flr die Jahrestagung der VAAM im
Oktober diesen Jahres mit dem Titel ,Development of a two-enzyme system comprising of
an aryl-alcohol oxidase and a dye-decolorizing peroxidase“ zu erwahnen. Nach Abschluss
der in Kapitel 3 und 4 beschriebenen Arbeiten werden die Ergebnisse in einer
wissenschaftlichen Zeitung publiziert. Insbesondere die heterologe Produktion einer AAO
in einem Basidiomyceten stellt eine Neuheit dar und ist unseres Wissens bisher noch nicht
beschrieben.

6 Fazit

Im Zuge des Projekts konnten die meisten der angestrebten Meilensteine umgesetzt
werden. Lediglich einige Punkte wurden nicht erreicht, diese wurden allerdings durch
alternative Vorgehensweisen kompensiert. So zeigte sich im Laufe des Projekts, dass eine
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Transformation des Speisepilzes P. sapidus mit den getesteten Selektionsplasmiden nicht
maoglich war. Daher wurden die bereits konstruierten Plasmide fur die Expression der AAO
und DyP zusammen mit dem vorhandenen Selektionsvektor (pCc1001) des auxotrophen
C. cinerea Stammes FA2222 in selbigen transformiert. Die AAO-Aktivitat konnte dabei in
C. cinerea gegenuber H. polymorpha um das 18fache gesteigert werden. Eine Co-
Expression von AAO und DyP wurde jedoch, wie in der Vorhabenbeschreibung
angegeben, nicht durchgefiihrt, da eine Expression der P. sapidus DyP in C. cinerea

bisher nicht eindeutig nachgewiesen wurde.

Aus diesem Grund wurde zur Abstimmung beider Enzyme die bereits durch die Firma AB
Enzymes rekombinant in T. reesei hergestellte DyP und die in diesem Projekt in E. coli
produzierte AAO eingesetzt. Der Einsatz des Zwei-Enzym-Systems im Labormaf3stab zur
Oxidation von Ligninkomponenten und zur Bleichung von Molke verlief erfolgreich, so dass

das Gesamtziel des Projekts erflllt wurde.
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