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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Biotechnologie nutzt Mikroorganismen und ihre Stoffwechselleistungen, um Naturstoffe
und sogar vollkommen neuartige Werkstoffe kostengunstig und schonend herzustellen. Da die
bisher untersuchten Mikroorganismen nicht in der Lage sind, jede beliebige Reaktion durch-
zuftihren, ist es sinnvoll, nach neuen Organismen zu suchen, die noch unbekannte Stoff-
wechselwege nutzen oder deren Enzyme an bestimmte Umweltbedingungen optimal angepasst
sind. Nachdem Bakterien schon ldngere Zeit biotechnologisch genutzt werden, da sie physio-
logisch vielseitig und zudem oft leicht zu kultivieren und genetisch zu manipulieren sind, wird
das Potenzial der Pilze erst langsam erkannt. Von den geschétzten 1,5 Millionen Arten sind
erst 70.000 bekannt, und selbst diese sind meist unzureichend beschrieben (Prillinger et al.,
2002). Diese Vielzahl an unbekannten Pilzen halt ein groBes Potenzial an Stoffwechsel-
leistungen bereit, darunter vor allem in den Bereichen des biologischen Abbaus, der Lebens-

mittelindustrie und der Modifikation und Synthese von Naturstoffen.

1.1  Hortaea acidophila, ein neu beschriebener acidophiler Ascomycet

Der Pilz Hortaea acidophila wurde erst kdrzlich isoliert (2000) und wissenschaftlich
beschrieben (Holker et al., 2004). Bei dem zur Isolierung verwendeten Anreicherungsmedium
handelte es sich um einen wéssrigen Extrakt aus Braunkohle mit einem pH-Wert von 0,6. Als
einzige Kohlenstoffquelle konnte der Pilz suspendierte Humin- und Fulvinséduren nutzen. Nach
zwei Monaten bildeten sich auf dem Medium schwarze Kolonien. Die Fahigkeit des
Wachstums unter extrem sauren Bedingungen machte den Organismus interessant fur weitere
Untersuchungen. H. acidophila zeigte ein Wachstum in einem weiten pH-Bereich zwischen
pH 1 und pH 9, wobei dieses im optimalen Bereich von pH 2-6 tiberwiegend einzellig, jenseits
davon meist filamentds stattfand (Abb.1). Das Wachstumsoptimum lag auf Komplexmedium
mit Glucose als Kohlenstoffquelle bei pH 3 und einer Temperatur um 22 °C. Ab 30 °C war
kein Wachstum mehr zu verzeichnen. Salzkonzentrationen von bis zu 5% NaCl wurden

toleriert.

@I P = Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme
N R + von H. acidophila. Es kann ein einzelliges
s o und ein filamentdses Wachstumsstadium
el unterschieden werden. Die Einzelzellen
sind 5-10 um lang (aus Holker et al. 2004).
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Ein zweites auffallendes Charakteristikum des Pilzes neben seiner offensichtlichen Acidophilie
war eine Schwarzfarbung der Kolonien, die auf die Féhigkeit zur Melaninbildung hinwies.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten eine verdickte, osmiophile Zellwand, deren
Einlagerungen vermutlich Melanin darstellen (Abb. 2). Bei jungen Zellen ist diese Inkrustierung
nur schwach ausgepragt (Holker et al., 2004), was daraufhin weist, dass die Melanisierung mit

zunehmenden Zellalter starker wird.

0,5 um Abb. 2: Transelektronenmikroskopische Aufnahme
einer Zelle von H. acidophila. Deutlich zu sehen ist die
dunkle, durch Melanineinlagerungen verdickte Zellwand.
M Darunter liegt die Plasmamembran (PM). Die Vakuolen
enthalten Einlagerungen einer osmiophilen granuléren
Substanz (V). M kennzeichnet ein Mitochondrium (aus
Holker et al. 2004).

PM

1.1.1 Systematische Einordnung von H. acidophila

Nach dieser ersten physiologischen Charakterisierung stellte sich die Frage, wie H. acidophila
phylogenetisch einzuordnen ist. Die systematische Einordnung von Pilzen ist aus mehreren
Grinden schwierig. So gibt es z. B. bei vielen Pilzen sexuelle (teleomorphe) und asexuelle
(anamorphe) Formen, die sich in der Morphologie stark unterscheiden. Genetische Methoden
wie die Sequenzierung ribosomaler DNA (rDNA), so z. B. ITS- (internal transcribed spacer)
und SSU-Sequenzierungen (small subunit), bringen zwar Verbesserungen, doch sind nicht alle
Pilze genetisch zugénglich und filamentdse Pilze stellen h&ufig ein genetisches Mosaik dar
(Guarro et al., 1999), so dass Individuen nicht immer voneinander unterschieden werden
kdnnen.

H. acidophila wurde auf Grund seiner morphologischen Merkmale und basierend auf SSU
rDNA-Sequenzierung als neue Art der Gattung Hortaea beschrieben. Damit gehort der Pilz
zur Klasse der Ascomyceten, die von den vier groRen Pilzkassen (Chytridiomycota, Zygo-
mycota, Ascomycota und Basidiomyctota), mit 50 % aller bekannten Pilzarten die groRte
Gruppe ist (Guarro et al., 1999). Die morphologischen Eigenschaften, vor allem die Konidio-
genese, sprachen fur eine Zuordnung zur Gattung Exophiala (Chaetothyriales), doch riickten
die molekularbiologischen Daten den Pilz in die Gattung Hortaea (Dothideales). Die Ordnung
Dothideales ist mit den zurzeit bekannten 58 Familien und 5.000 Arten ausgesprochen variabel
(Guarro et al., 1999). Né&chster und bisher auch einzig bekannter Verwandter in der Gattung
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Hortaea ist Hortaea werneckii (Holker et al., 2004). Die Sequenzabweichung von mehr als
16 % in den ITS-Sequenzen und die Unterschiede im physiologischen Profil weisen jedoch
daraufhin, dass diese Verwandtschaft nicht sehr eng ist. H. werneckii ist vor allem interessant,
weil der Organismus bei 20 % NaCl wachst und damit halophil ist (Zalar et al., 1999). Fiir die
meisten nahen Verwandten von H. acidophila ist ein Wachstum auf Steinen (epilithisch) oder
auf Blattern (epiphyllisch) bekannt, beides Standorte, die ebenfalls durch niedrige Wasser-
aktivitaten charakterisiert sind (Butin et al., 1996; Eriksson, 1981).

1.1.2 Definition und Bedeutung von ,,schwarzen Hefen*

Die oben genannten Eigenschaften legten es nahe, H. acidophila als so genannte schwarze
Hefe zu bezeichnen. Dieser Begriff wurde flr Pilze gepragt, die ein einzelliges Wachstums-
stadium aufweisen und melanisiert sind (de Hoog, 1993). Schwarze Hefen sind seit dem
19. Jahrhundert bekannt, doch sind sie bisher nur liickenhaft erforscht. Die Taxonomie ist
schwierig, da das Wachstum in verschiedenen Habitaten einen starken Einfluss auf die
Morphologie hat. Schwarze Hefen sind zudem eine paraphyletische Gruppe (de Hoog, 1993;
Guarro et al., 1999), da sie in verschiedenen ascomycetischen Ordnungen vorkommen (Dothi-
deales, Chaetothyriales und Pleosporales), und manchmal sogar basidiomycetische Pilze dazu-
gezéhlt werden (z. B. Cryptococcus neoformans).

Besondere Bedeutung haben die schwarzen Hefen dadurch erlangt, dass viele von ihnen
opportunistisch oder sogar pathogen sind. Wahrend die meisten Pilze in erster Linie Haut-
mykosen verursachen wie z. B. H. werneckii (de Hoog & Gerrits van den Ende, 1992) und
Botryomyces caespitosus (Benoldi et al., 1991), kdnnen einige Pilze wie C. neoformans und
Exophiala dermatitidis cerebrale und systemische Infektionen mit hoher Mortalitat ver-
ursachen (Szaniszlo 2002; Horré & de Hoog, 1999). Problematisch ist die dicke, melanisierte
Zellwand, die die Pilze vor toxischen Metaboliten des Immunsystems ebenso schiitzt wie vor
Antibiotika und — bei Pflanzenpathogenen — vor Fungiziden. Interessanterweise gibt es vor

allem in der Ordnung Dothideales viele extremotolerante Vertreter (de Hoog et al., 1999).

1.2  Eigenschaften, Vorkommen und Funktion von Melanin

Als Melanine bezeichnet man alle dunklen, meist schwarzen Makromolekiile bestehend aus
verschiedenen phenolischen und indolischen Monomeren, die oft mit Proteinen und Kohlen-
hydraten komplexiert sind (Butler & Day, 1998). Es handelt sich um negativ geladene hydro-
phobe Pigmente mit hohem Molekulargewicht (Nosanchuk & Casadevall, 2003). Da die

genaue Struktur dieser komplexen Molekile weitgehend unbekannt ist, erfolgt die Einordnung
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als Melanin meist an Hand von physikalischen und chemischen Parametern wie der Unlos-
lichkeit in kaltem oder kochendem Wasser und organischen Losungsmitteln, der Resistenz
gegen Abbau in kalten oder heiRen S&uren, der Bleichbarkeit durch oxidierende Agenzien und
des Abbaus in heillen Alkalilosungen (Butler & Day, 1998).

Melanine kommen sowohl bei Bakterien als auch im Tier- und Pflanzenreich vor. Das
Bakterium Azotobacter chroococcum setzt sein Melanin wahrscheinlich zum Schutz der Nitro-
genase vor Sauerstoff ein (Butler & Day, 1998). Bei Séugetieren schiitzen Melanine die Haut
durch Bréunung vor UV-Strahlung, wahrend sie in den Chromatophoren einiger Cephalopoden
wie Sepia officinalis eine schnelle Anpassungen an einen dunklen Untergrund ermoglichen (Bell
& Wheeler, 1986). Insekten schitzen sich durch die Synthese von Melanin gegen eindringende
Mikroorganismen (Nosanchuk & Casadevall, 2003) und bei Pflanzen werden Melanine mit der
Immunantwort (Bell & Wheeler, 1986) in Verbindung gebracht.

Die Aufgaben der Melanine sind vielfaltig, wobei die meisten im Zusammenhang mit Schutz
vor unginstigen Umwelteinfliissen zu sehen sind. Dieser Schutzfaktor kommt auch bei Pilzen
zum Tragen, die Melanine in ihre Zellwand einlagern kénnen und damit extremen Bedin-
gungen trotzen koénnen (Butler & Day, 1998; Bell & Wheeler, 1986). Neben UV-Strahlung
schiitzen die Melanineinlagerungen gegen Austrocknung, Infrarotstrahlung und niedrige pH-
Werte sowie osmotischen Stress. Sie verhindern die Zelllyse durch Abfangen lytischer
Enzyme sowie von oxidierenden Agenzien und toxischen Stoffen wie z. B. Phytoalexinen.
Zudem kann Melanin freie Radikale neutralisieren, als Redoxpuffer dienen (Jacobsen, 2000)
und toxische Metalle wie Kupfer abfangen (Gadd & de Rome, 1988, Caesar-Tonthat et al.,
1995).

Gleichzeitig ist Melanin ein Virulenzfaktor (Henson et al., 1999). Viele Pflanzenpathogene
wie Colletotrichum lagenarium und Magnaporthe grisea synthetisieren Melanin in den
Appressorien, mit denen sie in die Wirtszellen eindringen (Langfelder et al., 2003). Die durch
Melanin verdickten Zellwénde werden benétigt, um den hohen Tugordruck in den Appres-
sorien aufrechtzuerhalten. Humanpathogene Arten kénnen sich mit Hilfe von Melanin dem

Immunsystem des Wirts entziehen (Hamilton & Gomez, 2002).

1.2.1 Melanin in Pilzen

Melanin kommt in Pilzen vor allem extrazellulér oder assoziiert mit der Zellwand vor (Bell &
Wheeler, 1986). Extrazelluldres Melanin kann durch Autooxidation gebildet werden (hetero-
genes Melanin), wenn Melaninvorstufen in das Medium sezerniert werden, doch kénnen auch

an der Melaninbildung beteiligte Enzyme wie Laccasen zusammen mit den Vorstufen in das
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Medium sezerniert werden. Frei im Cytoplasma liegt Melanin bei Pilzen nicht vor, doch
kdnnen dort melanosomenartige Organellen vorkommen (San-Blas et al., 1996). Es gibt viele
Melaninarten, die sich in ihrer Synthese und in den verwendeten Ausgangsstoffen unter-
scheiden. Hier soll nur auf die haufigsten bei Pilzen vorkommenden Melanine eingegangen
werden (Butler & Day, 1998).

DOPA-Melanin:
Das DOPA-Melanin tritt bei Pilzen hdufig auf, doch ist die F&higkeit zur de novo Synthese

selten. Tyrosin und L-DOPA (Dihydroxyphenylalanin) werden als Monomere verwendet, als
Schlisselenzym dient die Tyrosinase, eine kupferhaltige Catecholoxidase. Der haufig als
schwarze Hefe bezeichnete Basidiomycet Cryptococcus neoformans produziert DOPA-
Melanin, jedoch nur, wenn L-DOPA oder Dopamin als Vorstufen im Medium zur Verfligung
stehen, da ihm die Fahigkeit zur Synthese von L-DOPA aus Tyrosin mittels Tyrosinase fehlt.

DHN-Melanin:
Das hdaufigste bei Pilzen gebildete Melanin ist DHN-Melanin. Als Ausgangsprodukt dient hier

1,8-Dihydroxynaphthalen (DHN). Die Anwesenheit von DHN-Melanin lasst sich nachweisen,
indem spezifische Hemmstoffe wie z. B. Tricyclazol oder Capropamid eingesetzt werden. Fir
einige Pilze wie Gaeumannomyces graminis, Aureobasidium pullulans (Caesar-Tonthat et al.,
1995), Cochliobolus heterostrophus (Tanaka et al., 1992), Hortaea werneckii (Kogej et al.,
2004) und Colletotrichum lagenarium (Tsuji et al., 2001) wurde dieser Beweis inzwischen
erbracht. Versuche mit Capropamid (Pracht, 2002) und Tricyclazol (Bend, 2005) deuten
daraufhin, dass auch H. acidophila DHN-Melanin besitzt. Das Schlusselenzym dieses
Synthesewegs, eine Polymerase, die 1,8-DHN zu Melanin vernetzt, kann u. a. eine Tyrosinase

oder eine Laccase sein (Abb. 3).

Abb. 3: Polyketid-Syntheseweg
des DHN-Melanins. Die Ausgangs-
OH OH subst_anz Acetat wird in mehreren

Schritten zu 1,8-DHN umgewandelt,

welches z. B. durch eine Tyrosinase
1,8-DHN @@ oder eine Laccase zum Melanin poly-
merisiert wird. (Butler & Day, 1998).

l < Polymerase

Acetat —» —» —» —>l

Melanin
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GHB-Melanin:

Die Synthese von GHB-Melanin erfolgt ausgehend von y-Glutaminyl-4-hydroxybenzen (GHB)
im Shikimate-Syntheseweg. An der Oxidation von GHB sind Tyrosinasen beteiligt. Diese Mela-
ninart ist bisher nur bei Agaricus bisporus beschrieben worden. Da jedoch GHB bei vielen
Basidiomyceten gefunden wurde, liegt der Verdacht nahe, dass GHB-Melanin das typische
Melanin der Basidiomyceten ist, ebenso wie DHN-Melanin das typische Melanin der Asco-

myceten ist.

Catechol-Melanin:

Der Maisbeulenbranderreger Ustilago maydis produziert in seinen Sporen Melanin, dessen
Ausgangssubstanzen Catechole sind (Bell & Wheeler, 1986). Die Herkunft dieser Catechole

ist noch unbekannt, wird aber im Zusammenhang mit dem Shikimate Syntheseweg vermutet.

1.3  Eigenschaften von Laccasen

Laccasen gehoren zu den Polyphenoloxidasen (p-Benzendiol: O,-Oxidoreduktase, EC1.10.3.2)
und wurden erstmals 1883 aus dem Lack-Baum (Rhus vernicifera) isoliert, was ihnen den
Trivialnamen gegeben hat (Yoshida, 1883). AulRer in Pflanzen kommen sie in Bakterien und
Insekten, vor allem aber in Pilzen vor (Thurston, 1994; Gianfreda et al. 1999; Claus, 2003). In
den beiden pilzlichen GroRgruppen, den Basidiomyceten (Standerpilze) und Ascomyceten
(Schlauchpilze) erfillen Laccasen jedoch unterschiedliche Funktionen. Wéhrend sie bei basidio-
mycetischen Weil3faulepilzen am oxidativen Abbau von Lignin beteiligt sind, katalysieren sie
in Ascomyceten die Synthese von komplexen Polymeren wie z. B. Melanin (Gianfreda et al.,
1999; Bell & Wheeler, 1986). Die nachsten Verwandten der Laccasen sind Ascorbatoxidasen
und das Saugerplasmaprotein Ceruloplasmin, welches u. a. an Entziindungsprozessen beteiligt
ist (Messerschmidt & Huber, 1990).

Das katalytische Zentrum der Laccasen enthélt vier Kupferatome, ein einzelnes Typl-Kupfer-
atom und ein trinukledres Cluster aus einem Typ2- und zwei Typ3-Kupferatomen (Abb. 4).
Dadurch gehort die Laccase zur Familie der grof3en blauen Kupferproteine, auch blaue Kupfer-
oxidasen genannt (Thurston, 1994). Die Oxidation eines Substrates erfolgt durch Abgabe eines
Elektrons an das Typl-Kupferatom. VVon dort wird das Elektron tber den trinuklearen Kupfer-
cluster zum terminalen Elektronenakzeptor, dem molekularen Sauerstoff O,, weitergeleitet.
Dieser wird durch insgesamt 4 Elektronen zu H,O reduziert. Laccasen besitzen ein elektro-
positives Redoxpotenzial von etwa +800 mV (Gianfreda et al., 1999). Das pH-Optimum liegt in
Abhéangigkeit vom Substrat im Allgemeinen zwischen 4,0 und 7,0 (Sulistyaningdyah et al.,
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2004). Es handelt sich in der Regel um extrazellulire Enzyme, die eine groRe Stabilitat
aufweisen und mit einem Kohlenhydratanteil von 15-20 % meist stark glykosyliert sind. Das
Molekulargewicht der deglykosylierten Proteine betrdgt 60-80 kDa (circa 480-650 Amino-
sauren), wobei neben Monomeren, Dimere und Tetramere auftreten kdnnen (Thurston, 1994).

Abb. 4: Dreidimensionale Struktur der Lac-
case von Melanocarpus albomyces. Das mono-
nukleare Kupfer liegt in der Doméne C (blau),
das trinukleare Cluster liegt zwischen Doméne A
(rot) und Doméne C. Die Bindestelle fir das
diphenolische Substrat befindet sich im Spalt
zwischen Doméne B (grin) und Doméne C.
Kohlenhydrate sind grau dargestellt. (aus
Hakulinen et al. 2002).

1.3.1 Funktionen und Oxidationsmechanismus der Laccasen

Laccasen sind Enzyme mit einem breiten, relativ unspezifischen Substratspektrum, welches
sich z. T. mit dem der Tyrosinase Uberlappt. Bekannte Substrate sind einkernige Diphenole,
Catechole wie 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und einkernige methoxy-substituierte
Monophenole wie Guaiacol und 2,6-Dimethoxyphenol (DMOP), wobei letztere in der Regel
besser oxidiert werden. Monophenole ohne Methoxygruppen wie Tyrosin kdnnen dagegen
nicht oxidiert werden. Syringaldazin, eine fir die Messung der Laccaseaktivitat haufig ge-
nutzte Substanz, ist spezifisch fur Laccasen, sofern durch Abwesenheit von H,O, die Wirkung
einer Peroxidase ausgeschlossen ist. Es handelt sich bei dieser Substanz um zwei methoxy-
substituierte einkernige Monophenole, die tber zwei Aminogruppen miteinander verbunden
sind. Weitere Substrate sind mehrkernige Polyphenole wie 1,8-Dihydroxynaphthalen (DHN)
und mehrkernige Diamine wie 1,6-Diaminonaphthalen (DAN), zudem nicht-phenolische
Komponenten wie Ascorbinsdure und das kunstliche Laccasesubstrat ABTS (2,2°-Azino-
bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonséure)).

Die Laccase entzieht den Substraten ein Elektron, so dass ein Radikal (meist ein Phenoxy-

radikal) entsteht, welches mit einer weiteren enzymkatalysierten Oxidation oder Hydratation
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oder mit einer spontanen Polymerisation reagieren kann. Unter Einsatz von Mediatoren wie dem
ABTS koénnen weitere Substrate oxidiert werden (Bourbonnais et al., 1995). Die Oxidation
durch das Kationradikal ABTS" ist dabei beschrankt auf phenolische Gruppen, doch kénnen
nicht-phenolische Reste iiber ABTS?" oxidiert werden (Bourbonnais et al., 1998).

Auf Grund ihrer unspezifischen Reaktionsweise sind Laccasen an vielen Reaktionen beteiligt.
Bei Pflanzen spielen sie eine Rolle bei der Wundheilung (Nitta et al., 2002) und ihre Beteiligung
an der Ligninsynthese in Pflanzen wird diskutiert (Bao et al., 1993; Ranocha et al., 1999). Die
Fahigkeit zum Ligninabbau ist dagegen bei Basidiomyceten weit verbreitet, vor allem bei der als
WeilRfaulepilze bezeichneten Gruppe (Leonowiczetal., 2001). Bei Ascomyceten stehen
dagegen Syntheseprozesse im Vordergrund. Eine Laccase ist fur die Synthese des grinen
Sporenpigmentes des Schimmelpilzes Aspergillus nidulans verantwortlich (Thurston, 1994), und
bei vielen melanisierten Pilzen katalysiert eine Laccase den letzten Syntheseschritt der Melanin-
produktion, wie Abbildung 3 zeigt.

Gleichzeitig sind Laccasen Virulenzfaktoren, sowohl bei pflanzenpathogenen als auch human-
pathogenen Arten. Bei den Erregern von Wein- und Kastanienfaule (Botrytis cinerea und
Cryphonectria parasitica) ist nachweislich eine Laccase in die Pathogenitat verwickelt
(Thurston, 1994). Der Shiitake-Pilz, Lentinula edodes, produziert Laccasen als Abwehr von
Trichoderma-Arten, die Zellwande anderer Pilze lysieren und auf diesen Pilzen parasitieren
(Henson et al., 1999). Laccasen kénnen dazu dienen, Phytoalexine zu inaktivieren (Mayer &
Staples, 2002), doch kdnnen auch inaktive Vorstufen dieser Pflanzenschutzstoffe gerade erst
durch die Wirkung einer Laccase aktiviert werden (Schouten et al., 2002). Die Laccase des
humanpathogenen Basidiomyceten C. neoformans schiitzt den Pilz vor alveoldren Makro-
phagen durch eine Oxidation von Eisen, die die Menge an Fe?* herabsetzt und so den

oxidativen Angriff der Makrophagen abschwdcht oder ganz verhindert (Zhu et al., 2001).

1.3.2 Industrielle Anwendungen von Laccasen

Laccasen werden auf Grund ihrer Fahigkeit Lignin abzubauen, schon seit geraumer Zeit in
groRindustriellem Malistab eingesetzt. So werden die Laccasen aus WeilRfaulepilzen verwendet,
um Papier schonend zu bleichen und Abwasser, die bei der Papiererzeugung auftreten, auf-
zubereiten (Sigoillot et al., 2004). Das gleiche Prinzip kann auch in der Textilindustrie verwen-
det werden, um Baumwolle durch Entfernung von Ligninbestandteilen zu bleichen. Zudem
dienen Laccasen in der Getrankeaufbereitung zur Entfernung von Phenolen und als Biosensoren
zur Aufspurung dieser Substanzen in Saften und von Catecholen in Tee (Gianfreda et al., 1999).

Weitere Anwendungen beschaftigen sich mit Umweltschutzaspekten. Die Laccasen dienen hier
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zur Entfernung toxischer Substanzen aus Wasser und Boden (Gianfreda et al., 1999; Junghanns
etal., 2005), die z. B. aus Herbiziden, Holzschutzmitteln und der Benzinindustrie stammen
konnen (Bollag et al., 1988). Die Substanzen werden polymerisiert und verlieren dadurch ihre
Toxizitat oder aber werden durch Reaktion mit anderen Substanzen ausgefallt, so dass sie dem
Okosystem entzogen werden.

Wiéhrend die Abbauleistungen der Laccasen bereits intensiv genutzt werden, wird der Einsatz der
Syntheseleistungen erst in jungerer Zeit diskutiert. Neue Wirkstoffe fur Pharmazie, Medizin und
Pflanzenschutz werden h&ufig in Naturstoffen gefunden, die jedoch gezielt modifiziert werden
mussen (Lindequist & Schauer, 2002). Meist zerstéren harsche chemische Reaktionen diese
Naturstoffe oder schwachen zumindest ihre Wirkung ab, weshalb Enzyme flir die Durchfiihrung
schonender Modifikationen gesucht werden. Laccasen sollten in der Lage sein, eine Kopplung
verschiedener Substanzen, Derivatisierungen und Neusynthesen durchzufiihren. So wurden bereits
Laccasen benutzt, um Steroide in organischer Synthese zu oxidieren (Yaropolov et al., 1994) und
Acetamide in Imidazole umzuwandeln (Schéfer et al., 2001). Des Weiteren wurden mit Hilfe von
Laccasen bereits neue Wirkstoffe mit antibiotischer Wirkung erzeugt (Pilz et al., 2003). Diese
Methoden sollten in der Zukunft weitere Anwendung finden, da gerade Polyphenole, die
naturlichen Substrate von Laccasen, durch ihre Eigenschaft als Antioxidatien medizinisch wertvoll
sind. Sie schitzen vor Krebs, Schlaganfall und koronarer Herzkrankheit und Resveratrol, ein
weiteres Polyphenol, wirkt antikarzinogen (Tapiero et al., 2002). Bei allen diesen Anwendungen
sind bisher nur Laccasen aus Basidiomyceten zum Einsatz gekommen. Die Erforschung von
ascomycetischen Laccasen scheint allerdings vielversprechend, da diese im Unterschied zu
basidiomycetischen Laccasen Uberwiegend Synthesen statt Abbaureaktionen katalysieren, und

deshalb flr organische Synthesen in besonderem Malie geeignet sein sollten.

1.3.3 Laccasen aus Basidiomyceten

Obwohl das erste beschriebene Laccasegen aus dem Ascomyceten Neurospora crassa
stammte, sind die basidiomycetischen Laccasen wesentlich besser erforscht als die der
Ascomyceten. Dies liegt zum Einen an der Tatsache, dass Laccasen von basidiomycetischen
Weilfaulepilzen industriell genutzt werden, zum Anderen daran, dass basidiomycetische
Laccasen relativ stark konserviert sind, und deshalb auf molekularer Ebene leichter zu
erforschen sind als ascomycetische Enzyme. Pilze, deren Laccasen bereits auf molekularer
Ebene untersucht wurden, sind in Tabellel aufgefiihrt. Laccasen aus weiteren Pilzen wie
Phanerochaete chrysosporium (Garavaglia et al., 2004) und Rigidoporus lignosus (Larrondo

et al., 2003) sind zumindest auf Proteinebene charakterisiert.
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Tab. 1: Basidiomycetische Pilze, deren Laccasen auf molekularer Ebene untersucht sind. Die
meisten dieser Pilze gehdren zu den Weilifaulepilzen (W), einige sind Speisepilze (S) oder human-

(HP) bzw. pflanzenpathogen (PP), PA = Pflanzen assoziiert.

Gruppe Organismus Quelle

w Ceriporiopsis subvermispora Karahanian et al., 1998

w Clitocybula dusenii Scheel et al., 1999

w Coprinus cinereus Yaver et al., 1999

W Nematoloma frowardii Scheel et al., 1999

w Phlebia radiata Saloheimo et al., 1991

w Pleurotes ostreatus, P. eryngii Giardina et al., 1995; Mufoz et al., 1997

w Pycnoporus cinnabarinus Eggert et al., 1998

W Schizophyllum commune Hatamoto et al., 1999

w Trametes villosa, T. versicolor, T. trogii Yaver et al., 1996 ; Jonssen et al., 1997;
Colao et al., 2003

S Agaricus bisporus Perry et al., 1993

S Lentinula edodes Zhao & Kwan, 1999

S Volvariella volvaceae Chen et al., 2004

HP Cryptococcus neoformans Williamson, 1994

PP Heterobasidium annosum Asiegbu et al., 2004

PP Rhizoctonia solani Wabhleitner et al., 1996

PA Marasmius quercophilus Dedeyan et al., 2000

Die untersuchten Laccasen und Laccasegene weisen untereinander groRe Ahnlichkeiten auf.
Die Gene enthalten eine variable Anzahl von Introns (8 bei T. villosa bis 19 bei P. ostreatus),
deren Position jedoch konserviert ist (Fernandez-Larrea & Stahl, 1996). Die Proteine sind in
ihrer Aminosauresequenz mit 50 % bis 98 % Identitdt sehr homolog zueinander (z. B.
Hatamoto et al., 1999; Asiegbu et al., 2004; Hoegger et al., 2004). Homologien zu asco-
mycetischen Laccasen sind dagegen deutlich geringer (Ong et al., 1997; Giardina et al., 1995,
d’Souza et al., 1996). Inzwischen sind die Kristallstrukturen mehrerer basidiomycetischer
Laccasen bekannt. Dazu zéhlen T. versicolor (Piontek et al., 2002), C. cinereus (Ducros et al.,
1997), R.lignosus (Garavaglia et al., 2004), P. cinnabarinus (Antorini et al., 2002) und
C. hirsutus (Pegasova et al., 2003). Obwohl die Expression vieler Laccasegene durch
Induktoren stark gesteigert werden kann (Yaver et al., 1996), ist die Proteinausbeute meist sehr
gering. Deshalb wurden bereits mehrere biotechnologisch interessante Laccasen in Hefen wie
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Pichia methanolica und Yarrowia lipolytica und in
filamentdsen Pilzen wie Aspergillus spec., Trichoderma reesei und P. cinnabarinus (Alves
et al., 2004) durch heterologe Expression produziert.

10
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1.3.4 Laccasen aus Ascomyceten

Bereits 1988 wurde das erste ascomycetische Laccasegen aus Neurospora crassa kloniert (Ger-
mann et al., 1988). Doch erst seit kurzem werden ascomycetischen Laccasen und vor allem ihre
Gene umfassender untersucht (Tab.?2). Einige dieser Laccasen sind thermophil (z. B. aus
M. thermophila und M. albomyces), eine alkaliphile Laccase mit einem pH-Optimum von 9,0 aus

Myrothecium verrucaria wurde aufgereinigt und charakterisiert (Sulistyaningdyah et al., 2004).

Tab. 2: Ascomycetische Pilze, deren Laccasen auf molekularer Ebene untersucht sind. Die
meisten dieser Pilze sind pflanzenpathogen (PP), andere sind saprophytische Schimmelpilze (SP).
M. albomyces weist ein Hefestadium auf (H).

Gruppe Organismus Quelle

PP Botrytis cineraea Schouten et al., 2002

PP Colletotrichum lagenarium Tsuiji et al., 2001

PP Cryphonectria parasitica Rigling & van Alfen, 1991;
Choi et al., 1992

PP Fusarium proliferatum Kwon & Anderson, 2002

PP Gaeumannomyces graminis Edens et al., 1999;
Litvintseva & Henson, 2002

PP Magnaporthe grisea Tsuiji et al., 2000

SP Aspergillus nidulans Aramayo & Timberlake, 1990;
Scherer & Fischer, 2001

SP Chaetomium thermophilum Chefetz et al., 1998

SP Myceliophthora thermophila Berka et al., 1997

SP Neurospora crassa Germann et al., 1988

SP Podospora anserina Fernandez-Larrea & Stahl, 1996

H Melanocarpus albomyces Kiiskinen & Saloheimo, 2004

Genetische Studien an ascomyecetischen Laccasen sind vergleichsweise schwierig, da die
Laccasen untereinander nicht so stark konserviert sind wie die basidiomycetischen (Berka
et al., 1997; Fernandez-Larrea & Stahl, 1996). Sie weisen mit 1-6 Introns insgesamt weniger
Introns auf als die basidiomycetischen, wobei auch 12 Introns (C. parasitica) vorkommen
kdnnen. Zudem ist die Lage der Introns nicht konserviert, was daraufhin weist, dass Laccasen
erst nach der Trennung von Ascomyceten und Basidiomyceten evolviert sind (Fernandez-
Larrea & Stahl, 1996; Berka et al., 1997). Die Homologien zwischen ascomycetischen und
basidiomycetischen Laccasen ist mit etwa 20 % so gering, dass von basidiomycetischen
Sequenzen abgeleitete Primer und Gensonden meist nicht verwendet werden kénnen (Berka

etal., 1997). Auch untereinander liegen die Homologien der ascomycetischen Laccasen bei
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hdchstens 76 % Identitat (Laccasen aus M. albomyces und M. thermophila, Bulter et al., 2003)
und oft bei unter 40 %, selbst bei verschiedenen Laccasegenen des gleichen Organismus
(A. nidulans, Scherer & Fischer, 2001). Die einzigen Sequenzbereiche, die eine nennenswerte
Konservierung aufweisen, sind die so genannten Kupferbindesequenzen, die flr Bereiche
kodieren, die im Protein an der Kupferbindung beteiligt sind. Mit Hilfe von Primern, die
ausgehend von diesen Sequenzen abgeleitet werden, ist es mdglich, durch Polymerase-
kettenreaktion Laccasegene in verschiedenen Pilzen nachzuweisen. So konnten z. B. Laccase-
gene in Pilzen nachgewiesen werden, die auf verrottenden Pflanzen in Salzmarschgebieten
wuchsen, ohne dass ndheres tber diese Pilze bzw. ihre Laccasen bekannt war (Lyons et al.,
2003).

Trotz der genannten Probleme steht seit kurzem eine Kristallstruktur von der Laccase des
Ascomyceten M. albomyces zur Verfugung (Hakulinen etal., 2002). Zuséatzlich wurde die
Laccase bereits heterolog in S. cerevisiae (Kiiskinen & Saloheimo, 2004) und in T. reesei
(Kiiskinen etal., 2004), exprimiert. Als weitere ascomycetische Laccase wurde die von
M. thermophila in A. oryzae (Berka etal., 1997) und in S. cerevisiae (Bulter etal., 2003)
exprimiert. Expressionsstudien an einigen Pilzen wiesen zudem nach, dass sowohl konstitutiv
exprimierte als auch induzierte Laccasegene vorkommen (z. B. Litvintseva & Henson, 2002).
Die Induktion findet haufig durch Kupfer statt (Huber & Lerch, 1987; Fernandez-Larrea &
Stahl, 1996) oder durch aromatische Substanzen wie z. B. bei Botryosphaearia spec. (Alves da
Cunha et al., 2003).

1.3.5 Laccasen aus melanisierten Pilzen

Obwohl seit langerem bekannt ist, dass Laccasen an der Synthese von DHN-Melanin beteiligt
sind (Butler & Day, 1998), gibt es kaum Studien tber die Funktion der untersuchten Laccasen,
wenn diese aus melanisierten Pilzen stammten. Fur das marine Bakterium Marinomonas
mediterranea (Lucas-Elio et al., 2002) wurde dagegen eine Beteiligung der Laccasen an der
Melaninsynthese nachgewiesen. Bei Pilzen wurden die meisten Studien zum Zusammenhang
von Melaninsynthese und Laccasen fur den humanpathogenen Basidiomyceten C. neoformans
durchgefihrt, doch ist dieser Pilz weder zur Bildung von DHN-Melanin noch tberhaupt zur
de novo-Melaninsythese befahigt (Williamson, 1994). Die Laccase von L. edodes zumindest
scheint an der Melaninsynthese beteiligt zu sein (Nagai et al., 2003). Bei A. nidulans ist
nachgewiesen, dass die Laccase | mit der Synthese des griinen Sporenpigments assoziiert ist
(Scherer & Fischer, 2001). Das gleiche gilt fir die Sporen des humanpathogenen A. fumigatus

(Youngchim et al., 2004). Die Beteiligung der Laccasen aus P.anserina an der
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Melaninsynthese wird zumindest diskutiert (Fernandez-Larrea & Stahl, 1996). Bei dem DHN-
Produzenten C. lagenarium (Tsuji et al., 2001), zeigte sich, dass das Genprodukt des unter-
suchten Laccasegens keinen direkten Einfluss auf die Melaninsynthese hatte, was jedoch eine
Beteiligung an dem Syntheseweg nicht ausschlieft. Fur G. graminis wurde dagegen eine
Beteiligung der Laccase an der Melaninsynthese zumindest in vitro nachgewiesen (Edens
etal., 1999). Fir die meisten beschriebenen Laccasen aus Melaninproduzenten ist ihre
Beteiligung an der Melaninsynthese jedoch nicht untersucht.

Uber die Anwesenheit von Laccasen in schwarzen Hefen, zu denen H. acidophila gehort, ist
bisher wenig bekannt. Bei gut untersuchten Vertretern dieser Gruppe wie Cladosporium spec.,
Exophiala spec., Aureobasidium pullulans und Hortaea werneckii ist bislang weder eine
Laccase noch ein Laccasegen beschrieben, obwohl z. T. bekannt ist, dass diese Pilze DHN-
Melanin bilden (Kogej et al., 2004; Caesar-Tonthat et al., 1995). Hinzu kommt, dass bei diesen
Organismen insgesamt nur wenige genetische Methoden etabliert sind. Auf Grund der Tatsache,
dass vergleichsweise wenig Uber ascomycetische Laccasen bekannt ist, diese aber grofRe
Relevanz haben, da sie durch ihre Beteiligung an der Melaninsynthese als Pathogenitétsfaktor
und vor allem fiir den biotechnologischen Einsatz in Frage kommen, ist die weitere Erforschung

ascomyecetischer Laccasen winschenswert.

1.4  Ziel der vorliegenden Arbeit

Uber den acidophilen Ascomyceten Hortaea acidophila war zu Beginn dieser Arbeit so gut wie
nichts bekannt. Auf Grund der Tatsache, dass der Pilz Melanin bildet, lieR sich vermuten, dass er
eine Laccase besitzt, die an dieser Melaninbildung beteiligt ist und dass dieses Enzym mdglicher-
weise interessante Eigenschaften fur eine biotechnologische Nutzung besitzt. Um es biotechno-
logisch nutzen zu koénnen, ist allerdings eine heterologe Expression notwendig, da die Ausbeute
der Laccasen bei H. acidophila gering ist. Voraussetzung ist, das fur die Laccase kodierende Gen
zu isolieren. Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es daher, H. acidophila fiir genetische Arbeiten
zu erschliefen und mit Hilfe dieser Methoden das Laccasegen aufzuspiren. Die Arbeit umfasst
folgende Schritte, wobei die Etablierung molekularbiologischer Methoden fur H. acidophila
besondere Berticksichtigung verdient:

e  enzymatischer bzw. proteinbiochemischer Nachweis einer funktionsféhigen Laccase

o molekularer Nachweis des/der Laccasegene uber Polymerasekettenreaktion

o Isolierung der Laccasegene ausgehend von genomischer DNA

e  Analyse der Gensequenzen und der dazugehdrigen hypothetischen Proteinsequenzen

13
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Da sich im Laufe der Arbeit herausstellte, dass H. acidophila mehrere Laccasegene besitzt,
wurde die Isolierung der vollstandigen Gene auf zwei Laccasegene beschrankt. VVon zwei wei-
teren Genen wurden Teile der Sequenz ermittelt. So stehen genug Informationen Uber die Gene
zur Verfligung, um ihre heterologe Expression zu etablieren, sobald die gewinschte Laccase

auf enzymatischer Ebene ausreichend charakterisiert ist, um eine Expression zu rechtfertigen.
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2 Material und Methoden

Verwendete Abkurzungen werden bei der ersten Verwendung im Text erklart. Zusatzlich sind
sie im Abkirzungsverzeichnis aufgefiihrt (7.1). Abkurzungen, die als bekannt vorausgesetzt
werden (DNA) oder die sich auf Chemikalien beziehen (SDS), werden nur im Abkirzungs-

verzeichnis erklart, sofern der volle Name nicht zum Verstandnis notwendig ist.

2.1 Verwendete Mikroorganismen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Pilz Hortaea acidophila gearbeitet (Tab. 3). Es handelt
sich bei diesem Organismus um einen melanisierten Ascomyceten aus der Ordnung der
Dothideales. H. acidophila wurde aus einem Anreicherungsmedium mit Humin- und Fulvinsguren
als Kohlenstoffquelle bei pH 0,6 isoliert (Holker et al., 2004). Die genomische DNA des

Ascomyceten Trichoderma atroviride wurde zur Kontrolle von Haushaltsgenprimern verwendet.

Tab. 3: Verwendete Pilzstamme

Stamm Eigenschaften Herkunft/Referenz
Hortaea acidophila CBS 113389 Wildtyp Holker et al., 2004
Trichoderma atroviride CBS 349 Wildtyp Holker et al., 1999

Der Wirtsstamm E. coli XL1-Blue wurde fiir die Transformation mit Derivaten des Plasmids
pGEM-T Easy (2.2) verwendet (Tab. 4). Flr die Transformation mit dem Plasmid pBlueScript
SK (+) wurde zusatzlich der Wirtsstamm E. coli XL1-Blue MRF’ verwendet, da dieser fiir
Restriktionsendonucleasen defizient ist und deshalb auch methylierte Fremd-DNA nicht
hydrolysieren kann. Die Plasmide konnten durch Anzucht der Bakterien unter Selektionsdruck

vermehrt werden.

Tab. 4: Verwendete Bakterienstimme

Stamm Eigenschaften Herkunft/Referenz

Escherichia coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 Stratagene
hsdR17 supE44 relAl lac (La Jolla/CA, USA)
[F'proAB lacl’Z4M15 Tn10
(Tet)]

Escherichia coli XL1-Blue MRF’ AmrcA)183 A(mrcCB-hsdSMR- | Stratagene

mrr)173 endAl supE44 thi-1 (La Jolla/CA, USA)
recAl gyrA96 relAl lac
[F’proAB lacl’Z4AM15 Tn10
(Tet)]
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2.2 Verwendete Plasmide

Um DNA-Fragmente aus H. acidophila zu vermehren und zu sequenzieren, wurden diese in
die multiple Klonierungsstelle (MCS) des Vektors pPGEM-T Easy kloniert (Tab.5). Der Vektor
pBlueScript SK (+) wurde zur Herstellung einer partiellen genomischen DNA-Bank ver-
wendet. Die resulierenden Plasmide wurden in den Wirtsstamm E. coli XL1-Blue bzw. E. coli
XL1-Blue MRF’ transformiert und durch Anzucht der Bakterien vermehrt. Die in pGem-T
Easy klonierten Fragmente sind PCR-Produkte, die mit Hilfe von laccasespezifischen Primern
(2.12.1) amplifiziert wurden. Die Bezeichnung der Plasmide ergibt sich aus den Namen der
Primer und gegebenenfalls der Fragmentlange. Die in pBlueScript SK (+) sowie in pUC18
klonierten Fragmente sind Restriktionsfragmente genomischer DNA. Zur besseren Ubersicht-
lichkeit ist hinter der Beschreibung der Plasmideigenschaften die DNA-Quelle fir die PCR
oder die Restriktionsspaltung angegeben (gDNA flr genomische DNA, pX fir ein Plasmid
oder cbsX/X fiir ein PCR-Produkt).

Tab. 5a: Kommerziell erhaltliche Plasmide (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Plasmid Eigenschaften Herkunft / Referenz
pGEM-T Easy Amp', lacz, f1 ori, MCS Promega
(Madison/WI, USA)
pBlueScript SK (+) f1 (+), lacz’, MCS, pUC ori, Amp' Stratagene
(La Jolla/CA, USA)
puC18 pBR322-Derivat, Amp', lacZ, pMBL1 replicon | Fermentas (St. Leon-
rep, MCS Rot/Deutschland)

Tab. 5b: Plasmide, die Laccasegenfragmente enthalten (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Plasmid Eigenschaften Herkunft / Referenz
pcbsl1/int-700 pGEM-T Easy MCS::cbsl-int, gDNA diese Arbeit
pchs1/2-160 pGEM-T Easy MCS::cbs1B-cbs2B, gDNA diese Arbeit
pcbs2/int-450 pGEM-T Easy MCS::cbs2-int, gDNA diese Arbeit
pchbs2/int-600 pGEM-T Easy MCS::cbs2-int, gDNA diese Arbeit
pchs2/3-1100 pGEM-T Easy MCS::cbs2-cbs3, gDNA diese Arbeit
pint/cbs3-500 pGEM-T Easy MCS::int-chs3, gDNA diese Arbeit
pint/cbs4-650 pGEM-T Easy MCS::int-chs4, gDNA diese Arbeit
pint/cbs4-900 pGEM-T Easy MCS::int-chs4, gDNA diese Arbeit
pnested-450 pGEM-T Easy MCS::cbs2-int, chs2/3 diese Arbeit
pnested-550 pGEM-T Easy MCS::cbs2-int, cbs2/3 diese Arbeit
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Tab. 5c: Plasmide, die Restriktionsfragmente genomischer DNA enthalten (Graue Balken dienen
der Lesbarkeit).

Plasmid Eigenschaften Herkunft / Referenz

pB2i pBlueScript SK (+) MCS::BamHI-Fragmente | diese Arbeit
2,0-2,5 kb, gDNA

pB2i-450 pGEM-T Easy MCS::cbs2-int, pB2i diese Arbeit

pE2i pBlueScript SK (+) MCS::EcoRI-Fragmente | diese Arbeit
4,0-5,0 kb, gDNA

pE2i-450 pGEM-T Easy MCS::cbs2-int, pE2i diese Arbeit

pB23 pBlueScript SK (+) MCS::BamHI-Fragmente | diese Arbeit
5,0-6,0 kb, gDNA

pE23 pBlueScript SK (+) MCS::EcoRI-Fragmente | diese Arbeit
7,0-10,0 kb, gDNA

pUC-B23 pUC18 MCS::BamHI-Fragmente diese Arbeit
5,0-6,0 kb, gDNA

pUC-E23 pUC18 MCS::EcoRI-Fragmente diese Arbeit
7,0-10,0 kb, gDNA

Tab. 5d: Plasmide, die Produkte der inversen PCR enthalten (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Plasmid Eigenschaften Herkunft/Referenz

pB2i-inv pGEM-T Easy MCS::5'inv2i-3'inv2i, gDNA diese Arbeit
BamHI / selbstligiert

pE21-inv pGEM-T Easy MCS::5'inv2i-3'inv2i, gDNA diese Arbeit
EcoRlI / selbstligiert

pB23-inv pGEM-T Easy MCS::5'inv23-3'inv23, gDNA | diese Arbeit
BamHI / selbstligiert

pE23-inv pPpGEM-T Easy MCS::5'inv23-3'inv23, gDNA | diese Arbeit
EcoRlI / selbstligiert

pStul2-inv pGEM-T Easy MCS::5'inv12-3'invl2, gDNA | diese Arbeit
Stul / selbstligiert

2.3 N&ahrmedien

Medien zur Anzucht und Stammbhaltung von Pilzen

H. acidophila wurde auf PDA-Festmedium (Kartoffel-Dextrose-Agar) angezogen, welches
fertig bezogen wurde (Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Das komplexe Anzuchtsmedium fir
H. acidophila wurde sowohl als Flussigmedium als auch als Festmedium verwendet. Fir die
Herstellung von Agarplatten musste der pH auf 5,1 erhoht werden, da der saure pH-Wert das
Erstarren des Agars verhinderte. Es wurden 20 g Agar zu einem Liter Anzuchtsmedium

gegeben.
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Anzuchtsmedium (Holker et al., 2004) Spurenelementldsung (modifiziert nach
Glucose 12,0 g/l Holker et al.,1995)
Trypton 4,0 g/l MnSO, 36 mM
KH,PO, 1,2 g/l ZnS0Oy 38 mM
MgSO, * 7 H,0 08 gl FeSO, 25 mM
Na;HPO, 04 ¢l CoCl, 2 mM
Spurenelementeldsung 1,0 mil CuSQq variabel
pH 3,5 H3BO3 10 mM
EDTA 17 mM

Das Standardanzuchtsmedium enthielt 250 uM CuSO,. In Kupferlimitierungsversuchen wurde
eine Spurenelementldsung ohne Kupfer, mit wenig Kupfer (0,04 mM) oder mit viel Kupfer (250
mM) verwendet. Die Endkonzentration an Kupfer betrug dementsprechend 0,04 uM oder 250
HUM. Die niedrige Konzentration wurde ebenfalls verwendet, wenn gleichzeitig die Melanin-
synthese gehemmt wurde. Um die vollige Abwesenheit von Kupfer zu gewéhrleisten, konnte das
im Medium enthaltene Trypton durch KNOj3 ersetzt werden. Dieses Minimalmedium wurde
ebenfalls fur die Herstellung von ABTS-haltigen Agarplatten verwendet.

Zur Inhibierung der Melaninsynthese wurde Ascorbinsaure zum Flissigmedium gegeben. Es
wurde eine 10 %ige Ascorbinsdure-Lésung in Aqua demin. angesetzt und sterilfiltriert. Je
nach gewunschter Ascorbinsaurekonzentration in den Anzuchtkolben wurden 1-2 ml/l der

Losung dem Medium hinzugefugt.

Medien zur Anzucht und Stammhaltung von Bakterien

Das LB-Komplexmedium wurde in der unten beschriebenen Form mit 0,5 % NaCl fur die
Anzucht und die Stammhaltung von E. coli verwendet. Zur Selektion von plasmidtragenden
Zellen wurde Ampicillin (Amp) in einer Konzentration von 100 pg/ml eingesetzt (Stamm-
I6sung: 1 mg/ml). Zur Selektion von F’-Episom-tragenden Zellen wurde Tetracyclin in einer

Konzentration von 12,5 pg/ml eingesetzt (Stamml6sung: 12,5 mg/ml in Ethanol).

LB-Komplexmedium (Luria-Bertani-Medium nach Miller, 1972)

Trypton 10,0 g/l
Hefeextrakt 50 ol
NaCl 50 gl
Agar 20,0 g/l
pH 7,5
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Medien zur Herstellung kompetenter Bakterien fur die Transformation

Die Anzucht von E. coli flr die Herstellung von kompetenten Zellen erfolgte auf SOB-Medium.

SOB-Medium (nach Inoue et al., 1990)

Trypton 20,0 g/l
Hefeextrakt 50 g/l
NaCl 05 gl
KCI 2,5 mM
pH 7,0

2.4  Puffer und Lésungen

Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x): 242 g/l Tris-HCI; 57,1 ml/l Eisessig; 100 ml/l 0,5 M EDTA (pH 8)

Ladepuffer (6x): 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylen Cyanol FF; 50 % Glyzerin;
12 % 50x TAE-Puffer

Isolierung genomischer DNA und Plasmid-DNA
DNA-Extraktionspuffer: 200 mM Tris-HCI pH 8,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA,; 0,5 % SDS

TSN-L6sung: 2 % Triton X-100; 1 % SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris (pH 8); 1 mM
EDTA

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI ; 1 mM EDTA

Losung 1: 25 mM Tris-HCI pH 7,9; 50 mM Glucose; 10 mM EDTA/NaOH pH 8,0

Losung 2: 0,2 M NaOH; 1 % SDS

Ldsung 3: 3 M Kaliumacetat, pH 4,8

Southern Blot
Denaturierungslésung: 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
Neutralisationslosung: 0,5 M Tris, pH 7,5; 1,5 M NacCl

20x SSC: 3 M NacCl; 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0
Maleinsdurepuffer: 0,1 M Maleinsdaure; 0,15 M NaCl, pH 7,5
Waschpuffer: 0,3 % (v/v) Tween 20 pro Liter Maleinsaurepuffer
Detektionspuffer: 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl, pH 9,5
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Fotometrischer Nachweis der Laccaseaktivitat mit ABTS

Fur den Enzymtest zum Laccasenachweis wurde Citrat-Phosphat-Puffer bestehend aus
Zitronensaure und Dinatriumhydrogenphosphat nach Mcllvaine (1921) verwendet. Fir einen
Liter Puffer mit einem pH-Wert von 2,6 ergibt sich ein Mischverhéltnis von 891 ml 0,1 M
Zitronensaure und 109 ml 0,2 M NayHPO,.

Proteinbestimmung mittels Bradford-Test
Das Bradford-Reagenz entielt 100 mg/l Coomassie Brilliant Blue G250 (in 50 ml 95 %
Ethanol) und 100 ml/l Phosphorséure (85 %).

Transformation von Bakterien
TB-Puffer: 10 mM Pipes; 15 mM CaCl,; 250 mM KCI; pH 6,7 (mit KOH); 55 mM MnCl,
2M Mg?: 1 M MgCly;1 M MgSO,

Beide Losungen wurden sterilfiltriert.

Proteinbiochemische Methoden

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Gelpuffer: 3 M Tris-HCl, pH 8,45; 0,3 % SDS
Anodenpuffer: 200 mM Tris, pH 8,9
Kathodenpuffer: 100 mM Tris; 0,1 % SDS; 0,1 M Tricin

Western Blot

Transferpuffer: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 150 mM Glycin; 20 % Ethanol

PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPO,*7H,0; 1,4 mM
KH,PO4, pH 7,3

TBS: 20 mM Tris-HCI; 140 mM NaCl, pH 7,5

TBST: TBS mit 0,1 % Tween-20 (v/v)

Blockierungsreagenz:  PBS mit 5 % Magermilchpulver

Antikorper-Reagenz:  TBST mit 1 % Magermilchpulver

RNA-Isolierung

LETS-Puffer: 0,1 M LiCl; 0,01 M EDTA,; 0,01 M Tris-HCI, pH 7,4; 0,02 % SDS
Saures P/C: Saures Phenol/Chloroform (1:1)
Saures P/C/S: Saures P/C; 1 % SDS
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Trizol-Reagenz: 38 % Phenol; 0,8 M Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M Ammonium-
thiocyanat; 0,1 M Natriumacetat pH 5,0 ; 5 % Glyzerin

DNase-Reaktionspuffer (10x): 400 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM MgSOQOy; 10 mM CacCl,

DNase-Stop-Ldsung: 20 mM EGTA, pH 8,0

NBC-Puffer (20x): 1 M Borsdure; 20 mM Natriumcitrat; pH 7,0

2.5 Kultivierungsverfahren

2.5.1 Stammbhaltung und Anzucht von Pilzen

Die Stammhaltung von H. acidophila erfolgte auf PDA-Festmedium oder auf Agarplatten mit
Anzuchtsmedium. Die Platten wurden bei 25 °C angezogen und in regelmaRigen Abstanden
uberimpft. Ebenfalls regelmaRig wurden frische Glyzerinkulturen auf Platten ausgestrichen, um
auszuschlielen, dass der Pilz durch Mutation seine Eigenschaften verdndert. Die Anzucht
erfolgte in Erlenmeyer- oder Rundkolben mit Flissiganzuchtsmedium (2.3.1) bei 25 °C und
150 U/min auf einem Schittler (Certomat) der Firma B. Braun, Melsungen/Deutschland. Das
Inokulum stammte von einer PDA-Platte und wurde in 1 ml Aqua demin. resuspendiert. Flr
Versuche zur Schutzwirkung von Melanin wurde die Melaninsynthese mit 0,1 % bzw. 0,2 %
Ascorbinsdure im Flissigmedium gehemmt. Um verschiedene Stressfaktoren bei der Anzucht zu
untersuchen, wurde entweder die Kupferkonzentration im Medium herabgesetzt, ein hoherer
pH-Wert eingestellt, oder die Kultur mit Alufolie vor dem Einfluss von Licht geschiitzt. Fir die
Anzucht unter Kupferlimitierungsbedingungen wurde Anzuchtsmedium ohne oder mit wenig
(0,04 uM) Kupfer verwendet.

2.5.2 Stammbhaltung und Anzucht von Bakterien

Stammkulturen von E. coli wurden bis zu vier Wochen auf LB-Festmedium gelagert. Eine
langere Lagerung war nicht moglich, da es auf Grund des fehlenden Puffers im Medium zu einer
starken Anséuerung des Mediums durch Garungsprozesse der Bakterien kommen kann.
Kulturen wurden nur so lange auf Platten gelagert, bis die Identitdt der enthaltenen Plasmide
geklart war. AnschlieBend wurden die Plasmide isoliert und der E. coli-Stamm entsorgt.
Stammkulturen wurden regelmaRig Uberimpft. Zur Stabilisierung der Plasmid tragender
Stamme enthielt das Medium Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml. Die Stdimme
XL1-Blue und XL1-Blue MRF’ wurden auf LB-Agarplatten mit 12,5 pg/ml Tetracyclin

angezogen, um die Anwesenheit des F’-Episoms zu garantieren, auf dem neben dem Gen fur
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die Tetracyclinresistenz ein Teil des zur Blau-Weil3-Selektion benétigten lacZ-Gens liegt. Die
Agarplatten wurden im Kihlschrank bei 4 °C aufbewabhrt.

Die Bakterienanzucht erfolgte im Thermoschuttler (Infors AG, Bottmingen, Schweiz) bei
200 U/min und einer Temperatur von 37 °C. Beimpft wurde von einer Agarplatte. Die Anzucht
erfolgte in sterilen 13 ml-Rohrchen der Firma Sarstedt (Numbrecht/Deutschland). Fir den
Selektionsversuch von Laccasegen tragenden Bakterien mittels ABTS-Platten wurden die
gleichen ABTS-Platten verwendet wie zur Anzucht von H. acidophila. Die Anzucht auf diesen

Platten erfolgte bei 37 °C tiber mehrere Tage, bis ein Wachstum zu erkennen war.

2.5.3 Wachstumsversuche mit H. acidophila

Zur Untersuchung der zeitlichen Entwicklung der Laccase-Aktivitat in H. acidophila wurden
Wachstumsversuche durchgefiihrt. Dazu wurden 1.000 ml-Rundkolben mit 200 ml Anzucht-
medium mit 250 uM CuSO, verwendet. Inokuliert wurde mit Zellmaterial von einer PDA-
Platte, welches in 1 ml Aqua demin. resuspendiert wurde. Die Anzucht erfolgte bei 25 °C und
150 U/min (Certomat, Firma B. Braun, Melsungen/Deutschland). Fir die Aktivitdtsmessung

wurde steril 1 ml Kultur, fiir die Trockengewichtsbestimmung 2 ml Kultur entnommen.

2.5.4 Herstellung von Glyzerinkulturen

Zur Herstellung von Glyzerinkulturen von E. coli wurden die entsprechenden Bakterienkulturen
uber Nacht bei 37 °C in LB-Medium mit oder ohne Antibiotikum angezogen. Eine 20 ml-
Hauptkultur wurde am néchsten Tag beimpft und bis zu einer ODggo VOn Uber 1 angezogen.
Anschlielend wurde ein Glyzerin-LB-Gemisch (1:1) im Verhéltnis 1:1 zu der Kultur gegeben,
so dass der Glyzeringehalt bei 25 % lag. Um Glyzerinkulturen von H. acidophila herzustellen,
wurde der Pilz auf PDA-Platten angezogen. Es wurde eine Zellsuspension von 1,8%10° Zellen/ml
in sterilem 17 %igen Glyzerin hergestellt. Aliquots aller Glyzerinkulturen von 1 ml wurden bei
-80 °C eingefroren. Nach einigen Tagen wurde die Lebensféhigkeit der Zellen durch Aus-

streichen auf Festmedium Uberprift.

2.6  Aktivitatsbestimmung der Laccase

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt der Laccase erfolgte fotometrisch. Um die erhaltenen
Aktivitatswerte vergleichbar zu machen, wurden die Werte zum Proteingehalt der Probe in

Beziehung gesetzt oder mit dem Trockengewicht der Kultur verglichen.
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2.6.1 Fotometrische Aktivitatsbestimmung mit ABTS

Fur die fotometrische Aktivitatsbestimmung wurde das kinstliche Laccasesubstrat ABTS
verwendet (Abb. 5). Die Substanz ist im reduzierten Zustand ein farbloses Salz und absorbiert
im oxidierten Zustand u. a. bei 420 nm. Diese Absorption wurde in einem Ultraspec 2000-
Fotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge/England) gemessen. Da oxidative Aktivitit ge-
messen wird, erfasst der Test auch Oxidasen, die keine Laccasen sind.

Die Messung der Laccaseaktivitat erfolgte sowohl im Uberstand als auch an ganzen Zellen. Es
wurde 1 ml der wachsenden Kultur abgenommen und 5 min bei 18.600 g abzentrifugiert (4 °C,
Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg). Der Uberstand wurde abgenommen und
vermessen. Dazu wurden 200 pl Probe mit 700 ul Citrat-Phosphat-Puffer gemischt und als
Referenz verwendet. Zehn Minuten nach Zugabe von 100 pl 3 mM ABTS-L6ésung wurde die
Absorption bei 420 nm gemessen. Zur Bestimmung der Laccaseaktivitdt an ganzen Zellen
wurde das Zellpellet in 1350 pl Citrat-Phosphat-Puffer resuspendiert und mit 150 pl 3 mM
ABTS-L06sung versetzt. Der Ansatz inkubierte unter Rihren auf einem Magnetriihrer in einem
offenen 2 ml-Reaktionsgefal fur 1-5min. Das offene Reaktionsgefal gewahrleistete eine
ausreichende Sauerstoffversorgung der Laccase, die O, als terminalen Elektronenakzeptor
verwendet. Die Reaktion wurde durch 1min(tiges Abzentrifugieren bei 18.600 g (4 °C) be-
endet. Ein Milliliter des Uberstandes wurde im Fotometer bei 420 nm vermessen. Als
Referenz diente hierbei ein Ansatz aus 900 pl Citratpuffer und 100 ul ABTS.

OS A 5 NSO o8 S s S0y
(NH, ) k [ )=n~=( | (NH, ) >:N—N:<
| | N

CHs C,Hs G Hs C,Hs

Abb. 5: ABTS und ABTS-Monoradikalkation. Bei der Oxidation von ABTS durch die Laccase
entsteht ein Kation (Pfeil), welches griin erscheint. Bei der weiteren Oxidation zu ABTS? entsteht ein
violetter Farbton.

2.6.2 Berechnung der Enzymaktivitat
Die Berechnung der Enzymaktivitét erfolgte an Hand der angegebenen Formel. Angegeben wurde
die Aktivitat in der Einheit U, definiert als pumol Substratumsatz pro Minute. Die Werte beziehen

sich auf 1 ml Uberstand bzw. 1 ml Zellsuspension bei der Messung an ganzen Zellen.

Aktivitat = AC/At = AA/ (At*g*d) * VGesamt/ VProbe
Einheiten:  U/ml=  pmol * min™®* ml™
¢ = 36,1 cm?/ umol (fur ABTS bei 420 nm)
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2.6.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde durchgefiihrt, um die Enzymaktivitat im Uberstand mit einem
Proteingehalt korrelieren zu kénnen. Da im Uberstand relativ wenige Proteine vorliegen, sollte
der Proteingehalt ndherungsweise gleich dem Laccasegehalt sein. Die Aktivitatswerte an
ganzen Zellen konnten nur auf 1 ml Zellsuspension bezogen werden, da eine Protein-
bestimmung der Gesamtzellproteine keinen Aufschluss (ber die Proteinkonzentration der
Laccase gibt. Uber die Bestimmung des Trockengewichts kann hier eine bessere Vergleich-
barkeit der Aktivitatswerte erzielt werden.

Es erfolgte eine Proteinbestimmung nach Bradford (1976). Bei dieser Methode bindet der
verwendete Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 an das Protein, was zu einer Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm fiihrt. Die Zunahme der
Absorption bei 595 nm kann fotometrisch gemessen werden. Hierzu wurden 100 ul Probe mit
1 ml Bradford-Reagenz vermischt und fur 10 min inkubiert. Die Absorptionsmessung erfolgte
bei 595 nm mit Aqua demin. als Referenz in einem Ultraspec 2000-Fotometer (Firma
Pharmacia Biotech, Cambridge/England). Die Eichgerade wurde mit einer geeigneten Kon-

zentration an Bovinem Serum Albumin (BSA) erstellt.

2.6.4 Trockengewichtsbestimmung

Die Trockengewichtsbestimmung erfolgte, um das Wachstum des Pilzes zu quantifizieren.
Eine Messung der optischen Dichte als MaR des Pilzwachstums war auf Grund der starken
Melaninbildung, welche die Messung beeinflusste, nicht moglich.

Eine bestimmte Menge Zellsuspension wurde abzentrifugiert (18.600 g, 5 min, Eppendorf-
Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg) und 2x mit Aqua demin. gewaschen. Anschliefend wurde das
Zellpellet in 1 ml Aqua demin. resuspendiert und in ein zuvor gewogenes Reagenzglas
gegeben. Das Reagenzglas wurde ber Nacht bei 100° C in einem Trockenschrank getrocknet
und anschlieRend erneut gewogen. Bei dem Versuch zur Schutzwirkung des Melanins wurden
auf Grund der geringen Trockengewichtswerte die gesamten 50 ml-Zellsuspension abzentrifu-

giert und anschlieBend in 1 ml Aqua demin. aufgenommen.

2.7  Immunologischer Nachweis der Laccase
Um die Laccasen auf Proteinebene nachzuweisen, wurde ein Western Blot mit anschlieRender

immunologischer Markierung durchgefiihrt. Verwendet wurden polyklonale Antikorper gegen
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die aufgereinigten Laccasen von Ceriporiopsis subvermispora (Ruel et al., 1998) und Melano-

carpus albomyces (Kiiskinen & Saloheimo, 2004).

2.7.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen auf Grund ihrer Grof3e
und Ladung. Dabei wandern die Proteine im elektrischen Feld durch die Maschen des Polyacryl-
amids, deren GroRe durch den Vernetzungsgrad vorgegeben ist. Des Weiteren wird die Wan-
derungsgeschwindigkeit durch die Eigenladung des Proteins und seine Tertiérstruktur beeinflusst.
Um diese Einflisse zu minimieren, kann die PAGE unter denaturierenden und bei Bedarf
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt werden. Dieses Verfahren wurde 1970 von Laemmli
entwickelt und tragt den Namen SDS-PAGE. Die so genannte diskontinuierliche SDS-PAGE
bietet zudem die Mdglichkeit, die einzelnen Banden sehr scharf zu fokussieren.

Die SDS-PAGE verwendet SDS, um die Abhédngigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteine im elektrischen Feld auf das Molekulargewicht zu begrenzen. Mit seiner hydro-
phoben Gruppe lagert sich SDS an die hydrophoben Gruppen der Proteine und verringert die
stabilisierenden Wechselwirkungen, so dass sich das Protein entfaltet. Zusétzlich fihrt SDS
viele negative Ladungen in das Protein ein und (berlagert dadurch Eigenladungen der
Aminosauren. Da die Menge der eingefiihrten Ladung normalerweise direkt proportional zur
Molekilmasse ist (je 1 Molekil SDS bindet an 2 Aminosauren), l&sst sich ein Protein an Hand
seiner Laufstrecke im Gel einem Molekulargewicht zuordnen. Man spricht allerdings von dem
apparenten Molekulargewicht, da sich Proteine in einigen Féllen nicht ihrem
Molekulargewicht gemaR auftrennen lassen. Ein weiteres Problem stellen Disulfidbriicken dar,
die jedoch durch Einsatz von Reduktionsmitteln wie z. B. B-Mercaptoethanol oder DTT
beseitigt werden kénnen. Eine weitere Verfeinerung der Methode stellt die diskontinuierliche
SDS-PAGE dar. Hierbei wird das SDS-Protein zuerst in einem Sammelgel in einem Bereich
hoher Feldstarke konzentriert. In dem anschlieBenden Trenngel werden die SDS-Proteine auf
Grund der hoheren Acrylamidkonzentration zuriickgehalten und trennen sich gemaf3 ihrer
Molekulargewichte. Es wurden Tricin-SDS-Gele (Schagger & Jagov, 1987) verwendet, da diese

grof3e Proteine besser auftrennen als die SDS-Gele nach Laemmli.

Vorbereitung der Gele

Die Gele bestehen aus Acrylamidmolekilen, die nach Kontakt mit dem Radikalbildner,
Ammoniumpersulfat (APS) eine radikalische Polymerisation durchfilhren und somit lange

Ketten bilden. Die Substanz Temed dient bei dieser Reaktion als Katalysator. Um eine
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Quervernetzung der Polyacrylamidketten zu ermdglichen, wird N,N’-Methylen-Bisacrylamid
zugesetzt, so dass eine Quervernetzung der Ketten iber die Methylengruppen stattfinden kann.
Die PorengrolRe wird sowohl vom Gesamtgehalt an Acrylamid und Bisacrylamid (% T) als
auch vom Anteil des Quervernetzers am Gesamtgehalt (% C) bestimmt. Zur Herstellung der
Gele wurden Rotiphorese-Ldsung A (30 % Acrylamid) und B (2 % Bisacrylamid) der Firma
Carl Roth GmbH (Karlsruhe) verwendet (Tab. 6).

Tab. 6: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Trenngel (T = 11,5 %) Sammelgel (T = 3 %)

Trenngelpuffer 3,35 ml Sammelgelpuffer 1,600 ml
Rotiphorese A 3,20 ml Rotiphorese A 0,900 ml
Rotiphorese B 1,50 ml Rotiphorese B 0,375 ml
Aqua demin. 1,80 ml Aqua demin. 5,600 ml
Glyzerin 1,15 ml Glyzerin /

zur Polymerisation

10 % APS 50,0 pl 10 % APS 75 pl
Temed 6,3 pl Temed 20 pl

Vorbereitung der Proben

Die Proben wurden von Dipl.-Biol. Jutta Bend bereitgestellt. Es handelte sich um konzentrierten
Kulturtberstand und um Zellaufschlussproben. Die Zellen wurden mit einer modifizierten
DNA-Isolierungsmethode aufgeschlossen, um die Laccase zu isolieren (Bend, 2005). Die
Proben wurden vor dem Auftragen in Rotiload-Probenpuffer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
gelost. Dieser Puffer enthélt 4 % (w/v) SDS, 12 % (w/v) Glyzerin, 50 mM Tris- HCI-Puffer pH
6,8 sowie DTT als reduzierendes Agenz und Serva Blue G als Farbstoff. Als GroRenstandard

diente die Prestained Protein Ladder der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot).

Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-PROTEAN Il Elektrophoresekammer der Firma
Bio-Rad (Hercules, CA/USA) durchgefihrt. Als Spannungsquelle diente der Power Pac 200
ebenfalls von der Firma Bio-Rad. Der Einlauf der Proben in das Sammelgel erfolgte bei
100 V, beim Ubergang ins Trenngel wurde die Spannung auf 150 V erhéht. Nach der Gel-

elektrophorese erfolgte ein Western Blot.
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2.7.2 Western Blot

Der Western Blot besteht aus dem Western Transfer, der Immunohybridisierung und einem
kolorimetrischen Nachweis. Die gesamten Proteine werden nach der SDS-PAGE durch
Stromfluss auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und anschlieBend durch einen Anti-
korper, der spezifisch an das nachzuweisende Protein bindet, selektiv markiert. Im nachsten
Schritt wird der sekundére Antikorper hinzugegeben, der wiederum an den ersten Antikdrper
bindet, und an den ein Enzym wie z. B. die Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist. Mit
geeigneten Nachweisreagenzien kann die Lokalisation dieses Antikorper-AP-Konjugats sicht-
bar gemacht werden, da das Enzym die im Nachweisreagenz enthaltenen Substrate zu einem
Farbstoff umsetzt. Gegenuber der unspezifischen Coomassie-Farbung, die alle Proteine durch
Bindung des Farbstoffes farbt, hat der Western Blot den Vorteil, dass durch die verwendeten
Antikorper der spezifische Nachweis eines bestimmten Proteins oder zumindest einer
Proteinklasse erfolgen kann. Die Spezifitat des Verfahrens hangt von Art und Qualitét des zur

Verfligung stehenden Antikorpers ab.

Western Transfer

Der Western Transfer erfolgte mit der Mini-Trans-Blot-Electrophoresis-Transferkammer der
Firma Bio-Rad (Hercules, CA/USA) in einem Feuchtblot-Verfahren. Der Aufbau des Blots
erfolgte in einer mit Transferpuffer getrankten Schale, wie in Abbildung 6 beschrieben. Als
Membran wurde eine Nitrocellulosemembran mit PorengréRe 0,2 um verwendet (Schleicher
& Schuell, Dassel). Die Blotkammer wurde mit Transferpuffer gefillt und das Gel 1 h 15 min
bei 100 V und 4 °C geblottet. Die Proteine wandern im Stromfluss auf Grund ihrer negativen

Ladung zur Anode und bleiben auf der Nitrocellulosemembran héngen.

Anode (+) Abb.6: Aufbau des Elektroblot-Geréats. Die
SDS-Proteine wandern vom Minuspol zum Plus-
feuchter Schwamm pol und binden an die Nitrocellulosemembran.

Gel-Blotting-Papier

Nitrocellulosemembran

Gel

Gel-Blotting-Papier

feuchter Schwamm
Kathode (-)
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2.7.3 Immunologische Hybridisierung und kolorimetrische Detektion
Fur den immunologischen Nachweis wurden polyklonale Primarantikrper aus Kaninchen
verwendet (siehe 2.7). Als Sekundarantikérper wurde ein AP-Konjugat eines Anti-Kaninchen-

Antikdrpers (IgG-Fc, Promega) gewabhlt.

Immunohybridisierung

Die Membran wurde Uber Nacht auf einem Schiittler in Blockierungsreagenz inkubiert, um freie
Proteinbindungsstellen auf der Membran zu blockieren, da die Antikdrper sonst unspezifisch an
die Membran binden und ein Hintergrundsignal erzeugen wurden. Zudem ist wichtig, dass die
Seite der Membran, die Kontakt mit dem Gel hatte und die Proteine tragt, bei allen folgenden
Schritten nach oben zeigt. Nach erfolgter Blockierung wurde die Membran 3x 10 min mit TBST
gewaschen. Der Primarantikdrper wurde 1 : 2000 verdiinnt in Antikdrper-Reagenz eingesetzt und
fir 1 h auf die Membran gegeben. Nach dem Abgiel3en der Antikorperldsung wurde erneut 3x 10
min mit TBST gewaschen. Der sekunddre Antikorper wurde nach diesen Waschschritten 1:2000
in Antikorper-Reagenz verdiinnt und ebenfalls fur 1 h auf die Membran gegeben. AnschlieRend
wurde die Membran 5x 10 min mit TBST gewaschen. Alle Inkubations- und Waschschritte

erfolgten bei RT (Raumtemperatur) und gleichméRigem Schutteln.

Kolorimetrischer Nachweis

Zum Nachweis der Alkalischen Phosphatase (AP) wurde eine BCIP/NBT-Fertiglosung
(Sigma, St. Louis, MO/USA) eingesetzt. BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat) dient als
AP-Substrat (Horwitz et al., 1966), das nach seiner Dephosphorylierung oxidativ in einen

blauen, wasserunléslichen Indigofarbstoff Gberfiihrt wird. Als Oxidationsmittel dient NBT
(Nitroblautetrazoliumchlorid), welches bei dieser Reaktion ebenfalls zu einem blauen Farb-
stoff reagiert und somit farbverstarkend wirkt (Michal, 1983). Die BCIP/NBT-Fertigldsung
enthielt 0,48 mM NBT und 0,56 mM BCIP. Die Membran wurde in ein sauberes Gefal
gegeben und 1-15 min mit dem Farbreagenz inkubiert, bis eine Farbsattigung eintrat. An-

schlieRend wurde die Membran in Aqua demin. gewaschen und getrocknet.

2.8  Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren

2.8.1 Isolierung von genomischer DNA aus Pilzen
Die Isolierung von genomischer DNA aus schwarzen Hefen ist auf Grund der stark melani-

sierten Zellwand schwieriger als z. B. bei der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae.
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Gleichzeitig ist der Zellaufschluss mit Hilfe von Flussigstickstoff schwieriger als bei
filamenttsen Pilzen, da sich einzelne Hefezellen nicht abfiltrieren lassen. Aus diesem Grund
wurden drei verschiedene Methoden zur Isolierung von genomischer DNA aus H. acidophila
ausprobiert. Es wurde ein Kit zur Isolierung von genomischer DNA aus Pilzen (FASTDNA-
Kit) verwendet, eine Methode zur Isolierung genomischer DNA aus nicht-melanisierten Hefen
(Hoffmann & Winston, 1987) und eine Methode zur DNA-Extraktion aus filamentdsen Pilzen
(Raeder & Broda, 1988).

Isolierung genomischer DNA mit dem FASTDNA-Kit

Das FASTDNA-Kit der Firma Qbiogene (Carlsbad/CA, USA) ist optimiert fur die schnelle
Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzen, Pilzen oder tierischen Zellen. Die Zellen
werden zusammen mit einer speziellen Matrix (Kugeln unterschiedlichen Durchmessers) und
einem fur die gewunschte Organismengruppe spezifischen Puffer in ein Reaktionsgefal
gegeben. Dieses wird in einem FastPrep-Instrument (Firma Eubio, Wien/Osterreich) drei-
dimensional geschdittelt. Hierdurch soll ein Aufschluss der Zellen erfolgen.

Fur die Isolierung von genomischer DNA wurden 2 ml einer 10 Tage alten H. acidophila-
Kultur abgeerntet (5 min bei 18.600 g, Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg). Der Uber-
stand wurde entfernt und 100 mg des Pellets wurden mit der Matrix und 1 ml des Hefe-
spezifischen Puffers CLS-Y vermischt. Dieser Puffer ist wie die anderen bei dieser Methode
verwendeten Puffer Bestandteil des Kits. Die Homogenisierung erfolgte im FastPrep-
Instrument 2x 30 s bei einer Starke von 5,0. Zwischen den Rotationsdurchgéngen erfolgte eine
2miniitige Inkubation auf Eis, um eine Uberhitzung der Probe zu vermeiden. AnschlieRend
erfolgte eine 15minitige Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C. Der DNA-haltige Uberstand
(600 ul) wurde abgenommen und mit 600 ul Bindematrix fir 5 min bei RT inkubiert. Die
Matrix wurde fur 1 min bei 14.000 g und 4 °C abzentrifugiert und in 500 ul des Puffers
SEWS-M resuspendiert. Nach diesem Waschschritt wurde der Uberstand durch zweimaliges
Zentrifugieren (1 min, 14.000 g, 4 °C) vollstdndig entfernt. Die Elution der DNA erfolgte
durch Resuspension der Matrix in 100 pl DES-Puffer und 3mindtiger Inkubation. Nach
erneuter Zentrifugation (1 min, 14.000 g, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und bei
4 °C aufbewahrt.

Isolierung genomischer DNA aus filamentdsen Pilzen (Raeder & Broda, 1988)
Fur den Zellaufschluss wurden 200 ml H. acidophila-Kultur abgeerntet (15 min, 17.000 g,
Sorvall RC2-B Automatic Refrigerated Centrifuge, GSA-Rotor, Firma Du Pont de Nemours,
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Bad Homburg/Deutschland). Das Zellpellet wurde mit Flissigstickstoff tiefgefroren und zer-
morsert. Etwa 400 mg des Zellmaterials wurde abgewogen und in 700 ul Extraktionspuffer
resuspendiert. Die DNA-Isolierung erfolgte durch Zugabe von 500 ul Phenol (pH 7,5) und
kraftiges Mischen mit einem REAX 2000 Mischgerét (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach). Nach dem Abzentrifugieren (15 min, 14.000 g, 4 °C, Eppendorf-Zentrifuge
5417 C/R, Hamburg) konnten circa 700 pl Uberstand abgenommen werden. Um die im Uber-
stand enthaltene RNA abzubauen, wurden 20 ul RNase A zugegeben (10 mg/ml). Die Inkuba-
tion erfolgte 30 min bei 37 °C. Anschlieend wurden 700 pl Chloroform zugeben und 10 min
bei 14.000 g zentrifugiert (4 °C). Die Oberphase wurde vorsichtig abgenommen und mit
500 pl Isopropanol versetzt. Die Féllung der DNA erfolgte 2 h bei -20 °C. Anschlie3end
wurde 30 min bei 14.000 g zentrifugiert (4 °C) Das DNA-Pellet wurde 2x mit 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen (10 min, 4 °C, 14000 g) und circa 2 min an der Luft getrocknet, bevor es

in 50 pl Reinstwasser aufgenommen wurde.

Isolierung genomischer DNA aus Hefen (Hoffmann & Winston, 1987)

Drei Milliliter einer H. acidophila-Kultur wurden abgeerntet (5 min, 4 °C, 14.000 g, Eppen-
dorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg) und in 200 pl TSN-LGsung resuspendiert. Es wurden
etwa 250 mg Glaskugelchen (Durchmesser 0,4-0,6 mm) und 200 pl neutrales Phenol-Chloro-
form zugegeben. Die Kugelchen wurden zuvor 1 h in konzentrierter Salpeterséure gerihrt und
durch Waschen wieder auf neutralen pH-Wert gebracht. Fir den Zellaufschluss wurde
entweder fur 2-3 min auf einem Mischgerdt gemischt (REAX 2000 Mischgerat, Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach) oder der FastPrep Ribolyser (Starke 4,0; 20-30
sec, Firma Eubio, Wien/Osterreich) verwendet. AnschlieRend wurde fir 5-10 min bei RT
zentrifugiert (14.000 g) und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 200 pl TE-
Puffer resuspendiert und fur die Nachextraktion kurz mit Hilfe des Mischgeréts gemischt.
Nach erneuter Zentrifugation (5-10 min bei RT, 14000 g) wurde der Uberstand mit dem ersten
Uberstand vereinigt. Die Uberstande wurden mit 4 pl RNase A (10 mg/ml) 1 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden 400 ul Phenol-Chloroform zugegeben, vorsichtig vermischt
und zentrifugiert (5-10 min, 14.000 g, 4 °C), so dass der wassrige Uberstand abgenommen
werden konnte. Die Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe von 4 pl 5M NaCl und 1 ml
Ethanol. Nach 5mintiger Inkubation bei RT wurde die DNA 30 min bei 14.000 g (4 °C)
abzentrifugiert. Das Pellet wurde 2x mit 1ml 70 % Ethanol gewaschen und in 30-50 ul TE-

Puffer oder Reinstwasser resuspendiert. Genomische DNA wurde bei 4 °C aufbewahrt.
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2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA wurde ein Plasmidisolierungskit (QIAprep Miniprep) der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Angewandt wurde hierbei das Prinzip der alkalischen Lyse
mit anschliefender Reneutralisierung (Birnboim & Doly, 1979). Die Bakterien wurden unter
Zugabe von NaOH und SDS lysiert, wobei sowohl DNA als auch Proteine denaturierten. Die
anschlieBende Zugabe eines acetathaltigen Puffers fuhrte zur Renaturierung der Kleinen und
kompakten Plasmid-DNA, die deshalb in Losung verblieb, wahrend genomische DNA und Pro-
teine mit Salzen prazipitierten und durch Zentrifugation abgetrennt wurden. Die Gewinnung der
Plasmid-DNA aus der wassrigen Losung erfolgte durch spezifische Anbindung an eine Silica-
gelmembran unter Zugabe von caotropen Salzen (Vogelstein & Gillespie, 1979). Die Verwen-
dung eines niedersalinen Puffers fuhrte daraufhin zur Elution der Plasmid-DNA.

Sollten Plasmide isoliert werden, ohne dass ein hoher Reinheitsgrad erforderlich war, wurde eine
Schnellisolierung nach dem gleichen Prinzip durchgefiihrt. Hierzu wurden 1-3 ml Zellkultur
abgeerntet (5 min, 13.000 g, Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg) und das Pellet in 50 pl
Losung 1 resuspendiert. AnschlieRend wurden 60 pl Lésung 2 zugegeben, vorsichtig vermischt
und 1-3 min inkubiert. Nach dem erfolgten Zellaufschluss wurden zur Neutralisation 75 pl
Losung 3 zugegeben und erneut vorsichtig gemischt. Nach 5Sminutiger Zentrifugation bei
13.000g (4 °C) wurde der Plasmid-DNA-haltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR
uberflhrt und durch Zugabe von 500 pl Isopropanol geféllt. Es wurde 2 min bei 13.000 g (4 °C)
zentrifugiert und das Pellet mit 500 pl 70 %igen Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet
wurde in 50 pl TE-Puffer aufgenommen. Plasmid-DNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.8.3 Isolierung von RNA

RNA wurde mit zwei verschiedenen Methoden extrahiert. Bei einer Methode wurde spezifisch
MRNA (ber den PolyA-Schwanz isoliert, den nur diese RNA tragt, bei der anderen wurde die
gesamte RNA isoliert, welche anschlieBend komplett in die PCR zur cDNA-Synthese

eingesetzt werden konnte.

2.8.3.1 Isolierung von mRNA mittels Dynabeads ®

Da fir die Expressionsanalyse des Laccasegens und dessen cDNA-Synthese nur die mRNA
wichtig ist, wurde ein Kit verwendet, mit welchem die Isolierung reiner mRNA mdglich sein
soll. Dieses Kit (Dynal von Dynal A.S., Oslo, Norwegen) macht sich die Tatsache zu Nutze,
dass Transkripte am 3’-Ende eine Abfolge von Adeninresten besitzen (PolyA-Schwanz).

Daruber bindet die mRNA an magnetische Kugelchen (Dynabeads), welche einen
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Poly-Thymidinrest tragen und wiederum durch einen Magneten (Dynal MPC) gesammelt
werden konnen. Zentrifugationsschritte entfallen bei diesem Verfahren. Alle verwendeten
Puffer waren Bestandteil des Kits.

Der Zellaufschluss erfolgte wie unter 2.8.1 beschrieben durch Zermdrsern der Zellen nach
Schockgefrierung mittels Flissigstickstoff. Hundert Milligramm der tiefgefrorenen Zellen
wurden in 1 ml Lysis-/Bindepuffer resuspendiert und 1 min bei 14.000 g (4 °C) abzentri-
fugiert. Der Uberstand wurde zu 250 pl Dynabeads gegeben, welche zuvor in Lysis/Binde-
puffer gewaschen worden waren. Um die Bindung der mRNA an die Dynabeads zu ermdg-
lichen, wurde das Reaktionsgefd? 5 min bei RT geschuttelt. Im Dynal MPC wurden die
Kiigelchen gesammelt, so dass der Uberstand abgenommen werden konnte. AnschlieBend
wurde zweimal mit Waschpuffer A und einmal mit Waschpuffer B gewaschen. Die Elution
der mRNA erfolgte durch Zugabe von 20 pl 10 mM Tris-HCI-Puffer und 2mindtiges Erhitzen
auf 65-80 °C. Der Uberstand wurde nach diesem Inkubationsschritt vorsichtig im Dynal MPC
abgenommen. Die mRNA wurde, wenn mdglich, sofort in cDNA umgeschrieben. War dies

nicht moéglich, wurde sie bei -80 °C gelagert.

2.8.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Bei der Isolierung von Gesamt-RNA erhadlt man normalerweise ausreichend mRNA, um eine
cDNA-Synthese durchfihren zu kénnen. Da herkdmmliche Aufschlussmethoden unter Ver-
wendung von Bindematrizes zur Isolierung von Nukleinséuren bereits bei der DNA-Isolierung
versagt hatten, wurde eine Isolierungsmethode gewdhlt, die analog zu der Methode von
Hoffmann & Winston (1987) mit Glaskugelchen arbeitet. Durch die Wahl der Puffer und der
Verwendung von saurem statt neutralem Phenol sollte dabei jedoch RNA statt DNA isoliert

werden. Insgesamt wurden drei verschiedene Extraktionsmethoden ausprobiert.

Zellaufschluss und RNA-Isolierung aus Hefen (Heiland, 1999)

Von einer 4-6 Tage alten Flussigkultur wurden 20 ml fir 5 min bei 1.500 g und 4 °C (Biofuge
22R, Heraeus Sepatech, Osterode) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml eiskaltem Reinst-
wasser resuspendiert und in 2 ml ReaktionsgefalBe Uberfuhrt. Nach erneuter 5Smindtiger
Zentrifugation wurde das Pellet in 500 pl LETS-Buffer resuspendiert. Es wurden etwa 0,75 g
sauer gewaschene Glasperlen und 0,5 ml saures P/C/S zugegeben und 2 min gemischt (REAX
2000 Mischgerét, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach). Dabei wurden die
Proben alle 30 s auf Eis gekihlt. Nach 10min(tiger Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C
(Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg) wurde der Uberstand abgenommen und mit dem
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gleichem Volumen saurem P/C versetzt. Die Probe wurde 1 min kréftig geschdttelt und erneut
fur 10 min bei 12.000 g zentrifugiert. Diese Extraktion wurde 2-3x wiederholt bis keine
deutliche Interphase mehr zu sehen war.

AnschlieBend wurde der Uberstand mit 1/20 Volumen 40 % Kaliumacetat (pH 5,2) und 2,5-
3fachem Volumen Ethanol geféllt. Die Fallung erfolgte 15 min auf Eis. Nach 30min(tiger
Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C wurde das Pellet in 70 % Ethanol gewaschen und in 42 pl
Reinstwasser aufgenommen. Alternativ wurde statt dem P/C/S-Gemisch und dem P/C-Gemisch
ein P/C/1-Gemisch (Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol, 50:49:1) der Firma Carl Roth GmbH

verwendet.

Isolierung von Gesamt-RNA mit Trizol-Reagenz

Von einer 4-6 Tage alten Flussigkultur wurden 4 ml fir 5 min bei 1.500 g und 4 °C (Biofuge
22R, Heraeus Sepatech, Osterode) abzentrifugiert. Das Pellet wurde nicht gewaschen, da dies
die Degradation der RNA fordern kann. Es wurden zwei alternative Isolierungsmethoden unter
Verwendung des Trizol-Reagenzes ausprobiert. Diese Methoden werden von kommerziellen

Herstellern des Trizol-Reagenzes vorgeschlagen.

1. Methode

Die Zellen wurden in 1 ml Trizol-Reagenz resuspendiert und fir 5 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden ca. 0,75 g sauer gewaschene Glasperlen zugegeben und 1 min gemischt
(REAX 2000 Mischgerat, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach). Es wurden
200 pl Chloroform zugefiigt, 30 s geschittelt und erneut fur 3 min bei RT inkubiert. Nach
15mindtiger Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C (Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg)
wurde der Uberstand abgenommen und mit 2/3 Volumen Isopropanol versetzt. Nach 15minii-
tiger Inkubation bei RT wurde erneut fur 10 min bei 12.000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in

70 % Ethanol gewaschen und in 42 pl Reinstwasser aufgenommen.

2. Methode

Die Zellen wurden in 1 ml Trizol-Reagenz resuspendiert und fur 5 min bei 60 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden etwa 0,75 g sauer gewaschene Glasperlen zugegeben und 1 min ge-
mischt. Nach 10minitiger Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C wurde der Uberstand ab-
genommen und mit 200 ul Chloroform versetzt. Der Ansatz wurde 15 s geschttelt und far
2-3 min bei RT inkubiert. Es erfolgte eine 15mindtige Zentrifugation bei 10.000 g (4 °C).
AnschlieRend wurde der Uberstand mit 1/20 Volumen 40 % Kaliumacetat (pH 5,2) und
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2,5-3fachem Volumen Ethanol geféllt. Die Féllung erfolgte 15 min auf Eis. Nach 30minttiger
Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C wurde das Pellet in 70 % Ethanol gewaschen und in

42 ul Reinstwasser aufgenommen.
Entfernung von genomischer DNA
Um Kontaminationen mit genomischer DNA zu verhindern, wurde eine DNase-I-Behandlung

durchgefiihrt. Wahlweise konnte eine Lithiumacetat-Fallung vorgeschaltet werden.

Lithiumacetat-Féllung

Zu der RNA wurde 1 Volumen 5 M Lithiumacetat gegeben. Nach 30 min auf Eis wurde die
Probe 20 min bei 14.000 g und RT abzentrifugiert. Bei dieser Féllung enthalt das Pellet die
RNA, der Uberstand die DNA. Das Pellet wurde 2x mit vorgekiihltem 70 % Ethanol gewaschen

und in 42 pl Reinstwasser aufgenommen.

DNase-I-Behandlung
Die 42 ul RNA wurden mit 1 pl RNase-Inhibitor (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot), 1 pl
DNase | (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim), 5 pl 10x DNase-Reaktionspuffer versetzt.

Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurden 5 pl DNase-Stop-Losung zugeben. Die Probe
wurde kurz auf Eis geklhlt und anschlieend 10 min bei 65 °C inkubiert, um die Reaktion
vollstandig abzustoppen.

Zur Aufreinigung der RNA wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefihrt. Dazu
wurde der Uberstand mit 55 pl saurem P/C versetzt und 1 min kraftig geschiittelt. Nach
10mindtiger Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C wurde der Uberstand mit 1/20 Volumen
40 % Kaliumacetat (pH 5,2) und 2,5fachem Volumen Ethanol versetzt. Die Fallung erfolgte
15 min auf Eis mit anschlieRender 30min(tigen Zentrifugation bei 14.000 g (4 °C). Das RNA-
Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in 40 pl Reinstwasser resuspendiert.

Vorsichtsmalinahmen bei der RNA-Isolierung

Das Reinstwasser fiir die Resuspension wurde vor der Verwendung mit DEPC (Diethyl-
pyrocarbonat) behandelt, um RNasen zu entfernen. Spitzen und Reaktionsgefalle wurden
zweimal autoklaviert und Reaktionsgefélle zusatzlich 2 min mit UV-Licht bestrahlt. Die
Arbeitsflache und Pipetten wurden mehrfach mit Ethanol desinfiziert. Alle Reaktionsschritte

wurden — soweit moglich — auf Eis durchgefiihrt.
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2.8.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte fotometrisch im Ultraspec 2000-
Fotometer (Firma Pharmacia Biotech, Cambridge/England). Die Absorption erfolgte bei
260 nm zur Quantifizierung der Nukleinsauren und bei 280 nm zur Ermittlung von Protein-
verunreinigungen. Eine Absorption von 1 entsprach dabei 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 pg/mi
RNA. Die Reinheit der Nukleinsiduren ergab sich aus dem Quotienten von Absorption bei
260 nm zur Absorption bei 280 nm. Eine optimale Ratio liegt bei 1,8 flir reine DNA-Proben,
fur reine RNA-Proben bei 2,0.

Zusatzlich erfolgte eine Quantifizierung von DNA mit Hilfe eines Agarosegels durch Ver-
gleich mit Proben bekannter DNA-Konzentration. Voraussetzung ist, dass zwei Banden
gleicher DNA-Konzentration im mit Ethidiumbromid gefarbten Agarose-Gel unter UV-Licht
gleich stark fluoreszieren. Zur Quantifizierung wurde die 3.000-bp-Bande des 1-kb-Markers
(Gene Ruler™ 1-kb-Leiter, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet, da die in der Bande
enthaltene DNA-Menge vom Hersteller angegeben wird. Durch Vergleich der Leuchtintensitat
der Marker-Bande mit der der Bande der zu untersuchenden DNA konnte die Konzentration

letzterer abgeschatzt werden.

2.9 Enzymatische Modifikationen von DNA

Unter enzymatischen Modifikationen von DNA werden verschieden Reaktionen zusammen-
gefasst, die bei Klonierungen eine Rolle spielen (z. B. Restriktionsspaltung, Ligation). Die
Beschreibung von Reaktionen, die nur in einem speziellen Kontext verwendet wurden (z. B.

Phosphorylierung bei der inversen PCR) werden in den entsprechenden Kapiteln beschrieben.

2.9.1 Restriktionsspaltung und Dephosphorylierung

Derivate des Plasmids pGEM-T Easy wurden zur Uberpriifung des Inserts 3 h bei 37 °C mit dem
Restriktionsenzym EcoRI bzw. Notl (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) hydrolysiert. Die
Restriktionsspaltung fand in einem Gesamtvolumen von 20 pl statt, in dem 2 ul Puffer und 12 U
Enzym enthalten waren. Die eingesetzte DNA-Konzentration betrug 0,5-1,5 pg. Die Hitze-
inaktivierung des Enzyms erfolgte fur 20 min bei 65 °C.

Fir die Herstellung einer partiellen genomischen DNA-Bank wurde das Plasmid pBlueScript
SK (+) mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
fiir 3h bei 37 °C hydrolysiert. Die Restriktionsspaltung fand in einem Gesamtvolumen von 20 pl

statt, die Konzentration von Plasmid-DNA und Enzymkonzentration variierten zwischen
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1-25 pg bzw. 10-20 U. Nach der anschlieenden 20minitigen Hitzeinaktivierung wurde 1 pl
CIAP (calf intestine alkaline phosphatase, 1 U/ul) zugegeben. Die Dephosphorylierung erfolgte
30 min bei 37 °C und wurde anschlieBend 15 min bei 85 °C abgestoppt. Das Plasmid pUC18
wurde ebenso behandelt.

Genomische DNA wurde fr die inverse PCR, die Durchfiihrung des Southern Blots und fr die
Herstellung der partiellen genomischen DNA-Bank mit verschiedenen Restriktionsenzymen
hydrolysiert. Verwendete Restriktionsenzyme stammten von Promega (Madison, WI/USA),
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) oder MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot). In einem
Gesamtvolumen von 50 pl erfolgte die Restriktionsspaltung von 5-10 ug DNA mit 40 U Enzym
fur 19 Stunden bei 37 °C. Vor Weiterverarbeitung der hydrolysierten DNA erfolgte eine
20min(tige Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 65 °C bzw. 80 °C.

2.9.2 Ligation

Die Ligation der PCR-Produkte in den Vektor pGEM-T Easy erfolgte mit einem gleich-
namigen Kit der Firma Promega (Madison/WI, USA). Es erfolgte eine Ligation mit glatten
Enden (blunt-end ligation), so dass die PCR-Fragmente vor der Ligation nicht mit Restriktions-
enzymen hydrolysiert werden mussten. Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von
10 ul, in denen 5 pl 2x Puffer, 1 pul T4-DNA-Ligase (3U/ul), 1ul Vektor und 0,5-3 pl PCR-
Produkt enthalten waren. Die Ligation von Restriktionsfragmenten genomischer DNA in die
Plasmide pBlueScript SK (+) und pUC18 erfolgte nach einer Dephosphorylierung des
Vektors. Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10 pl, in denen 1 pl 10x Puffer,
0,5 pul T4-DNA-Ligase (5U/ul), 25-100 ng Vektor und circa 50 ng aus dem Gel aufgereinigte
Restriktionsfragmente enthalten waren. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Insert angesetzt.
Die Ligation erfolgte Giber Nacht bei 4 °C.

2.9.3 DNA-Konzentrierung und DNA-Aufreinigung

Lag eine geringe DNA-Konzentration vor, so wurde diese mit Hilfe von Microcon-Saulen
(Millipore, Bedford/MA, USA) erhéht. Die DNA wurde durch 12minitige Zentrifugation
(Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg) bei 13.600 g an den in den Séaulen enthaltenen
Filter aus hydrophiler Cellulose (Microcon YM 50) gebunden. Dieser Filter ist fur Proteine bis
zu einem Molekulargewicht von 50 kDa durchldssig, fur doppelstrdéngige DNA mit mehr als
100 bp jedoch undurchlassig, so dass die Saulen auch zur Aufreinigung von DNA bzw. zur
Entfernung von Proteinen verwendet werden kénnen. Der Filter mit der gebundenen DNA

wurde umgekehrt auf ein Eppendorf-Reaktionsgefal} gesetzt, damit die DNA nach Zugabe von
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Reinstwasser bei Zentrifugation mit niedriger Umdrehungszahl in das GefaR eluiert wurde.
Das Volumen, in dem die DNA aufgenommen wurde, konnte beliebig gewahlt werden. Zur
Entfernung von Restriktionsenzymen und der CIAP-Phosphatase vor einer Ligation wurde die
DNA 1min bei 13.600g durch einen Micropure-Filter (Millipore, Bedford/MA, USA)
zentrifugiert. Doppelstrdangige DNA-Fragmente einer GroRe von 20 bp bis 50 kb passierten
den Filter, wéhrend Proteine im Filter aufgehalten wurden.

2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von Nukleinsdauren nach ihrer Grofe.
Sie erfolgte in einer Hoefer Horizontal-Flachbett-Gelkammer der Firma Amersham Biosciences
(San Francisco/CA, USA).

2.10.1 Gelelektrophorese von DNA

Fur die Gelelektrophorese von DNA wurde Agarose in 1x TAE-Puffer geldst, aufgekocht und
unter Rihren leicht abgekihlt, bevor das Gel gegossen wurde. Die Agarose-Konzentration
richtete sich nach der GroRe der aufzutrennenden Fragmente und lag zwischen 0,8 % und 1,5 %.
Nach dem Erstarren wurde das Gel mit 1x TAE-Puffer Gberschichtet und mit den Proben
beladen. Diese wurden vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen 6x Ladepuffer (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) versetzt. Um die GrolRe der DNA-Fragmente bestimmen zu konnen, wurden
aulRerdem geeignete GrolRenmarker aufgetragen (100-bp-Leiter, New England BiolLabs Inc.,
Beverly/MA, USA,; 1-kb-Leiter, MBI Fermentas, ST. Leon-Rot). Die Auftrennung erfolgte bei
einer Spannung von 65-80 V. Die DNA konnte durch Féarbung mit Ethidiumbromid nach-
gewiesen werden, da Ethidiumbromid in die DNA-Doppelhelix interkaliert und im UV-Licht
fluoresziert. Von einer Ethidiumbromid-Stammldsung (1 mg/ml) wurden 6 pl auf 50 ml
Agaroselosung gegeben, bevor das Gel gegossen wurde. Zur Dokumentation der Ergebnisse
wurde das Gel bei UV-Durchlicht (UV-Transilluminator, Rothhaar und Schroeder) fotografiert.

2.10.2 Gewinnung von DNA aus Agarosegelen

Um ein maoglichst sauberes PCR-Produkt in die Ligation einsetzen zu kénnen, wurde der PCR-
Ansatz zun&chst in einem Agarosegel aufgetrennt. Die gewiinschte Bande wurde anschliel3end
bei UV-Durchlicht (366 nm) vorsichtig ausgeschnitten. Es wurde schwaches UV-Durchlicht
verwendet, da starkes UV-Licht zu Strangbriichen in der DNA fihren kann, und somit

mutagene Eigenschaften besitzt. Die Aufreinigung der DNA aus dem Gel erfolgte mit Hilfe
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des QlAquick-Gelextraktions-Kits (Qiagen, Hilden) oder mit dem DNA Extraction Kit von
MBI Fermentas (St. Leon-Rot).

Gelelution mit dem QIAquick Gelelutionskit

Zuerst wurde die Agarose bei 50 °C durch die Zugabe eines hochsalinen Extraktionspuffers
aufgelost. Fir die anschliefende Aufreinigung wurde eine Silicamembran eingesetzt. Wie bereits
unter 2.8.2 beschrieben, bindet die DNA in Anwesenheit caotroper Salze spezifisch an diese
Membran (Vogelstein & Gillespie, 1979), da die Salze die Struktur von Wasser modifizieren
(Hamaguchi & Geiduschek, 1962). Voraussetzung ist, dass der pH-Wert nicht hoher als 7,5 liegt,
was durch einen ebenfalls im Extraktionspuffer enthaltenen pH-Indikator tberpruft werden kann.
Verunreinigungen wurden in mehreren Waschschritten durch spezielle Puffer entfernt. Die Elution

der DNA von der Silicamembran erfolgte in einem niedersalinen Tris-Puffer mit pH 8,5.

Gelelution mit dem DNA Extraction Kit

Das Gelelutionskit von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) wurde verwendet, um grolle DNA-
Fragmente (>6 kb) zu eluieren. Es funktionierte ebenso wie das Kit von Qiagen nach der
Methode von Vogelstein & Gillespie (1979). Nach dem Auflésen des Gels durch caotrope
Salze wurde die DNA jedoch nicht an eine Silicamembran gebunden, sondern es wurden 5 pl
einer Silicapulversuspension pro 2,5 ug DNA zugegeben und fir 5 min bei 55 °C inkubiert.
Nach dem Abzentrifugieren wurde das Pellet 4x mit eiskaltem Waschpuffer gewaschen. Durch

Zugabe von TE-Puffer wurde die DNA von dem Silicapulver eluiert.

2.10.3 Gelelektrophorese von RNA

Zur Uberpriifung der isolierten Gesamt-RNA wurde eine Agarose-Gelelektrophorese mit
TAE-Puffer durchgefiihrt (2.10.1). Wahlweise wurde auch eine denaturierende Agarose-Gel-
elektrophorese durchgefuhrt. Hierzu wurden 400 mg Agarose mit 40 ml 1x NBC-Puffer auf-
gekocht und nach dem Abkihlen auf 65 °C mit 1 ml 37 %igem Formaldehyd versetzt. Die
Probe wurde vor dem Auftragen mit Probenpuffer versetzt und 5 min auf 65 °C erhitzt und

anschlieBend auf Eis abgekihlt. Die Elektrophorese wurde mit 1x NBC-Puffer durchgefihrt.

2.11 Transformation von Bakterien
Unter Transformation verstent man in der Mikrobiologie die Aufnahme freier DNA durch

Bakterien. Es handelt sich dabei um einen VVorgang, der unter bestimmten Bedingungen in der
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Natur stattfinden kann. Um die Aufnahmebereitschaft von E. coli-Zellen fiir freie DNA zu

erhéhen, werden die Zellen vorab mit Salzen behandelt; man spricht von kompetenten Zellen.

2.11.1 Herstellung von superkompetenten Zellen (Inoue et al., 1990)

Superkompetente Zellen lassen sich im Gegensatz zu kompetenten Zellen langere Zeit bei
-80 °C lagern, ohne ihre Kompetenz zu verlieren. Um superkompetente Zellen herzustellen,
wurden zwei verschiedene Methoden verwendet, die jedoch beide nach einem ahnlichen
Prinzip funktionieren. Es handelt sich um zwei modifizierte Methoden nach Inoue et al., 1990,
welche chemisch kompetente Zellen tber die CaCl,-Methode erzeugen. Die Methode mit
CaCl,-Puffer ist schneller und einfacher durchzufihren als die Methode mit TB-Puffer.

Herstellung superkompetenter Zellen von E. coli mittels TB-Puffer

E. coli XL1-Blue wurde (ber Nacht auf LB-Tetracyclin-Platten (15 pg/ml) ausgestrichen.
Anschliefend wurde eine Kultur in 2 ml LB mit Tetracyclin bei 37 °C Uber Nacht angezogen
und bei 2.500 g (4 °C, Eppendorf-Zentrifuge 5417 C/R, Hamburg) abgeerntet. Die Zellen
wurden einmal mit sterilen Reinstwasser gewaschen, in 4 ml SOB+Mg** resuspendiert und bei
600 nm fotometrisch vermessen. AnschlieRend wurden 2x 125 ml SOB-Medium mit je 1,25
ml 2M Mg**-Lésung supplementiert und mit der Bakteriensuspension so beimpft, dass sich
eine ODggo von 0,005 ergab. Die Anzucht der Zellen erfolgte daraufhin Gber Nacht bei RT und
120 U/min bis zu einer ODgyo von 0,3 bis 0,6. Die Kultur wurde 10 min auf Eis inkubiert, 10
min bei 2.500 g in einer Sorvall-RC-5B-Kuhlzentrifuge (HB4-Rotor, 4 °C) abzentrifugiert und
in 20 ml eiskalten TB-Puffer resuspendiert. Nach erneuter 10miniitiger Inkubation auf Eis und
erneuter Abzentrifugation wurden die Zellen in 5 ml Transformationspuffer aufgenommen und
vereinigt. Dazu wurden 1,5 ml DMSO (Dimethylsulfoxid) gegeben. Die Zellen wurden erneut
10 min auf Eis inkubiert, in vorgekihlte Eppendorf-GefaRe aliquotiert, in Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Die Kompetenz blieb unter diesen Bedingungen

fur circa 3 Monate erhalten.

Herstellung superkompetenter Zellen mit CaCl,-Ldsung

E. coli XL1-Blue MRF’ wurde Uber Nacht in LB-Medium als 40 ml-Vorkultur angezogen. Die
Vorkulturen enthielten Tetracyclin in einer Konzentration von 12,5 pug/ml. Beimpft wurde von
einer frischen Agarplatte. Die Anzucht erfolgte bei 37 °C und 230 U/min. Je eine 400 ml LB-
Kultur mit Tetracyclin wurde mit einer kompletten Vorkultur angeimpft. Die Kulturen wurden

bei 37 °C und maximal 170 U/min bis zu einer ODggo Von 0,6 bis 0,8 angezogen.
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AnschlieRend wurden die Kulturen in Zentrifugenbechern auf Eis abgekuhlt und fur 10 min
bei 4.000 g und 4 °C zentrifugiert (Sorvall-RC-5B-Kuhlzentrifuge, HB4-Rotor). Die Pellets
wurden in 10 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert und daraufhin zusammengefihrt. An-
schlieRend wurde erneut 10 min bei 4.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde wieder in
10 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation fir 10 min bei 4.000 g und 4 °C wurde das Pellet in 3 ml 0,1 M CaCly; 15 %
[Vv/v] Glyzerin resuspendiert. Die Zellen wurden zu 50 pl-Aliquots in Flissigstickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Vor der Transformation wurden 50 pul kompetente
Zellen mit 150 pl eiskaltem 0,1 M CaCl;, auf 200 ul aufgefiillt.

2.11.2 Uberpriifung der Transformationseffizienz

Um die Transformationseffizienz der kompetenten Zellen zu errechnen, wurden diese mit 1 ng
des Plasmids pUC18 transformiert. Der Transformationsansatz wurde in verschiedenen Ver-
dinnungen ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Transformationseffizienz
betrug im Durchschnitt 4x 10" CFU (colony forming unit) pro ug DNA pro Transformations-
ansatz fur die mit TB-Puffer behandelten Zellen und 5,5x 10’ CFU pro pg DNA pro Trans-

formationsansatz fir die mit CaCl,-L6sung behandelten Zellen.

2.11.3 Transformation von superkompetenten Bakterien
B-Mercaptoethanol-Methode

Zu 200 ul auf Eis aufgetauten, superkompetenten Zellen wurden 3,4 pl B-Mercaptoethanol
(1:10 in Aqua demin.) gegeben. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert, auf 4 Reaktions-
gefaRe verteilt und anschliefend mit 1-2 ul Ligationsansatz bzw. zu transformierender DNA
versetzt. Nach einer 30minutigen Inkubation im Eiswasserbad erfolgte eine 45sekiindige
Hitzeinkubation bei 42 °C. Vor dem Ausplattieren wurden die Zellen fiir 60 min bei 37 °C in
100 ul LB-Medium angezogen. Dies erfolgte bei 350 U/min auf einem Thermoschdittler der
Firma Eppendorf, Hamburg/Deutschland (Thermomixer comfort). Die gesamten 150 pl Zellen

wurden auf einer LB-Platte mit 100 ug/ml Ampicillin ausgestrichen.

CaCl,- Methode

Etwa 1-2 pl Ligationsansatz bzw. zu transformierende DNA wurden mit 100 pl eiskalter

CaCl,-Losung versetzt und zu 50 pl auf Eis aufgetauten, superkompetenten Zellen gegeben.
Die Zellen wurden 60 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine 2minitige Hitze-
inkubation bei 42 °C. Vor dem Ausplattieren wurden die Zellen fur 30 min bei 37 °C in 200 pl
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LB-Medium Dbei 350 U/min auf einem Thermoschuttler der Firma Eppendorf,
Hamburg/Deutschland (Thermomixer comfort) angezogen. Die gesamten 350 ul Zellen wurden

auf einer Ampicillin-haltigen LB-Platte ausgestrichen

2.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur gezielten Amplifizierung einer bestimmten
DNA-Sequenz (Mullis & Faloona, 1987). Als Vorbild fir diese Methode dient die Replikation
der Erbsubstanz in den Zellen, bei der die vorhandene DNA-Matrize in Einzelstrdnge auf-
getrennt wird. An die Einzelstrange binden kurze komplementare DNA-Molekile, von denen
ausgehend die DNA-Polymerase in der Lage ist, den Einzelstrang durch Verknlpfung von
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) zu einem Doppelstrang zu ergénzen. In vitro wird eine
thermostabile Polymerase aus Pyrococcus woesei (Pwo) oder aus Thermus aquaticus (Taq)
verwendet, die die zur Denaturierung der DNA-Matrize bendtigten hohen Temperaturen ohne
groRen Funktionsverlust Ubersteht. Der Bereich der zu amplifizierenden Sequenz lasst sich
durch die Wahl der kurzen synthetischen Oligonukleotide, den so genannten Primern,
bestimmen, die an die DNA-Einzelstrange binden und die Synthese des zweiten Stranges
einleiten. Amplifiziert wird dementsprechend der DNA-Abschnitt, der sich zwischen den
beiden Primern befindet. Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, das in einer exponenziellen
Vermehrung der gewunschten Doppelstrange resultiert. Jede Runde besteht aus drei Schritten,
die jeweils durch eine spezifische Temperatur gekennzeichnet sind:

1. Denaturierung der doppelstréngen DNA-Matrize

2. Anlagerung der Primer an die komplementaren Einzelstrangbereiche

3. Verlangerung der angelagerten Primer am 3’-Ende durch die DNA-Polymerase

2.12.1 Verwendete Primer

Die Wahl der Primer ist entscheidend fiir das Gelingen der PCR. Die verwendeten Primer sind
in Tabelle 7 aufgefiihrt. Es wurden Primer zum Nachweis der Laccasegene (Tab. 7a), fur die
inverse PCR (Tab. 7b), fir die Sequenzierung (Tab. 7c) und fir den Nachweis von Haushalts-
genen (Tab. 7d) verwendet. Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)
hergestellt.
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Tab. 7a: Primer zum Nachweis von Laccasegenen. In dieser Arbeit verwendete Primer in 5°-3’-
Richtung mit angegebener Schmelztemperatur und Herkunft (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Name Sequenz (5’2 3") Schmelz- Herkunft/Referenz
temp. (Twm)

LaccT1l CACTGG CACGGN TTCTTC CA 60,4 °C D’Souza et al., 1996

LaccT2 GTG ACT ATG ATA CCA GAA NGT 54,9 °C D’Souza et al., 1996

chs2-DO | CGT G(AGC)A G(AG)T GGA TGG GGT 61,3°C Dohse, 2001

cbs3-DO | TC(GC) TGG TA(CT) CAC TCG CAT 58,8 °C Dohse, 2001
TTC

5-chsl CAC TGG CAT GGC AT(GC) CAC CAG 66,1 °C Kupferbinderegion 1/
AAG diese Arbeit

5-chs2 ACG TC(GT) TGG TAC CAC T(GC)G 65,3 °C Kupferbinderegion 2 /
CAC T(AT)C diese Arbeit

3-chs2 GTA GTG CGA GTG GTA CCA CGA 66,1 °C Kupferbinderegion 2 /
CGT diese Arbeit

5-int GG(AC) CAG CGC TAC GAC GT(GC) 67,0 °C interne Sequenz /
ATC ATC diese Arbeit

3-int GAT GAT (GC)AC GTC GTAGCG CTG 67,0 °C interne Sequenz /
(GT)CC diese Arbeit

3-chs3 (GC)CC GTG CAG GTG GAT (GC)GG 67,6 °C Kupferbinderegion 3 /
GTG diese Arbeit

3-chs3* (GC)CC GTG CAG GTG CTA (GC)GG 67,6 °C Kupferbinderegion 3 /
GTG diese Arbeit

5-cbs3 CAC CCG ATC CAC CTG CAC GGC 67,6 °C Kupferbinderegion 3/

diese Arbeit
3-cbs4 GTG CCA GGC GAT GTG GCA GTG 65,7 °C Kupferbinderegion 4 /
diese Arbeit

5-cbslB | ACC ACG GT(CT) CAC TGG CAC GGC | 66,7 °C Harald Kellner, modifiziert

3-cbs2B GCT GTG GTACCAGAATGT 65,6 °C Harald Kellner, modifiziert
(AGC)CC GCT

Um Fragmente des Laccasegens zu amplifizieren, wurden Primer abgeleitet, die an die
konservierten DNA-Abschnitte binden, welche fur die Kupferbinderegionen des Proteins
kodieren. Es existieren vier dieser Abschnitte (genannt cbs fur copper binding sequence), von
denen alle fur die Ableitung der Primer verwendet wurden (Abb. 7). Eine weitere konservierte
und fur Laccasen spezifische Region lag zwischen cbs2 und cbs3 und wird hier als int
bezeichnet. Fur cbs3 wurde zusatzlich ein Primer abgeleitet, dessen Sequenz in einem Codon
von der Kupferbindesequenz abwich (cbs3*). Dieser Primer wurde zu Kontrollzwecken ein-
gesetzt. Alle Primer wurden anhand von Sequenzvergleichen verschiedener Laccasesequenzen
abgeleitet (siehe 3.2.2). Zuséatzlich wurden zwei Primer gegen die Kupferbinderegionen 1
(cbs1B) und 2 (cbs2B) verwendet, die von Dipl.-Biol. Harald Kellner von der Universitat

Leipzig zur Verfugung gestellt wurden, die flr basidiomycetische Laccasen optimiert worden
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waren. Zu Beginn der Arbeit wurden zudem Primer fur die Kupferbinderegionen verwendet,
die aus anderen Arbeiten bernommen wurden. Die Primer cbs2-DO und cbs3-DO wurden
ausgehend von den Kupferbinderegionen der Dihydrogeodinoxidase aus Aspergillus terreus

abgeleitet. Die Primer LaccTl und LaccT2 wurden fir Laccasen aus WeilRfaulepilzen

abgeleitet.
> <— =
| e—3 <— | e— <— <
cbs1 cbs?2 int cbs3 cbs4
5 Laccasegen (~ 2000 bp) 3
~ 120 bp | ~ 450 bp | ~ 500 bp ~ 250 - 400 bp
| |
| | | | |

Abb. 7: Schematische Darstellung des Laccasegens und der Primerbindestellen (Pfeile). Die
ungefahre GroRe der erwarteten Fragmente ist angegeben.

Die Wahl der Primer fur die inverse PCR unterschied sich von der Ableitung der Primer fiir eine
Standard-PCR dadurch, dass die inversen Primer eine umgekehrte, d. h. inverse Orientierung
einnehmen mussen. Wahrend die Primer zum Nachweis der Laccasegene nur auf Grund von
Sequenzvergleichen abgeleitet werden konnten, konnten die inversen Primer von bekannten
DNA-Abschnitten der Laccasegene von H. acidophila abgeleitet werden. Die inversen Primer

werden unter 2.12.4.1 genauer erldutert.

Tab. 7b: Primer fur die inverse PCR. In dieser Arbeit verwendete Primer in 5’-3’-Richtung
mit angegebener Schmelztemperatur und Herkunft (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Name Sequenz (5’2 3') Schmelz- Herkunft/Referenz
temp. (Tw)

5-iNVPan¢ GCT TCC GAC GAC TTG CTT ACA 66,5 °C inverse PCR, chs2/3/
CTA GAC diese Arbeit

3-inVPg,q | GTC TAG TGT AAG CAA GTC GTC 66,5 °C inverse PCR, cbs2/3/
GGA AGC diese Arbeit

5-inv2i CGTACACCACCGACATTGTCA 66,1 °C inverse PCR, cbs2/int /
GCG diese Arbeit

3-inv2i CAA TGA CGA GGG GAC CGA ACA 64,4 °C inverse PCR, cbs2/int /
TAC diese Arbeit

5-inv23 AGA ACG TCA TCA GCA CCG GCA 66,1 °C inverse PCR, cbs2/3/
ACG diese Arbeit

3-inv23 CAG TCG GCC CAT GGA TGA TCA 66,1 °C inverse PCR, cbs2/3 /
TCG diese Arbeit
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Name Sequenz (5> 3') Schmelz- Herkunft/Referenz
temp. (Tw)

5'- GAC TCC CTA CAT GGATGG TGT 66,1 °C inverse PCR, laccl /

invlaccl GCC diese Arbeit

3- CGA GTC GAG GGG ACA GTG AGT 69,6 °C inverse PCR, laccl /

invlaccl CGC diese Arbeit

5-inv12 CCG ATA CCC GTC AAC GGA TCC 66,1 °C inverse PCR, chs1/2 /
TTC diese Arbeit

3’inv12 CTC CGT CCATTT CGT TGG CCC 67,8 °C inverse PCR, cbs1/2 /
CTC diese Arbeit

5’-inv3i GAA ATC AAC GGC CAG ACC TAC 66,1 °C inverse PCR, int/cbs3 /
CGC diese Arbeit

3’-inv3i CAG AAG GAG GAG GTG GAG GAT 67,8 °C inverse PCR, int/cbs3 /
GCG diese Arbeit

3-inv3i-2 | GCATGT TGC GGC ATT GAG GAG 66,1 °C inverse PCR, int/cbs3 /
CTC diese Arbeit

Da die durch die inverse PCR erhaltenen DNA-Fragmente zu groR flr eine direkte Sequen-

zierung waren, wurden ausgehend von der bekannten Sequenz interne Sequenzierprimer

abgeleitet. Die Sequenzierprimer und verwendete Kontrollprimer sind in Tabelle 7c gezeigt.

Tab. 7c: Sequenzierprimer und Kontrollprimer. In dieser Arbeit verwendete Primer in 5’-3’-
Richtung mit angegebener Schmelztemperatur und Herkunft (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Name Sequenz (5’2 3') Schmelz Herkunft/Referenz
temp. (Tw)

B2i-intl GTG GTA AAC GGG ACG GTG CTG 67,8 °C inverse PCR, Sequenzier-
GTG primer / diese Arbeit

E2i-intl GTA ACT TGG CTC ATT GGC TGC 66,1 °C inverse PCR, Sequenzier-
CGG primer / diese Arbeit

E2i-int2 TCA TGC CCG CCG ACC CGC TCA 71,3°C inverse PCR, Sequenzier-
CTG primer / diese Arbeit

laccl-int | CCG GAG AAT TGA AGG GCT GCG 67,8 °C inverse PCR, Sequenzier-
CTC primer / diese Arbeit

3'-LK1 CGA CAC GTA CAA GCC CGC AGA 67,8 °C Kontrollprimer fiir laccl /
CAC diese Arbeit

5'-LK2 GTG ACA CCA TGA CCT ACA CAT 64,4 °C Kontrollprimer fiir lacc2 /
GGC diese Arbeit

3'-LK2 TGC TCC TCA TCG TAG GAA AGG 64,4 °C Kontrollprimer fur lacc2 /
GTC diese Arbeit

Die fur das B-Aktin-Gen, das Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen, das Phospho-

glucokinase-Gen und das Gen einer ATPase spezifischen Primer wurden verwendet, um durch

die Amplifikation eines Haushaltsgens die cDNA-Synthese zu tberprifen.
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Tab. 7d: Primer zum Nachweis von Haushaltsgenen. In dieser Arbeit verwendete Primer in 5’-3’-
Richtung mit angegebener Schmelztemperatur und Herkunft (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Name Sequenz (5’2 3") Schmelz- Herkunft/Referenz
temp. (Ty)
5-act-for | CCG CCT TCT ACG TGT CCATCC 67,8 °C B-Aktin / diese Arbeit
AGG
3-act-rev | CTC CGT CTG GAT CGG TGG TTC 69,5 °C B-Aktin / diese Arbeit
GAT CC
5-GPD ATC AAC GGC TTC GGT CGA ATT 62,4 °C Glyceraldehyd-3-Phosphat-
GG Dehydrogenase
3-GPD TGG ACG GAG GTC ATG AGA CCC 63,7 °C Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase
5-PGK CAT CAA GCA CGC CCT CGA CAA 61,4 °C Phosphoglucokinase
TGG C
3-PGK CTG CCC TCC TCC TCA ATG TGG 62,4 °C Phosphoglucokinase
AAG C
5-ATPase| CCT TAC CAA GAA CAAGTG TCT 60,0 °C ATPase / Bettina Kirberg
CTTGGT G
3-ATPase| GAA CGA TAA CCA CGA GAG AGA 64,0 °C ATPase / Bettina Kirberg
AGC CAA ATC ACC G

2.12.2 Standard-PCR
Die im Folgenden vorgestellte PCR soll durch die Bezeichnung Standard-PCR von der

inversen PCR abgegrenzt werden, welche in einem eigenen Kapitel beschrieben wird (2.12.4).

PCR auf genomischer DNA bzw. Plasmid-DNA
Genomische DNA von H. acidophila wurde isoliert und 1:10 in Reinstwasser verdiinnt in die PCR
eingesetzt. Plasmid-DNA wurde ebenfalls verdinnt in die PCR eingesetzt. Ein Standard-

reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

DNA-Matrize 100-500 ng
Oligonukleotidprimer 5 100 pmol
Oligonukleotidprimer 3’ 100  pmol
10 x Polymerasepuffer 5
MqgCl, 15 mM
dNTP-Mix 0,2 mM
Taqg-Polymerase 25 U
Reinstwasser ad 50 pl

Bei Bedarf wurden Primerkonzentration und MgCl,-Konzentration variiert. Die einzelnen Kom-

ponenten wurden in ein 200 pl-ReaktionsgefalR gegeben. Die Tag-Polymerase (rekombinant,
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MBI Fermentas, ST. Leon-Rot) wurde erst bei Erreichen der Denaturierungstemperatur zu-
gegeben, um unspezifische Kettenverlangerungen zu verhindern (,,HeiBstart”). Bei Bedarf
wurde die Elongationszeit verkirzt. Die PCR erfolgte in einem MiniCycler-PCR-Gerat der
Firma MJ-Research (Waltham/MA, USA). Zusatzlich zur Tag-Polymerase wurden die Pfu-
DNA-Polymerase von MBI Fermentas (St-Leon-Rot) und das GC Rich PCR-System von
Roche Diagnostics (Mannheim) ausprobiert. Das verwendete PCR-Programm ist in Tabelle 8

aufgefihrt.
L . - Tab. 8: Verwendetes Standard-
1. Initialdenaturierun 95 °C 5 min .
9 PCR-Programm. Die Anlagerungs-
2. Zyklus (30 x) temperatur und die Elongationszeit
Denaturierung 94 °C 45 sec wurden bei Bedarf variiert.
Anlagerung variabel 45 sec
Elongation 72 °C 1 min
3. Verlangerte Elongation 72 °C 7 min
Kolonie-PCR

Diese Methode dient dem Nachweis eines bestimmten DNA-Fragments in Bakterienzellen.
Klone, die ein Plasmid mit einem bestimmten Insert aufgenommen haben, konnten so detek-
tiert werden, wenn die richtigen Primer eingesetzt wurden. Hierfir wurde Zellmaterial einer
Einzelkolonie mit einem sterilen Zahnstocher entnommen und in 38,5 ul Reinstwasser
resuspendiert. Die brigen Komponenten des PCR-Reaktionsansatzes wurden anschlielend
dazu gegeben. Als Programm wurde das oben beschriebene verwendet (Tab. 8), allerdings

wurde die Initialdenaturierung auf 10 min verlangert, um die Zellen aufzuschlief3en.

PCR zur Herstellung digoxygeninmarkierter Sonden

Digoxigeninmarkierte Sonden fur den Einsatz im Southern Blot oder in der Koloniehybridisierung
wurden mit dem PCR DIG Probe Synthesis Kit der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) her-
gestellt. Als Matrize fir die Reaktion wurde ein Plasmid eingesetzt, das das zu markierende
Fragment trug. Die PCR wurde mit den entsprechenden Primern nach dem Standard-PCR-Pro-
gramm (Tab. 8) und nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde ein
Standard-PCR-Mix angesetzt. Nach der PCR wurden Proben und Kontrollen auf ein Agarosegel
aufgetragen, um den Einbau des Digoxigenins zu Uberpriifen. Dies ist optisch mdglich, da die
digoxigeninmarkierten Fragmente groRer sind als die unmarkierten und sich deshalb im Aga-
rosegel langsamer bewegen. Bei erfolgreichem Einbau wurde der komplette Reaktionsansatz auf

ein Gel aufgetragen, um die Sonde aus dem Gel eluieren zu kénnen (2.10.2).
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2.12.3 RT-PCR zur Synthese von cDNA

Anschlielend an die mRNA-Isolation wurde ein Teil der isolierten mMRNA in cDNA um-
geschrieben. Dies ist notwendig, da mRNA sehr leicht von RNasen abgebaut wird und deshalb
instabil ist. Zudem ist es nicht moglich, auf RNA eine PCR durchzufiihren. Die cDNA-Synthese
erfolgt durch eine Reverse Transkriptase (RT), ein Enzym welches aus Retroviren stammt und
in der Lage ist, einzelstrangige mRNA in doppelstrangige DNA umzuschreiben. Es kommt
zuerst zur Synthese eines DNA-Einzelstranges an der RNA-Matrize. Der DNA-Strang 16st sich
im Folgenden von der RNA und wird zu einem Doppelstrang erganzt. Die cDNA-Synthese
erfolgte in einem MiniCycler-PCR-Geréat der Firma MJ-Research (Waltham /MA, USA). Die
Ansétze wurden auf Eis angesetzt. Fiir die cDNA-Synthese wurde das RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet, das Primern enthélt, die an
den PolyA-Schwanz der mRNA binden. Es wurden 10 ng bis 0,5 pg mRNA oder 100 ng bis
5 ug Gesamt-RNA eingesetzt. Die PCR-Ansétze waren folgendermalien zusammengesetzt:

RNA X ul
Oligo(dT)Primer 1
Reinstwasser ad 12

Das PCR-Programm wurde nach der ersten Inkubation bei 70 °C unterbrochen (Tab. 9). Die
Reaktionsansatze wurden kurz auf Eis abgekuhlt und zentrifugiert. Anschliefend wurden

folgende Bestandteile hinzugegeben:

5x Reaktionspuffer 4 ul
10 mM dNTP-Mix 2 ul
Ribonuclease Inhibitor 1 ul(20 V)

Nach einem weiteren Inkubationsschritt bei 37 °C wurde 1 pl (200 U) der Reversen

Transkriptase M-MuLV hinzugegeben.

5min | 70°C | Pause > Zugabe von Puffer und dNTPs Tab.9: PCR-Programm  zur
cDNA-Synthese.  Nach  den

ersten beiden Schritten wurde das
60 min | 42 °C cDNA-Synthese Programm  abgebrochen, um

10 min | 70 °C Inaktivierung der Reversen Transkriptase Reagenzien hinzuzuftigen.

5 min 37 °C Pause - Zugabe der Polymerase
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2.12.4 Inverse PCR

Die inverse PCR dient zur Amplifikation von unbekannten DNA-Abschnitten, die an eine Region
bekannter Sequenz angrenzen (Ochman et al., 1988). Die PCR wird mit Primern durchgefihrt, die
voneinander weg orientiert sind, und deshalb erst eine Amplifikation ermdglichen, wenn es zu
einem Ringschluss der Matrize gekommen ist (Abb. 8). Bei dieser handelt es sich um ein Restrik-
tionsfragment, welches durch Selbstligation zirkularisiert wird. Der DNA-Ring kann durch ein
zweites Restriktionsenzym, welches in der bekannten Sequenz schneidet, wieder linearisiert
werden, um die PCR zu vereinfachen. Es wurden verschiedene Protokolle fir die inverse PCR
ausgearbeitet, die zusammengefasst beschrieben werden. Eine Methode ermdglicht, gezielt das an
das bekannte Fragment angrenzende 5’- oder das 3’-Ende aufzufinden, eine andere Methode ver-
wendet Restriktionsfragmente, die das bekannte Fragment in der Mitte tragen, so dass beide
flankierenden Enden amplifiziert werden kdnnen. Die durch PCR amplifizierten und sequenzierten

Fragmente cbsl1/2, cbs2/int, cbs2/3 und int/cbs3 wurden als Grundlage fir die inverse PCR

verwendet.

Enzyml  pg py Enzym1 Abb. 8: Prinzip der inversen PCR. Die
— — ¢ inverse PCR funktioniert nur, wenn die
5 [ bekannte Sequenz | | 3 Restriktionsfragmente selbstligiert wer-
den, da die Primer (P) in inverser Orien-
Enzym2 ¥ tierung vorliegen. Nach der Selbst-
ligation konnen die zirkuldren DNA-
p3 ps; Fragmente mit einem zweiten Restrik-
— < tionsenzym gedffnet werden, um die

5| [ [ | [3 PCR zu erleichtern.

2.12.4.1 Wahl von Restriktionsenzymen und Primern
Die Wahl der Restriktionsenzyme und der Lage der Primer hangt in erster Linie davon ab, ob nur

ein 5’- oder 3’-Ende oder gleichzeitig beide flankierenden Sequenzen amplifiziert werden sollen.

Suche von einer flankierenden Region

Die Wahl der Restriktionsenzyme wurde so durchgefihrt, dass das Enyzm fur die anféangliche
vollstéandige Restriktionsspaltung genau einmal in der bekannten Sequenz schneidet, und zwar
entweder relativ zu Beginn oder am Ende. Die reversen Primer kdnnen dann ausgehend von
der bekannten Sequenz abgeleitet werden, wobei beachtet werden muss, dass beide diesseits
der Restriktionsschnittstelle des ersten. Restriktionsenzyms binden. Das zweite Restriktions-
enzym muss so gewdhlt werden, dass es zwischen den beiden reversen Primerbindestellen

schneidet.

48



2 Material und Methoden

Fur das cbs2/3-Fragment (laccl) wurden folgende Restriktionsenzyme und Primer ausgewahlt:
Fur die am 5’-Ende anschlieBende Region:

Restriktionsenzym 1:  Sphl, Restriktionsenzym 2: Avill

3’-Primer (3’-cbs2): 5’-gta gtg cga gtg gta cca cga cgt-3’

5’-Primer (5’-invPanf):  5’-gct tce gac gac ttg ctt aca cta gac-3’

Fur die am 3’-Ende anschlieRende Region:

Restriktionsenzym 1:  Xhol, Restriktionsenzym 2: ApalLl

3’-Primer (3’-invPgnqe): 5°-gtc tag tgt aag caa gtc gtc gga agc-3’

5’-Primer (5’-int): 5’-gct tcc gac gac ttg ctt aca cta gac-3’ oder wahlweise
3’-Primer (3’-int): 5’-gat gat (gc)ac gtc gta gcg ctg (gt)cc-3’

5’-Primer (5’-cbs3): 5’-cac cc(cg) tag ctc ctg cac gg(gc)-3’

Fur das Auffinden des 5’-Endes von laccl nachdem der Rest des Gens bekannt war, wurden

die folgende Restriktionsenzyme und Primer ausgewahlt:

Restriktionsenzym 1:  Avill, Bsp68I, HindlIll, Pstl, Pvull, Smal, Stul, Xhol
3’-Primer (3’laccl): 5’- cga gtc gag ggg aca gtg agt cgc -3’
5’-Primer (5’-laccl):  5’- gac tcc cta cat gga tgg tgt gcc -3’

Die Fragmente cbs2/int (lacc2), int/cbs3 (lacc3) und cbs1/2 (lacc4) wurden nicht mit dieser

Methode untersucht.

Suche beider flankierender Regionen

Bei dieser Methode wurden Enzyme gewadhlt, die nicht in der bekannten Sequenz schneiden.
Sie hatte den Vorteil, dass die GroRe der zu erwartenden PCR-Produkte fiir die Fragmente
cbs2/int und cbs2/3 bekannt war, da die Restriktionsenzyme verwendet werden konnten, die
bereits im Southern Blot zum Einsatz gekommen waren (3.3.1.2). Die GroRe der zu erwarteten

PCR-Produkte fur die Fragmente cbs1/2 und int/cbs3 war dagegen nicht bekannt.

Wahl der Primer und der Restriktionsenzyme

Als Restriktionsenzym fur die Gesamthydrolyse der genomischen DNA wurden die Restrik-
tionsenzyme BamHI und EcoRI verwendet, die bereits fur den Southern Blot eingesetzt

worden waren. Folgende Primer und zweite Restriktionsenzyme wurden verwendet:
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Fur das cbs2/3-Fragment (laccl):
Restriktionsenzym 2:  ApalLl
3’-Primer (3’-inv23):  5’- cag tcg gcee cat gga tga tea tcg -3°

5’-Primer (5’-inv23):  5’- aga acg tca tca gca ccg gca acg-3’

Fur das cbs2/int-Fragment (lacc2):
Restriktionsenzym 2:  Cfr9l
3’-Primer (3’-inv2i):  5’- caatga cga ggg gac cga aca tac-3’

5’-Primer (5’-inv2i):  5’- cgt aca cca ccg aca ttg tca gcg-3’

Fur die Fragmente int/3 (lacc3) und cbs1/2 (lacc4) wurden mehrere Restriktionsenzyme ver-

wendet. Auf eine zweite Hydrolyse zur Linearisierung wurde verzichtet.

Fur das cbs1/2-Fragment:

Restriktionsenzym 1:  Avill, Bsp68I, HindlIll, Pstl, Pvull, Smal, Stul, Xhol
3’-Primer (3’-inv12):  5’- ctc cgt cca ttt cgt tgg ccc cte -3’

5’-Primer (5’-inv12):  5’- ccg ata ccc gtc aac gga tcc ttc -3’

Fur das int/cbs3-Fragment:

Restriktionsenzym 1:  Avill, Bsp68I, HindlIll, Pstl, Pvull, Smal, Stul, Xhol
3’-Primer (3’-inv3i):  5’- cag aag gag gag gtg gag gat gcg -3’

5’-Primer (5’-inv3i):  5’- gaa atc aac ggc cag acc tac cgc -3’

2.12.4.2 Vorbereitung der Proben fur die PCR
Bei der Vorbereitung von Proben, die in die inverse PCR eingesetzt werden sollen, sind die

Ligationsbedingungen kritisch. Verschiedene Parameter wurden deshalb variiert.

Restriktionsspaltung und Selbstligation

Es wurden 4 pg genomische DNA Uber Nacht mit 40 U Restriktionsenzym in 50 pl Gesamt-
volumen bei 37 °C gespalten. Das Enzym wurde anschliefend 20 min bei 80 °C hitze-
inaktiviert. Die gesamte hydrolysierte DNA wurde entweder direkt in die Ligation eingesetzt
oder auf ein Agarosegel aufgetragen, aus dem die gewiinschten DNA-Fragmente, wie unter
2.10.2 beschrieben, eluiert wurden. Diese Eluate wurden alternativ zum gesamten Restrik-

tionsansatz fir die Ligation verwendet. Der 50-pl-Restriktionsansatz wurde in 100 pl
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Gesamtvolumen ligiert (DNA-Konzentration: 40 ng/pl). Bei der Verwendung von Eluaten
wurde eine DNA-Konzentration von 1,6 ng/ul eingestellt. VVor der Ligation wurden die Ansatze
fir 5 min bei 50 °C inkubiert und dann direkt auf Eis gestellt, um eine unspezifische An-
einanderlagerung der Fragmente zu verhindern. Die Ligasekonzentration betrug 25 U, ligiert
wurde tber Nacht bei 22 °C. Ein Abstoppen der Ligation wurde durch 10mindtiges Inkubieren
bei 65 °C erreicht. Die selbstligierte DNA konnte direkt in die PCR eingesetzt werden. Wahl-

weise konnte eine Féallung und/oder eine zweite Restriktionsspaltung durchgefihrt werden.

Kinasereaktion

Um die Ergebnisse der Ligation zu verbessern, wurde teilweise vor der Ligation eine
Phosphorylierung mit der T4 Polynucleotide Kinase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) durch-
geflhrt. Fir den Fall, dass wéhrend der Gelelution Phosphatreste am 5’-Ende verloren gingen,
sollte die Kinase diese zur Ligation bendtigten Phosphatreste bereitstellen. Bei direktem
Einsatz der hydrolysierten DNA sollte dieser Schritt nicht notig sein, wurde jedoch zur
Kontrolle durchgefiihrt. Dazu wurden dem Restriktionsansatz nach Hitzeinaktivierung Kinase
(30U), dATP (0,2 mM) und Puffer zugesetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1,5ul 1 M EDTA-LOsung (pH 8) abgestoppt. Durch Zugabe von 60 pl
Chloroform und 5minutiger Zentrifugation bei 13.000 g wurde die DNA gefallt. Sie konnte in

die Ligation eingesetzt werden.

Fallung und zweite Restriktionsspaltung

Vor der anschlieBenden PCR konnte die DNA im Ligationsansatz uber eine Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion (PCI) gefallt werden. Es wurden 100 pl PCI zu-
gegeben. Nach kraftigem Schitteln wurde 5 min bei 13.600 g zentrifugiert (RT) und die
Oberphase abgenommen. Die Fallung erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat
und 1 Volumen Isopropanol. Nach 30mindtiger Inkubation bei -20 °C wurde fur 5 min bei
13.600 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in 20 pul
Agqua demin. aufgenommen. Um unspezifische PCR-Produkte durch Bindung der reversen
Primer in falscher Orientierung zu verhindern, konnten die zirkuldren DNA-Fragmente bei
Bedarf mit einem zweiten Restriktionsfragment linearisiert werden. Die Restriktion erfolgte
mit 1 pg DNA pro Restriktionsansatz in 20 pl Gesamtvolumen mit 10 U Enzym fiur 1-3 h bei
37 °C. Das Restriktionsenzym wurde vor der PCR 20 min bei 65 °C inaktiviert. Auf einen

weiteren Fallungsschritt konnte so verzichtet werden.
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2.12.4.3 PCR mit inversen Primern
Es wurden jeweils 100-200 ng DNA in die PCR-Reaktion eingesetzt, sofern der gesamte
Ansatz mit hydrolysierter DNA flr die Ligation verwendet worden war. Bei Verwendung von
Eluaten wurden nur DNA-Mengen von 20-100 ng eingesetzt. Folgende Varianten der PCR
wurden verwendet:

1. Standard-PCR mit der Tag-Polymerase

2. PCR mit dem GC-Rich PCR-System

3. PCR mit dem High Fidelity Enyzm-Gemisch

4. PCR mit dem Advantage-GC Genomic PCR Kit
Fur alle PCR-Varianten gilt, dass die Primer-Anlagerungstemperaturen und die Elongations-
zeiten abhéngig von den Primern und den Fragmentlangen der erwarteten PCR-Produkte
variiert wurden. Fur die Primerkombinationen inv2i und inv23 wurde eine Anlagerungs-
temperatur von 60 °C gewahlt, fur die invP-Primerkombination eine Anlagerungstemperatur
von 62 °C und fur die Primerkombinationen inv12, inv3i und laccl eine Anlagerungs-
temperatur von 63 °C. Die Elongationstemperatur hangt vom verwendeten Enzym ab und wird

deshalb fiir jedes PCR-System separat beschrieben.

1. Standard-PCR mit der Tag-Polymerase:

Die PCR wurde im Wesentlichen durchgefuhrt wie unter 2.12.2. beschrieben. Diese PCR unter
Verwendung der Tag-Polymerase wurde fir die Amplifikation der Fragmente B2i und E2i
eingesetzt. Das im Southern Blot erhaltene B2i-Fragment war circa 2,5 kb grof3, abzuglich der
durch die Primerwahl vorgegebenen 500 bp sollte das PCR-Produkt in der inversen PCR 2 kb
grol3 sein. Deshalb wurde eine Elongationszeit von 2 min gewahlt. Das im Southern Blot
erhaltene E2i-Fragment war circa 4,6 kb grof3, abzlglich der durch die Primerwahl vor-
gegebenen 500 bp sollte das PCR-Produkt in der inversen PCR 4 kb grof3 sein. Deshalb wurde
eine Elongationszeit von 5 min gewahlt. Diese PCR wurde zudem verwendet, wenn die Grof3e
der zu erwarteten Fragmente nicht bekannt war. Die Elongationszeit wurde von 2-4 min

variiert.

2. PCR mit dem GC-Rich PCR-System
Alternativ wurde das GC-Rich PCR System der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) ver-

wendet. Der Reaktionsansatz wurde folgendermalien zusammengestellt:
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Oligonukleotidprimer 5’ 100 pmol

Oligonukleotidprimer 3’ 100 pmol

10 x Polymerasepuffer 5 ul (mit 1,5 mM MgCl, und DMSO)
dNTP-Mix 02 mM

Enzym-Mix 2-25 U

Reinstwasser ad50 ul

Verwendet wurde das PCR-Programm der Standard-PCR (Tab. 8). Ansonsten wurde nach

Anleitung des Herstellers verfahren.

3. PCR mit dem High Fidelity Enyzm-Gemisch
Das High Fidelity Enzym-Gemisch von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) dient zur Amplifikation

langer PCR-Fragmente (bis zu 9 kb auf humaner DNA) mit hoher Genauigkeit. Der Standard-
Reaktionsansatz war zusammengesetzt wie der des GC Rich PCR Systems. Als PCR-Programm
wurde ebenfalls das Standard-PCR-Programm benutzt (Tab. 8) mit einigen Veranderungen bei
der Amplifikation von Fragmenten groRer als 3 kb. So wurde die Elongationstemperatur auf
68 °C herabgesetzt und die Elongationszeit, die 1 min/kb betrug, pro Zyklus um weitere 10 s

verlangert.

4. PCR mit dem Advantage-GC Genomic PCR Kit

Das Advantage-GC Genomic PCR Kit (BD Biosciences, Heidelberg) dient ebenfalls zur Ampli-
fikation langer und GC-reicher PCR-Fragmente, wobei bis zu 20 kb erreicht werden koénnen.
Besonderheiten des Kits sind eine durch einen Antikdrper geschiitzte HeiRstart-Polymerase und
ein als GC-Melt bezeichneter Zusatz, der die Amplifiktion GC-reicher Sequenzen ermdglichen
soll. Der Standard-Reaktionsansatz war im Wesentlichen zusammengesetzt wie der des GC Rich
PCR Systems, nur enthielt der Puffer kein MgCl,. Es wurde Magnesiumacetat in einer Kon-
zentration von 1,1 mM zugesetzt. GC-Melt wurde in einer Konzentration von 1 M eingesetzt,
die Konzentration der Polymerase betrug 5-6 U pro Ansatz. Im Allgemeinen wurde nach An-
gaben des Herstellers verfahren. Das verwendete PCR-Programm ist in Tabelle 10 aufgefuhrt.

1. Initialdenaturierung 95 °C 1 min Tab.10:  Verwendetes PCR-

Programm bei Verwendung des

2. ZyKlus (30 x) Advantage-GC Genomic PCR Kit.

Denaturierung 94°C 30 sec Bei FragmentgroRen kleiner als 5 kb

Anlagerung 60 °C 45 sec wurden 3 min Elongationszeit ein-

Elongation 68 °C 3/6 min gestellt, bei Grolken zwischen 5-9 kb
3. Verlangerte Elongation 68 °C 3/6 min 6 min.
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2.13 Southern Blot

Ziel des Southern Blot ist es, DNA-Fragmente, die zuvor mittels Gelelektrophorese ent-
sprechend ihrer Lange getrennt wurden, auf einer Membran zu fixieren, um spéter durch Hybri-
disierung mit markierten Sonden einzelne DNA-Fragmente spezifisch nachweisen zu konnen.
Ein Southern Blot wurde verwendet, um die Grol3e der Fragmente zu ermitteln, die die Laccase-
gene trugen, wenn diese mit verschiedenen Restriktionsenzymen gespalten worden war. So
sollten die besten Randbedingungen fir die Herstellung einer partiellen genomischen DNA-
Bank ermittelt werden.

2.13.1 Gelelektrophorese und Kapillarblot

Es wurden 5-10 pg mit einem geeigneten Restriktionsenzym gespaltene genomische DNA pro
Spur auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde in der Hoefer
Gelkammer HE 95X (Amersham Biosciences, San Francisco/CA, USA) bei 110 V fir 3-4 h
durchgeflihrt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit einem Lineal vermessen und auf
einem UV-Transilluminator fotografiert. AnschlieBend wurde das Gel fir 20 min in 0,25 M HCI
depuriniert. Die Denaturierung der DNA erfolgte 2x 15 min mit Denaturierungslosung, die
Neutralisation 2x 15 min in Neutralisationsldsung. Zwischen beiden Schritten wurde das Gel
kurz in Reinstwasser gewaschen. Nach dieser VVorbehandlung erfolgte der Transfer der DNA auf
eine Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Biosciences, San Francisco/CA, USA) mit Hilfe
eines Kapillarblots (Maniatis et al., 1982). Dazu wurde 20x SSC in eine Wanne gefllt und eine
Glasplatte daruber gelegt. Auf dieser Platte lag ein Filterpapier, das mit seinen Enden in dem
Puffer hing. Darauf wurden das Gel und dariiber die Membran luftblasenfrei gelegt. Die
Geltaschen wurden auf der Membran markiert. Um ausreichend Saugwirkung auszuiiben,
wurden einige Lagen Whatman-Papier und dartiber weitere saugféhige Papiertiicher als Saug-
stapel aufgelegt und mit Glasplatte und Gewicht beschwert. Der Blot wurde tber Nacht bei RT
durchgeflihrt. Nach Beendigung des Kapillarblots wurde das Gel mit Ethidiumbromid gegen-
gefarbt und die Membran mit 10x SSC angefeuchtet und im UV-Crosslinker (Bio-Link® BLX,
Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Frankreich) mit UV-Licht bestrahlt (0,12 J/cm?, 50 sec), um

die DNA querzuvernetzen und sie auf der Membran zu fixieren.

2.13.2 Hybridisierung
Als Sonden wurden die digoxygeninmarkierten Laccasefragmente chs2/int, cbs2/3, int/cbs3 und
nested-550 verwendet. Die Sonden wurden mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis-Kits (Roche

Diagnostics, Mannheim) hergestellt, wie unter 2.12.2 beschrieben. Die Vorhybridisierung erfolgte
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fir 30 min in Dig Easy Hyb Hybridisierungspuffer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bei
RT. Die Hybridisierung erfolgte in dem Universal-Hybridisierungsschrank APT.Line BFED der
Binder GmbH, Tuttlingen bei 40-43 °C Uber Nacht mit einer Sondenkonzentration von 25 ng/ml
in Dig Easy Hyb Hybridisierungspuffer. Am Morgen nach der Hybridisierung wurde die
Membran 2x 5 min mit 2x SSC; 0,1 % SDS bei RT gewaschen und 2x 15 min je nach
gewiinschter Stringenz bei 68-70 °C mit 0,5x SSC; 0,1 % SDS bzw. 0,1x SSC; 0,1 % SDS.

2.13.3 Kolorimetrische Detektion

Die Membran wurde 5 min in Waschpuffer gewaschen und anschlie3end fir 1 h mit Blockie-
rungslosung inkubiert, um alle freien Bindungsstellen abzudecken. Anschlieend wurde fur
1 h der Alkalische Phosphatase-Antikorper (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) gegen
Digoxygenin dazu gegeben. Nach Abnahme des Antikdrpers wurde die Membran 2x 15 min
mit Waschpuffer gewaschen, fur 5 min in Detektionspuffer aquilibriert und anschliel3end je
nach Starke der Reaktion fur 0,5-16 h mit Farbelésung inkubiert, welche einen BCIP/NBT-
Mix von Roche Diagnostics (Mannheim) als Substrat fur die Alkalische Phosphatase enthielt.

Die Reaktion wurde mit TE-Puffer abgestoppt.

2.14 Herstellung einer genomischen DNA-Bank

Um die vollstdndige Sequenz der Laccasegene auf genomischer DNA-Ebene zu ermitteln,
wurden partielle genomische DNA-Banken hergestellt (Abb. 9). Die Ergebnisse des durch-
geflihrten Southern Blots erleichterten die Erstellung der Genbanken, da die GrofRe der
Restriktionsfragmente, auf denen die Laccasegene lagen, sehr genau bekannt war. Aus diesem
Grund musste nicht die gesamte hydrolysierte DNA in die Ligationsansatze eingesetzt werden,
sondern es konnten die Restriktionsfragmente der gewinschten FragmentgroRe ausgewahlt
werden. Die Genbanken wurden anschlieBend mit Hilfe der Sonden cbs2/int und cbs2/3 auf
Anwesenheit des richtigen Fragmentes tUberprift. Positive Klone wurden zur Sicherheit mittels
Kolonie-PCR uberprdft.
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Southern Blot
\ 4

Gelelution

Abb. 9: Ubersicht tiber Herstellung und
Durchmusterung der partiellen genomi-
schen DNA-Banken. Aus dem Gel eluierte

v DNA-Fragmente wurden kloniert und in

Klonierung Bakterien transformiert. Die GrofRe der
M ] Genfragmente war durch Southern Blot
Transformation Analysen bekannt. In der Blau-WeiB-

Selektion positive Klone wurden in die
Koloniehybridisierung eingesetzt. Die Plas-
mide der positiven Klone wurden mittels

Blau-WeiRR-Selektion

v \4
WeilRe Klone Blaue verwerfen

v ) PCR weiter untersucht.
Kolonie- Negative Klone
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v
Plasmid

v
PCR auf Insert

2.14.1 Vorbereitung der Eluate

Es wurden 5-10 ug genomische DNA von H. acidophila tiber Nacht mit 40 U BamHI bzw. EcoRl
(MBI Fermentas) hydrolysiert. Anschlielend erfolgte eine 20minitige Hitzeinaktivierung bei
65 °C. Die Restriktionsansatze wurden mit Hilfe von Microcon YM-50 Konzentratoren (Milli-
pore) eingeengt und vollstandig auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. Die GroRen, der aus

dem Gel ausgeschnittenen Fragmente sind in Tabelle 11 angegeben.

Restriktionsenzym Fragmentgroi3en Tab. 11: FragmentgroRen der Laccase-
BamHI, cbs2/int (lacc?) 2.0-3,0kb gen tragen(_jen Restrlktlonsfrﬁlgmente.
Dargestellt sind die Fragmentgrofien von
BamHI, cbs2/3 (laccl) 55-6,5kb Restriktionsfragmenten genomischer DNA,
EcoRlI, chs2/int (lacc2) 4.0 - 6,0 kb die mit den Sonden cbs2/int und cbs2/3
hybridisiert haben. Die DNA war zuvor mit
EcoRl, cbs2/3 (laccl) 8,0-10,0kb BamHI oder EcoRI gespalten worden.

Nach der Elution wurden die Eluate mittels PCR daraufhin Gberpruft, ob das gewinschte
DNA-Fragment enthalten war. Dazu wurden je 2 ul Eluat mit den Primer-Kombinationen
cbs2/int und cbs2/3 in eine Standard-PCR (2.12.2) eingesetzt. Die Anlagerungstemperatur lag
bei 60 °C (flr cbs2/int) bzw. bei 62 °C (fiir cbs2/3).

2.14.2 Vorbereitung des Vektors

Fir die Herstellung der partiellen genomischen DNA-Bank wurde der Vektor pBlueScript
SK (+) verwendet, da dieser die Blau-Weil3-Selektion ermdglicht und relativ groe DNA-
Fragmente aufnehmen kann (bis 16 kb). Es handelt sich bei dem Vektor um ein Phagemid,

eine Fusion des M13-Phagen und eines Plasmids. Um den Vektor fiir die anschlieBende
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Ligation vorzubereiten, wurden 2,5pug fir 3h bei 37 °C mit 10 U BamHI bzw. EcoRI
inkubiert. Nach 20mintiger Hitzeinaktivierung bei 65 °C wurde 1 pl CIAP (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) hinzugegeben. Die Dephosphorylierung erfolgte 30 min bei 37 °C. Die alka-
lische Phosphatase wurde ebenfalls hitzeinaktiviert (15 min, 85 °C). Der hydrolysierte Vektor

wurde auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen und anschlielend aus dem Gel eluiert.

2.14.3 Ligation und Transformation
Vektor und Insert wurden auf eine nahezu gleiche DNA-Konzentration von circa 10-20 ng/ul

eingestellt. Die Menge an Picomolenden wurde folgendermalien berechnet:
Picomolenden / pg DNA = (2 x 10°%) / (bp x 660)

Das Insert wurde in einem Verhéltnis zum Plasmid von 2:1 eingesetzt. Die Ligation erfolgte Gber
Nacht bei 4 °C. Verwendet wurde die T4-Ligase der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Die
Transformation erfolgte wie unter 2.11 beschrieben in die Bakterienstimme E. coli XL1-Blue und
XL1- Blue MRF’ (Stratagene, La Jolla/ CA, USA). Nach der Transformation wurden die ge-

samten Transformationsansatze auf LB-Amp-Agarplatten mit IPTG und XGal ausplattiert.

Blau-Weil3-Selektion

Die Blau-Weil3-Selektion dient zur Erkennung von Kolonien, die ein Plasmid aufgenommen
haben, welches ein Insert in die Multiple Klonierungsstelle inseriert hat. Das Plasmid enthalt
dafur den N-terminalen Teil des lacZ-Gens, das a-Fragment, in der Multiplen Klonierungs-
stelle. Ein fir die Blau-WeiR-Selektion geeigneter Bakterienstamm wie E. coli XL1-Blue und
seine Derivate tragen auf dem F’-Episom den C-terminalen Teil des lacZ-Gens, das so
genannte m-Fragment. Werden beide Genfragmente exprimiert, entsteht eine funktionsféhige
B-Lactamase. Die B-Lactamase spaltet das kinstliche Substrat XGal, wobei ein blauer Farb-
stoff entstent. Um die lacZ-Expression zu induzieren, wird IPTG als Induktor dazugegeben,
welches an den lac-Operator bindet. Wenn ein Insert in die Multiple Klonierungsstelle
inseriert wurde, so kann das a-Fragment des lacZ-Gens nicht mehr exprimiert werden und die
Kolonien bleiben weil.

Fur die Blau-WeiR-Selektion wurden LB-Platten verwendet, die entweder nur Ampicillin oder
Ampicillin und Tetracyclin enthielten. Bei Zugabe von Ampicillin kénnen nur Klone tberleben,
die ein Plasmid aufgenommen haben. Die Zugabe von Tetracyclin verhindert das Wachstum von
Klonen, die das F’-Episom verloren haben, da diese weil3e Kolonien bilden wirden, selbst wenn

das a-Fragment des lacZ-Gens intakt vorlage. IPTG und XGal wurden direkt beim Giel3en der
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Platten hinzugegeben, so dass die Konzentrationen 0,2 mM flr IPTG (Stammldsung 200 mM)
und 80 pg/ml fiir XGal (Stammlésung 4 % in DMF) betrugen. Alternativ konnten die LB-Amp-
Platten 30 min vor ihrer Verwendung mit 100 pl 40 mM IPTG und 100 pul 2 % XGal
uberschichtet werden. Nach dem Ausplattieren der Transformationsansatze wurden die Platten 2
h im Kuhlschrank gelagert, um die Farbung zu verstarken, und anschlieBend ber Nacht bei 37
°C inkubiert.

2.14.4 Durchmusterung der Bank mittels Filterhybridisierung und PCR

Die nach der Transformation erhaltenen Klone wurden mit Hilfe von Filtertests auf die An-
wesenheit des gewilnschten Fragmentes Uberpruft. Diese Methode funktioniert im Wesent-
lichen wie der unter 2.13 beschriebene Southern Blot. Es wurden die gleichen digoxygenin-
markierten Sonden cbs2/int und cbs2/3 verwendet. Positive Klone wurden daraufhin erneut
mit Hilfe der Kolonie-PCR uberprift. Da bei diesen Klonen die jeweilige Sonde gebunden hat,
sollte in der PCR bei Verwendung der Primer cbs2/int und cbs2/3 das den Sonden komple-

mentére Genfragment amplifiziert werden.

Filterhybridisierung

Zur Filterhybridisierung wurden runde Nitrocellulosefilter (Biodyne A/0,2 um der Firma Pall,
Dreieich) fir 1 min auf eine mit frischen Transformanten bedeckte Agarplatte gelegt, um die
Kolonien zu Ubertragen. Der Filter wurde abgezogen und fir 1 min auf ein in 0,5 M NaOH
getranktes Whatman-Papier, anschliefend fur 1 min auf ein in 1M Tris-HCl (pH 7,6)
getranktes Whatman-Papier und abschlieend fir 1 min auf ein in 1 M Tris-HCI (pH 7,6);
1,5M NaCl getranktes Whatman-Papier gegeben. Um Bakterienriickstande zu entfernen,
wurden alle Filter kurz in 1 M Tris-HCI (pH 7,6); 1,5 M NaCl gespult. AnschlieRend wurden
die Filter getrocknet und genauso wie der Southern Blot mit der DNA-Vernetzung tuber UV-
Strahlen und anschlieBender Hybridisierung (2.13) weiterbehandelt. Als Kontrollen wurden in
der Filterhybridisierung Kolonien von E. coli XL1-Blue, E. coli XL1-Blue pBlueScript
SK (+), E. coli XL1-Blue pcbs2/int und E. coli XL1-Blue pchs2/3 eingesetzt.

Verifizierung von positiven Klonen mittels PCR

In der Filterhybridisierung positive Klone wurden erneut mittels Kolonie-PCR (2.12.2) mit
den entsprechenden Primerkombinationen cbs2/int und cbs2/3 Uberprift. Zudem wurden
Plasmide isoliert und restriktionsgespalten. Wies das Insert die richtige Grol3e auf, so wurde es

aus dem Agarosegel eluiert und erneut in die PCR mit den entsprechenden Primern eingesetzt.
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Das dabei entstandene PCR-Fragment wurde ebenfalls aus dem Gel eluiert und sequenziert,

um die Sequenz mit der Sondensequenz zu vergleichen kdnnen.

2.15 DNA-Sequenzierung

DNA-Fragmente, welche sequenziert werden sollten, wurden in den Vektor pPGEM-T Easy
oder den Vektor pBlueScript SK (+) kloniert. Wahlweise wurden auch PCR-Produkte aus
einem Agarosegel aufgereinigt und direkt sequenziert. An Hand geeigneter Primer, die im
Vektor oder auf der zu sequenzierenden Sequenz binden (pUC/M13 Forward und pUC/M13
Backward), wurden die DNA-Sequenzierungen mit Hilfe der Didesoxymethode (Sanger et al.,
1977) durchgefihrt. Durch Replikation wird eine Kopie der einzelstrangigen, zu sequenzie-
renden Sequenz hergestellt, wobei in den Reaktionsansatzen zusatzlich zu den fluoreszenz-
markierten Desoxynukleotiden auch Didesoxynukleotide vorkommen, die einen Kettenabbruch
bewirken. Fir jedes Didesoxynukleotid existiert ein PCR-Ansatz, der im Anschluss an die
Synthese elektrophoretisch aufgetrennt wird. Die entstandenen Fragmente kdnnen Uber ihre
Fluoreszenz sichtbar gemacht werden und zeigen durch ihre GroRe die Reihenfolge der
Nukleotide an. Die Sequenzierung wurde entweder bei den Firmen SequiServe (Vaterstetten)
oder Macrogen (Seoul, Sudkorea) in Auftrag gegeben oder selber durchgefiihrt. Fragmente,
die zu grof3 zum direkten Sequenzieren waren, wurden von den Enden her ansequenziert und
anschlieBend mit Hilfe von internen Primern weiter sequenziert, welche von den bekannten

Fragmenten abgeleitet worden waren (Gene Walking).

DNA-Sequenzierung mit dem ALFExpress Il

Die selbst durchgefiihnrte DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem ALFExpress Il der Firma
Amersham Biosciences Europe (Freiburg) im Labor von Professor Knoop. Die Sequenzier-
platten und Spacer wurden griindlich mit 1 % SDS, Reinstwasser und Ethanol geséubert, bevor
die Innenseite der oberen Platte an der oberen Kante mit einer Lésung aus 0,2 ml Ethanol; 0,6
ul Bindesilane; 50 ul (v/v) Methanol (10 %) beschichtet wurde. Die Thermoplatte wurde mit
300 pl Repelsilane beschichtet, welches 5-10 min einwirken musste. Anschlielend wurde die
Platte wieder grundlich mit Ethanol und H,O gesaubert.

Der Aufbau des Geltrégers erfolgte nach der Anweisung des Herstellers. AnschlieRend wurde

das Gel gegossen. Die Zusammensetzung war folgendermalien:

59



2 Material und Methoden

6 M Rotiphorese NF-Harnstoff 18,02 ¢

Long Ranger Gel Solution (50 %) 5 ml (5%)
10x Rotiphorese NF-TBE 75 ml (1,5x)
Temed 25 ul

APS (10 %) 250 pl
Reinstwasser ad50 ml

Fur die Reaktionsansdtze wurde ein Premix des EXCEL-Kits der Firma Amersham Bio-

sciences Europe (Freiburg) angesetzt:

3,5x SequiTherm EXCEL Il Sequencing Buffer 7,2

ALF-labeled primer 1 pupl (2pmol)
SequiTherm EXCEL Il DNA Polymerase (5U/ul) 1 ul

DNA 800 fmol
Reinstwasser ad 17 pl

Fur jede Probe wurden vier PCR-Ansatze mit je 2 ul des jeweiligen SequiTherm EXCEL II-
LC Termination Mix (A, C, G, oder T) vorbereitet. AnschlieBend wurden je 4 pl des jewei-
ligen Premixes zugegeben. Die Kettenabbruchreaktion erfolgte durch PCR Das verwendete
PCR-Programm ist in Tabelle 12 aufgefuhrt.

1. Initialdenaturierung 95 °C 5 min Tab. 12: Verwendetes PCR-Programm
2. Zyklus (30 x) fir die DNA-Sequenzierung. In die
Denaturierung 95 °C 30 sec PCR-Produkte werden Didesoxynukleo-
Primer-Anlagerung 50 °C 15 sec tide eingebaut, die zu einem Ketten-

abbruch fihren.
Elongation + Kettenabbruch | 70 °C 1 min

3. Lagerung 4°C endlos

Die Proben wurden mit 3 pl Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Wahrend die
Elektrophorese iber Nacht lief, passierten die DNA-Fragmente einen Laser, der die Fluores-

zenz mal3, welche wiederum von einem Computer in die DNA-Sequenz umgerechnet wurde.

2.16 Sequenzanalysen

Sowohl DNA- als auch Protein-Sequenzanalysen erfolgten tber frei im Internet verfligbare
Programme. Das DNA-Analyse-Programm DNASIS der Firma (Hitachi Software Enginee-

ring, Yokohama/Japan) stand im Institut zur Verfligung.
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2.16.1 DNA-Sequenzanalyse

Sequenzvergleiche wurden mit dem Computerprogramm BioEdit (Ibis Therapeutics, Carlsbad/
CA, USA) durchgefihrt. Dieses Programm diente auch dazu, Promotorelemente aufzufinden.
Fur das Vergleichen mehrerer Sequenzen bediente sich dieses Programm des ClustalX-Algo-
rithmus (Thompson et al., 1997). Verschiedene Parameter der Sequenzen wie z. B. GC-Gehalt,
Codon-Usage und offene Leserahmen wurden tiber DNASIS ermittelt. Um DNA-Sequenzen mit
einer pilzlichen Datenbank zu vergleichen, wurde das Programm NCBI BLAST (Altschul et al.,
1990) verwendet.

2.16.2 Protein-Sequenzanalyse

Das Umschreiben von DNA-Sequenzen in Proteinsequenzen wurde im Computerprogramm
BioEdit (Ibis Therapeutics, Carlsbad/CA, USA) durchgefihrt. Introns wurden gegebenenfalls
durch Sequenzvergleiche ausfindig gemacht und vor dem Umschreiben aus den Sequenzen
entfernt. Sequenzvergleiche zwischen Proteinsequenzen wurden ebenfalls mit dem Programm
BioEdit und dem ClustalX Algorithmus durchgefuhrt. Um Proteinsequenzen mit einer pilz-
lichen Datenbank zu vergleichen, wurden die Programme BLAST (NCBI, Altschul et al.,
1990) oder Fasta (EMBL, Pearson & Lipman, 1988) verwendet. Ein Hydrophobizitatsplot der
Proteine nach Kyte-Doolittle (1982) wurde mit Hilfe des BioEdit-Programms erstellt, die
Signalsequenzen wurden mit Hilfe der Computerprogramme SignalP und SecretomeP
(Bendtsen et al., 2004) aufgespurt. Das Programm Psort (Horton & Nakai, 1997) wurde

verwendet, um die wahrscheinliche Lokalisation von Laccl und Lacc2 zu ermitteln.

2.16.3 Hinterlegung der Sequenzinformation

Die Laccasegensequenzen wurden in der Datenbank des National Center for Biotechnological
Information (NCBI) hinterlegt, um sie der Offentlichkeit zuganglich zu machen. Dort erhielten
sie die Zugangsnummern AY351908 (laccl), AY351908 (lacc2), DQ060098 (lacc3) und DQ0O60099
(lacc4).

2.17 Chemikalien, Materialien, Computerprogramme

Verwendete Salze und Pufferbestandteile

Folgende Salze wurden von VWR International GmbH, Darmstadt bezogen: Ammonium-
thiocyanat, CoCl,, CuSQ,, FeSO,4, H3BO3, Kaliumacetat, KOH, Maleinsaure, MgCl,, MnCl,,
MnSQ,, Natriumacetat, Na,HPO,, Natriumcitrat.
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Folgende Salze wurden von Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe bezogen: CaCl,, Zitronen-
séure, EDTA, Guanidiniumthiocyanat, KCI, KH,PO,4, MgSO,4, NaCl, NaOH, PIPES, Tris.

VVon anderen Firmen wurden bezogen:
EGTA

Glycin

KNO;

Lithiumacetat

LiCL

Tricin

Medienbestandteile und Zusétze

Agar
Ampicillin
Glucose
Hefeextrakt
IPTG

PDA
Tetracyclin
Trypton
XGal

Detergenzien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bio-Rad, Hercules CA/USA

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
ICN Biomedicals, Aurora, OH/USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Fluka, Buchs/Schweiz

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Die verwendeten Detergenzien SDS, Triton X-100, Tween 20 wurden von Carl Roth GmbH &

Co. KG, Karlsruhe bezogen.

Farbstoffe und Laccasesubstrate
ABTS

Ascorbinsaure

Bromphenol Blau

Coomassie Brilliant Blue G250

DAN, DHN, DMOP, L-DOPA, Tyrosin
Xylen Cyanol FF

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Fluka, Buchs/Schweiz

Bio-Rad, Hercules/CA, USA

Fluka, Buchs/Schweiz

VWR International GmbH, Darmstadt
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Ldsungsmittel, Alkohole, Sauren und Laugen

Borsaure

Chloroform

Essigsédure

Ethanol

Glyzerin

Isopropanol

Methanol

Phosphorsaure

Phenol

P/C/1-Gemisch (50:49:1)

Gelelektrophorese

Agarose

APS

Ethidiumbromid
B-Mercaptoethanol
Rotiphorese Lésung A und B
Rotiload-Probenpuffer
Temed

Transformation und RNase-Inhibitoren

DEPC
DMSO

-Mercaptoethanol

Southern und Western Blot

Alkalische Phosphatase-Antikorper
Anti-Kaninchen-AP-Konjugat
BCIP/NBT-L6sung (Southern)
BCIP/NBT-Ldsung (Western)
Blockierungslésung

Dig Easy Hyb

Magermilchpulver

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Fluka, Buchs/Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Madison/WI, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Sucofin®, TSI GmbH Co. KG, Zeven)
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DNA-Sequenzierung

Long Ranger Gel Solution
PlusOne Bindesilane
PlusOne Repelsilane
Rotiphorese NF-Harnstoff
Rotiphorese NF-TBE (10x)

GroRenmarker, Enzyme und PCR

1-kb-Marker Gene Ruler
100-bp-Marker

DNase |

Prestained Protein Ladder
RNase A
RNase-Inhibitor

T4 Polynucleotide Kinase
T4-Ligase

Restriktionsenzyme von MBI Fermentas, St.

Restriktionsenzyme von BD Biosciences, Heidelberg:

BMA, Rockland/ME, USA

Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

New England BioLabs Inc., Beverly/MA, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Fluka, Buchs/Schweiz

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Leon-Rot: BamHlI, Cfr9l, Hindlll, EcoRl,
Mstl, Notl, Xhol, Bsp68l, Ecl13611, Pdil
Stul, Pvull, Dral, EcoRV

Restriktionsenyzme von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim: ApalLl, Avill, Pstl, Smal, Sphl

PCR

Advantage-GC Genomic PCR
dNTPs

GC-Rich PCR-System

High Fidelity Enzym-Mix
Tag-Polymerase (rekombinant)

Pfu-Polymerase (rekombinant)

Plasmide
pBlueScript SK (+)
pGem-T Easy
pUC18

BD Biosciences, Heidelberg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Stratagene, La Jolla/CA, USA
Promega, Madison/WI, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Verwendete Kits

DNA Extraction Kit

Dynal K

Excel Sequenzier-Kit

FASTDNA

PCR Dig Synthesis Kit

QIlAprep Miniprep Kit

QIlAquick Gelelutionskit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Verwendete Membranen und Filter

Biodynal-Filter fir Plaque Assay
Hybond-N+ (Southern Blot)
Microcon-S&ulchen

Micropure

Nitrocellulosemembran (Western Blot)

Computergestitzte Programme
BioEdit

Codon Usage
DNASIS

FASTA

NCBI Blast

Oligonucleotide Properties Calculator
Psort

SignalP

SecretomeP

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Dynal A. S., Oslo/Norwegen

Amersham Biosciences, Hercules/CA, USA
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis einer Laccase von Hortaea acidophila

Vor einer molekularbiologischen Untersuchung der Laccasegene von Hortaea acidophila
sollte iiberpriift werden, ob eine Laccase auf Proteinebene nachzuweisen ist. Dabei sollte nach
einem Enzym mit typischen Eigenschaften einer Laccase gesucht werden. Dazu gehoren eine
extrazelluldre Lokalisation, ein bestimmtes Substratspektrum, oxidative Aktivitdt und Kupfer-
abhingigkeit. Obwohl der letztendliche Beweis, dass es sich bei einem Enyzm um eine
Laccase handelt, erst durch vollstindige Charakterisierung des aufgereinigten Enzyms mog-
lich wird, kann davon ausgegangen werden, dass ein Enzym mit den genannten Merkmalen

mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Laccase ist.

3.1.1 Nachweis einer Oxidase im Plattentest
Zum Nachweis einer extrazelluldren Oxidase wurde H. acidophila auf ABTS-haltigem Fest-
medium angezogen. Nach Anwachsen der Zellen bildete sich ein griiner Hof um die Kolonien,

da das ABTS von der von dem Pilz ausgeschiedenen Oxidase oxidiert wurde (Abb. 10).

Abb. 10: ABTS-Oxidation durch H. acidophila. Der Pilz
wurde auf Festmedium mit ABTS angezogen. Der griine Hof
um die schwarzen Kolonien stammt vom oxidierten ABTS.

3.1.2 Beteiligung der Oxidase an der Melaninsynthese

Laccasen sind hdufig an der Synthese von DHN-Melanin beteiligt. Um zu iiberpriifen, ob die
extrazellulire Oxidase aus H. acidophila ebenfalls eine Rolle bei der Melaninsynthese spielt,
wurde untersucht, ob die Synthese gestort werden kann, indem dem Enzym ein alternatives
Substrat zur Oxidation angeboten wird. Dafiir wurden die Zellen mit 0,1 % und 0,2 % Ascor-
binsdure auf komplexem Anzuchtmedium fiir 7 Tage angezogen. Als Indikatoren fiir Wachstum
und Melaninsynthese dienten eine Triibung des Mediums bzw. eine Schwarzfarbung der Kultur.
Am 7. Tag wurde das Trockengewicht der Kultur bestimmt. Als Positivkontrolle diente eine

Kultur ohne Ascorbinsdure. Da sich herausstellte, dass H. acidophila auf Anzuchtmedium mit
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0,2 % Ascorbinsdure auf Grund der fehlenden Schutzwirkung des Melanins nicht wuchs,
wurden verschiedene Stressfaktoren wie niedriger pH, Lichteinwirkung und die hohe Kupfer-

konzentration des Mediums nacheinander eliminiert.

Hemmung der Oxidase durch Ascorbinsaure

Die Zugabe von Ascorbinsdure zum Anzuchtmedium verhinderte die vollstindige Melanin-
bildung von H. acidophila, wie sich an der Weilifirbung der Kulturen erkennen liel (Abb. 11).
Diese Hemmung war reversibel, da die Zellen nach Verbrauch der zugegebenen Ascor-
binsdure oder bei Abzentrifugation und Entfernung des Mediums sofort schwarz wurden.
Wurde Ascorbinsdure zu komplexem Anzuchtmedium mit hohen Kupferkonzentrationen

gegeben (250 uM), so wurde ein Wachstum der Kultur verhindert.

Abb. 11: Farbung der H. acidophila-Kulturen nach
4 Tagen bei Anzucht auf Komplexmedium ohne
Ascorbinsaure (links), mit 0,2 % Ascorbinséure und

- % s 0,04 uM Kupfer (mitte) und mit 0,2 % Ascorbin-
- ) saure und 250 uM Kupfer (rechts). Das Wachstum
e % - auf Anzuchtmedium war bei hohen und niedrigen

Kupferkonzentrationen vergleichbar, wenn keine Ascor-
binsdure zugegeben wurde. Bei Anzucht mit viel Kupfer
und Ascorbinsdure war kein Wachstum zu erkennen, bei
verringerter Kupferkonzentration war dagegen eine
deutliche Triibung sichtbar. Nach circa 4 Tagen Wachs-
tum war die Ascorbinsdure verbraucht und die Kultur
wurde schwarz.

Schutzwirkung des Melanins

Da H. acidophila in komplexem Anzuchtmedium mit Ascorbinsdure und hoher Kupfer-
konzentration nicht wuchs, war davon auszugehen, dass das in die Zellwand eingelagerte
Melanin eine Schutzwirkung gegen hohe Kupferkonzentrationen ausiibte. Um zu iiberpriifen,
ob Melanin die Zellen auch gegen andere Stressfaktoren schiitzt, wurde H. acidophila in
Medium mit hohen Kupferkonzentrationen und Ascorbinsdure angezogen, wobei einmal der
pH-Wert auf 5,5 erhoht wurde und einmal das Wachstum im Dunkeln erfolgte (Tab. 13,
Abb. 12). Zusitzlich erfolgte die Anzucht in Medium mit Ascorbinsdure und niedriger Kupfer-
konzentration unter ansonsten normalen Bedingungen, also im Tageslicht und einem pH-Wert
von 3,5. Dabei zeigte sich, dass melaninlose Hefezellen nur wuchsen, wenn die Kupfer-
konzentration deutlich verringert wurde (von 250 uM auf 0,04 uM), wihrend die Abdunklung
der Kultur und die Erh6hung des pH-Wertes bei gleichzeitig hoher Kupferkonzentration kein

Wachstum ermdglichten.
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Tab. 13: Einfluss von Stressfaktoren auf Wachstum und Melanisierung von H. acidophila bei
Hemmung der Melaninsynthese durch Zugabe von Ascorbinsdure. Die Positivkontrolle wurde mit
viel Kupfer (250 uM) und ohne Ascorbinsdure, die Negativkontrolle mit viel Kupfer und 0,2 %
Ascorbinsdure angezogen. Um den Einfluss der Stressfaktoren (niedriger pH-Wert, hohe Kupfer-
konzentration und Lichteinwirkung) zu untersuchen, wurden die Zellen wie die Negativkontrolle
angezogen, nur dass jeweils ein Stressfaktor ausgeschaltet wurde. Zu Wachstum kam es nur bei der
Positivkontrolle und wenn bei Ascorbinsdurezugabe die Kupferkonzentration stark verringert wurde
(0,04 uM). = = kein Wachstum, ® = Wachstum ohne Melanisierung, @& = Wachstum mit leichter
Melanisierung, @& ® = Wachstum mit deutlicher Melanisierung

Tag Positiv- Negativ- Im Dunkeln pH 5,5 Niedr. Kupfer-
kontrolle kontrolle konzentration

2 © - - - ©
3 ® - - - ©
4 CX - - - ©
! X - - - X

Zur besseren Quantifikation des in Tabelle 13 nur schematisch dargestellten Wachstums

wurde das Trockengewicht der verschiedenen Kulturen bestimmt (Abb. 12).

2500

2000 -

.

H

1500 -

1000 -

Trockengewicht (ug/ml)

500 -

Abb. 12: Trockengewicht der H. acidophila-Kulturen nach 7 Tagen Wachstum unter verschie-
denen Anzuchtbedingungen. Das Trockengewicht bezieht sich auf die in Tabelle 13 beschrieben
Kulturen. Bei Wachstum auf Anzuchtmedium mit verringerter Kupferkonzentration wuchs H. acido-
phila bei Zugabe von 0,2 % Ascorbinsdure genauso gut wie die Positivkontrolle ohne Ascorbinséure.
Bei hoher Kupferkonzentration kam es dagegen zu keinem Wachstum, wenn Ascorbinsdure hinzu-
gegeben wurde (Negativkontrolle), auch dann nicht, wenn die Anzucht im Dunkeln oder bei nur
schwach saurem pH-Wert von 5,5 oder 6,5 durchgefiihrt wurde. Zur Kontrolle wurde das Trocken-
gewicht von unbeimpftem Medium bestimmt.
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3.1.3 Lokalisation der Oxidase

Der ABTS-Plattentest (Abb. 10) lieB den Schluss zu, dass die nachgewiesene Oxidase extra-
zellulér lokalisiert war. Um zu untersuchen, ob das Enzym frei im extrazelluldren Raum oder mit
der Zellwand assoziiert vorlag, wurde H. acidophila tiber 10 Tage bei 22 °C angezogen. Téglich
wurde die Oxidaseaktivitit im Kulturiiberstand und an den Zellen gemessen (Abb. 13). Es konnte
Oxidaseaktivitit sowohl im Kulturiiberstand als auch mit den Zellen assoziiert nachgewiesen
werden, wobei die Aktivitit an den Zellen insgesamt hdher war als im Uberstand (maximal etwa
25 mU/ml im Gegensatz zu maximal etwa 10 mU/ml) und schneller anstieg. Die maximale

Aktivitit wurde an den Zellen nach 6-7 Tagen erreicht, im Uberstand erst nach 8-9 Tagen.

30 -

m zellassoziierte Oxidase
X sezernierte Oxidase

N
(@]
|

N
o
|

Oxidaseaktivitat (mU/ml)
) o

(@) ]
|

Tage

0+ > !
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 14

Abb. 13: Oxidaseaktivitat im Kulturiberstand und an den Zellen von H. acidophila. Wahrend
10tégiger Anzucht bei 22 °C wurde tiglich die Oxidaseaktivitdt bestimmt. Die Enzymaktivitdt wurde
mit ABTS bestimmt und bezieht sich auf 1 ml Hefekultur.

3.1.4 Kupferabhangigkeit der Oxidase

Laccasen bendtigen Kupfer, um katalytisch aktiv zu sein. Zudem kann die Expression von
Laccasegenen bei einigen Organismen durch Zugabe von Kupferionen induziert werden.
Wihrend fiir die Synthese von funktionsfahiger Laccase bereits wenig Kupfer im Medium aus-
reichen sollte, wiirde eine weitere Steigerung der Aktivitit bei erneuter Zunahme der Kupfer-
konzentration auf eine kupferabhingige Induktion der Genexpression hinweisen.

Um zu iiberpriifen, ob eine Kupferabhédngigkeit der untersuchten Oxidase vorliegt, wurde ein
Anzuchtmedium verwendet, dem kein Kupfer zugegeben wurde. Verunreinigungen mit Spuren
von Kupfer durch das im Medium enthaltene Trypton konnten nicht ausgeschlossen werden, da

die Verwendung eines Minimalmediums mit anorganischer Stickstoffquelle auf Grund des
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schlechten Wachstums von H. acidophila in Fliissigkultur mit diesem Medium nicht moglich
war (nicht gezeigt). Zusétzlich zu dem Medium ohne Kupfer wurde Medium verwendet, das
wenig Kupfer (0,04 uM) und viel Kupfer (250 uM) enthielt. Die 250 uM Kupfer entsprachen
der Kupferkonzentration im Standardanzuchtmedium. Untersucht wurde nur die im Kultur-
iberstand lokalisierte Oxidase.

Bei Anzucht in Medium ohne Kupfer wurde so gut wie keine Oxidaseaktivitdt gemessen,
obwohl Zellwachstum nachweisbar war (Abb. 14). Bei niedriger Kupferkonzentration lag die
Aktivitdt bei circa 2 mU/ml und stieg noch einmal auf das 4fache bei hoher Kupferkonzen-
tration. Das Wachstum verbesserte sich bei Anwesenheit von Kupfer im Medium, sank jedoch

bei hohen Kupferkonzentrationen wieder ab.

m kein Kupfer
Owenig Kupfer

81 x N viel Kupfer

Aktivitat (mU/ml) / Gewicht (mg)
(&)

0 _ \ N\

Enzymaktivitat Trockengewicht

Abb. 14: Oxidaseaktivitat in Abhangigkeit von der Kupferkonzentration. Nach 7 Tagen Wachstum
auf komplexem Anzuchtmedium wurde die Oxidaseaktivitit im Uberstand bestimmt. Die Kupfer-
konzentration betrug entweder 0,04 uM (wenig) oder 250 uM (viel). Durch Trypton ins Medium ein-
getragene Spuren von Kupfer, wurden vernachldssigt. Die Enzymaktivitdt wurde mit dem kiinstlichen
Laccasesubstrat ABTS bestimmt und bezieht sich ebenso wie das Trockengewicht auf 1 ml Hefekultur.

3.1.5 Substratspektrum der Oxidase

Die verwendeten Substrate wurden fotometrisch bzw. mit Hilfe einer Sauerstoffelektrode auf
ihre Oxidierbarkeit durch die im Uberstand lokalisierte Oxidase von H. acidophila iiberpriift.
Wihrend Diamino- und Dihydroxynaphthalin, Ascorbinsdure und Dimethoxyphenol oxidiert
wurden, fand keine Oxidation von Syringaldazin, Tyrosin und Dihydroxyphenol statt (Tab. 14).

Die Oxidationsversuche wurden von Dipl.-Biol. Jutta Bend durchgefiihrt, doch die Ergebnisse
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werden hier aufgefiihrt, da sie einen wichtigen Hinweis auf den Laccasecharakter der Oxidase

lieferten.

1,8-Diaminonaphthalin + Tab. 14: Von der H. acidophila-Oxidase oxidierte

Acorbinsa (+) und nicht-oxidierte (-) Substrate. Die Oxidation
corbinsaure + wurde fotometrisch oder an Hand des Sauerstoff-

1,6-Dihydroxynaphthalin + verbrauches mit einer Sauerstoffelektrode nachge-

Dimeth henol + wiesen. Verwend@:t wurde nicht aufgereinigte Oxidase
e aus dem konzentrierten Kulturiiberstand (Graue Balken

Syringaldazin - dienen der Lesbarkeit).

Tyrosin -

Dihydroxyphenol (DOPA) -

3.1.6 Nachweis Uber laccasespezifische Antikorper

Es wurden zwei polyklonale laccasespezifische Antikdrper verwendet, um im Kulturiiberstand
und im Zellextrakt Laccasen nachzuweisen (Abb. 15). Ein Antikdrper richtet sich gegen die
Laccase des Basidiomyceten Ceriporiopsis subvermispora, der andere gegen die Laccase des
Ascomyceten Melanocarpus albomyces. Eine unspezifische Bindung des Sekundérantikorpers
an Proteine aus den Proben wurde durch Kontrollexperimente ohne Primérantikdrper aus-
geschlossen.

Der Antikorper gegen die Laccase aus M. albomyces erkannte sowohl in der Uberstands-
fraktion als auch in der Zellaufschlussfraktion ein Protein, das ein Molekulargewicht von circa
70 kDa aufwies. Der Antikorper gegen die Laccase aus C. subvermispora markierte im Uber-
stand ein Protein mit einem Molekulargewicht von zwischen 35 kDa und 40 kDa (Abb. 15,
unterer Pfeil) und im Zellaufschluss eines von circa 55 kDa (Abb. 15, oberer Pfeil). Da der
verwendete Marker keine exakte Grofenermittlung zuldsst, handelt es sich hierbei nur um
ungefdhre Groflenangaben. Die dunklen Flecken im oberen Bereich der Membran stammen vom

Melanin, das im Gel mit aufgetrennt wurde.

A M 1 2 (B) M 1 2 Abb. 15: Immunologischer Nachweis der
Melanin  Melanin Laccasen im Uberstand und im Zellauf-
¢ : schluss. Die Laccasen wurden mit poly-

" s - klonalen Antikérpern nachgewiesen, die

100 kDal— 100 kDal— D _ _ )
20 Tl - ¥ 70 N spezifisch fiir die Laccasen von M. albo-
— myces (A) oder C. subvermispora (B) sind.
ig N ig [ Aufgetragen wurden 20 ul konzentrierter

35 | 35 I — Kulturiiberstand (1) und 10 pl Zellextrakt (2).

25 |— 25 |—

71



3 Ergebnisse

3.2 Nachweis der Laccasegene von H. acidophila

Nachdem es auf proteinbiochemischer und enzymatischer Ebene ausreichend Hinweise fiir die
Existenz einer oder mehrerer Laccasen bei H. acidophila gab, sollten die dazugehorigen Gene
nachgewiesen werden. In einem ersten Schritt wurden Methoden ausgearbeitet, um
Nukleinsduren aus H. acidophila zu isolieren. Nachdem genomische DNA zur Verfligung

stand, wurde eine PCR mit laccasespezifischen Primern durchgefiihrt.

3.2.1 Isolierung von Nukleinsduren aus H. acidophila

Da in dieser Arbeit erstmalig molekularbiologisch mit H. acidophila gearbeitet wurde,
mussten Methoden zur Isolierung von genomischer DNA etabliert werden, um die Existenz
von Laccasegenen nachweisen zu konnen. Zusitzlich wurden Versuche zur Isolierung von
RNA durchgefiihrt, da fiir eine spétere heterologe Expression die cDNA der Gene zur Ver-

fligung stehen muss.

Isolierung genomischer DNA

Es wurden verschiedene Methoden zur Isolierung genomischer DNA von H. acidophila
verwendet. Das kommerziell erhéltliche FASTPrep-Kit zur Isolierung von genomischer DNA
aus Pilzen wurde geméal} der Anleitung des Herstellers angewendet, eignete sich jedoch nicht
zur Extraktion von DNA aus H. acidophila, da die DNA nicht an die verwendete Bindematrix
band (nicht gezeigt). Genomische DNA konnte schlieBlich mit zwei anderen Methoden
extrahiert werden (Abb. 16). Bei der Methode zur Isolierung von genomischer DNA aus
filament6sen Pilzen wurden die Zellen mit Hilfe von Fliissigstickstoff aufgeschlossen, bei der
Methode zur DNA-Isolierung aus Hefen fand der Zellaufschluss durch Glaskiigelchen in
Verbindung mit mechanischer Einwirkung auf die Zellen statt. Fiir die DNA-Isolierung
wurden H. acidophila-Zellen in komplexem Anzuchtmedium ohne und mit 0,2 % Ascorbin-
sdure angezogen. Da Melanin den Zellaufschluss erschwert, wurde {liberpriift, inwieweit sich
Zellen, deren Melaninsynthese durch Ascorbinsdure gehemmt ist, zur Extraktion von Nuklein-
sduren eignen.

Die DNA-Ausbeute lag bei 200-400 pg/ml fiir die hefespezifische Aufschlussmethode, wobei
die auf Ascorbinsdure angezogenen Hefen nur unerheblich mehr DNA lieferten. Die Auf-
schlussmethode fiir filamentdse Pilze lieferte 500-1000 pg/ml DNA, wenn die Hefe ohne
Ascorbinsdure angezogen worden war und nur 100 pg/ml DNA bei Anzucht mit Ascorbin-
sdure. Zudem war die genomische DNA desto intakter, je weniger mechanischer Stress

wihrend des Aufschlusses auf die Zellen ausgeiibt wurde, wie an der Hohe der Banden zu
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erkennen ist (Abb. 16). Hier musste ein Kompromiss zwischen einem effektiven Aufschluss
der durch Melanineinlagerung stabilisierten Zellwidnde und der Zerstorung der DNA auf
Grund von Scherkréiften gefunden werden. Ausgewéhlt wurde die Aufschlussmethode fiir
Hefezellen, da diese einfacher durchzufiihren war als die fiir filamentdse Pilze spezifische
Methode und reinere DNA lieferte. Auf die Anzucht mit Ascorbinsdure wurde verzichtet, da
die Zellen sich schlecht abernten lieBen und die DNA-Ausbeute auf Grund des schlechteren

Wachstums der Kulturen trotz des verbesserten Zellaufschlusses insgesamt nicht hdher war.

M 1 2 3 4 5 6 7 Abb. 16: Genomische DNA nach Isolierung
mit verschiedenen Methoden. Spuren 1-3: 5 pl
DNA-haltige Losung nach hefezellspezifischer
Extraktion bei Anzucht der Zellen ohne Ascor-
binsdure. Spuren 4-6: wie 1-3 aber Anzucht mit

e :_. : *»} dist
10 kb — “* -. Ascorbinsdure. 1,4: Aufschluss mit 2 min

M Vortexen, 2,5: Aufschluss mit 20s im Ribolyser,
':5 . : 3,5: Aufschluss mit 30s im Ribolyser, Spur 7:
3 Kb [ mecgt?g'SSSCher mecgﬁg':;her 10 ul DNA-haltige Lésung nach fiir filamentdse

Pilze spezifische Extraktion bei Anzucht mit

Ascorbinsdure. (Invertierte Darstellung, Banden
dunkel).

Isolierung von RNA

Es wurden verschiedene Methoden zur RNA-Isolierung verwendet, von denen jedoch keine
erfolgreich war. Zuerst wurde versucht, die mRNA {iber die Bindung des PolyA-Schwanzes an
eine Bindematrix aufzureinigen. Isolierte mRNA kann auf Grund der geringen Konzentration
nicht im Agarosegel nachgewiesen werden, so dass der Nachweis iiber cDNA-Synthese mit
anschlieender PCR erfolgen muss. Ein Nachweis von laccasespezifischer cDNA iiber eine
PCR mit laccasespezifischen Primern war nicht erfolgreich. Darauthin wurde nach der cDNA-
Synthese ein Teil des Ansatzes mit Ethidiumbromid versetzt und auf ein Agarosegel auf-
getragen. Da das Ethidiumbromid in die entgegengesetzte Richtung lauft wie die cDNA, sollte
sich angefarbte cDNA im Gel erkennen lassen. Mit dieser Methode lieB3 sich abschitzen, dass
cDNA synthetisiert worden war.

Aus diesem Grund wurden Primer zur Amplifikation von Fragmenten verschiedener Haus-
haltsgene in die PCR eingesetzt. Verwendet wurden Primer, die bereits in der Arbeitsgruppe
vorlagen und die jeweils ein Fragment der Gene der Phosphoglucokinase (PGK), der Glycer-
aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GPD) und der ATPase amplifizieren sollten. Zusétzlich
wurden in dieser Arbeit Primer zur Amplifikation eines Fragments des B-Aktingens abgeleitet.
Diese Primer wurden zuerst in einer PCR mit genomischer DNA von H. acidophila getestet.

Die fiir die Gene der PGK, GPD und ATPase spezifischen Primer lieferten in der PCR kein
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Signal, unabhédngig davon wie die Bedingungen variiert wurden. Die Primer fiir das PGK-Gen
erzeugten jedoch ein Signal bei Verwendung der DNA von Trichoderma atroviride. Die
B-Aktin-Primer amplifizierten ein Fragment der erwarteten Grofe von etwa 630 bp auf
H. acidophila-DNA (Abb.17, Pfeil oben). Dieses Signal war jedoch sehr schwach. Auf Tricho-
derma-DNA wurde ein kleineres Fragment amplifiziert (Abb.17, Pfeil unten). Die B-Aktin-

Primer wurden auch in eine PCR mit cDNA eingesetzt, jedoch ohne Erfolg.

H.a. T.a. Abb. 17: PCR auf genomischer DNA mit den Haushaltsgen-

M

— Primern fur B-Aktin. Verwendet wurde genomische DNA von

= H. acidophila (H.a.) und von T. atroviride (T.a.). Die Primer-

! anlagerungstemperatur betrug 45 °C. Je 5 ul Reaktionsansatz wurden
——-— auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Fiir H. acidophila wurden
e zwei Ansitze aufgetragen. Die Pfeile kennzeichnen die spezifischen
Amplifikate. (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

2,0kb

750 bp |— .
500 bpf— —*

—> -
250 bp |—

Zusitzlich wurden verschiedene Methoden zur Isolierung von Gesamt-RNA verwendet, die
fiir Saccharomyces spec. etabliert sind. Diese Methoden haben den Vorteil, dass die RNA im
Agarosegel nachgewiesen werden kann, da vor allem die ribosomale RNA in hoher Konzen-
tration isoliert wird. Zwei distinkte Banden bei etwa 1,9 kb (18S RNA) und 5,0 kb (28S RNA)
sind nachweisbar, wenn intakte RNA isoliert wurde, sowie einige kleinere Banden, die tRNAs
und hnRNA enthalten. Die mRNA ist im Agarosegel nicht sichtbar, da sie nur circa 2 % der
Gesamt-RNA ausmacht und sich dabei auf verschiedene Grof3en verteilt.

Bei allen getesteten Methoden zur Isolierung von Gesamt-RNA stellte sich heraus, dass eine
grolle Menge an genomischer DNA miteluiert wurde. Diese konnte jedoch durch Lithium-
acetat-Fallung und DNase-I-Spaltung beseitigt werden. Problematisch war dagegen die starke
Degradation der RNA (Abb. 18), die trotz schnellem und sauberem Arbeiten nicht verhindert
werden konnte. Dieser Abbau war bei der Verwendung von selbst angesetztem Trizol-Reagenz
sogar noch stérker als bei Verwendung eines Phenol-Chloroform-Gemischs zur Extraktion,
obwohl nach Angaben der Hersteller das Trizolreagenz RNasen hemmt. Vor allem die Banden
der 18S und 28S RNA wurden vollstindig hydrolysiert. Die RNA wurde sowohl auf TAE-
Agarosegelen als auch auf denaturierenden RNA-Gelen nachgewiesen. Beide Methoden

lieferten die gleichen Ergebnisse.
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. Abb. 18: Nachweis von Gesamt-RNA auf einem TAE-
10 kb g W= < genomische DNA Agarosegel. Die RNA wurde mit Hilfe des Phenol-
5 kb — < degradierte RNA Chloroform-Gemischs isoliert. Es wurden circa 1,6 pug
der Nukleinsduren aufgetragen. (Invertierte Darstellung,
2 kb Banden dunkel).
— distinkte Banden
1 Kb |— — innerhalb der
— degradierten RNA
=
—

3.2.2 Herkunft der cbs-Primer

Zu Beginn der Arbeit wurden Primer fiir den Laccasegennachweis verwendet, die fiir
Laccasegene aus Weifaulepilzen (d’Souza et al., 1996) spezifisch waren und solche, die aus-
gehend von der Dihydrogeodinoxidase aus Aspergillus terreus (Dohse, 2001), einem Kupfer-
bindeprotein wie die Laccase, abgeleitet worden waren. Da diese Primer fiir H. acidophila-DNA
keine brauchbaren Ergebnisse lieferten, wurden mit Hilfe von Sequenzvergleichen neue fiir
ascomycetische Laccasen spezifische Primer abgeleitet. Fiir die Sequenzvergleiche wurden
Laccasesequenzen herangezogen, die auf Proteinebene in der NCBI-Datenbank hinterlegt waren.
Ausgewihlt wurden sechs ascomycetische und eine basidiomycetische Laccase, die wahrschein-
lich zur Melaninsynthese dienen (Abb. 19). Zur Kontrolle der Spezifitit der Primer wurden die
Sequenzen von vier Kupferbindeproteinen, die keine Laccasen sind, herangezogen. Es handelt
sich dabei um die Dihydrogeodinoxidase aus Aspergillus terreus, eine Superoxiddismutase aus
dem Bakterium Clostridium tetani, eine Multikupferoxidase aus dem Fadenwurm Caeno-
rhabditis elegans und die L-Ascorbatoxidase aus der Zucchini (Cucurbita pepo). Alle vier
Kupferbinderegionen (cbs) wurden fiir die Ableitung von Primern verwendet, obwohl cbsl im
Gegensatz zu cbs2-4 nur iiber einen kleinen Bereich deutlich konserviert war. Die Primer
wurden wenn moglich so konstruiert, dass sie auf Laccasen deutlich besser passen als auf andere
Kupferbindeproteine. Generell muss auf Grund der hohen Konservierung der Kupferbinde-
domédnen bei Verwendung der cbs-Primer mit falschpositiven Signalen gerechnet werden, da
auch andere Kupferbindeproteine eine #dhnliche Gensequenz in diesen Bereichen besitzen
konnen, wie in Abbildung 19 zu erkennen ist. Um dieses Problem zu umgehen, wurden
Sequenzen gesucht, die bei Laccasen konserviert, aber nicht mit den Kupferbinderegionen
assoziiert sind. Insgesamt wurden drei solche Sequenzen gefunden, von denen jedoch nur eine
fiir die Ableitung eines Primers verwendet wurde. Die Sequenz wurde mit int (fiir interne

Sequenz) bezeichnet.
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Um die Primer zu konstruieren, musste die Proteinsequenz in die DNA-Sequenz {ibersetzt
werden. Um die alternative Verwendung von Codons fiir die Kodierung einer bestimmten
Aminosdure zu beriicksichtigen, wurden Laccasesequenzen verglichen, von denen sowohl die
DNA- als auch die Proteinsequenz bekannt ist. So wurde fiir die Ascomyceten Colletotrichum
lagenarium, Neurospora crassa and Gaeumannomyces graminis analysiert, welche Codons in
den Laccasegenen zur Kodierung einer bestimmten Aminosdure bevorzugt verwendet werden.
Da zu diesem Zeitpunkt aus keiner schwarzen Hefe sowohl Aminosdure- als auch DNA-
Sequenz einer Laccase bekannt waren, aber die Mdglichkeit bestand, dass die Codon-Préferenz
bei H. acidophila dhnlich sein wiirde wie bei anderen schwarzen Hefen, wurde zusitzlich eine
Cellulase aus der schwarzen Hefe Melanocarpus albomyces zur Untersuchung der Codon-
Priferenz herangezogen. Abbildung 19 zeigt neben den Primersequenzen eine schematische
Darstellung des Laccasegens mit den Primerbindestellen und den mit Hilfe dieser Fragmente

amplifizierten Fragmenten. Diese werden unter 3.2.3 genauer beschrieben.

Primerlage — -
— <4
cbs1 cbs2 int cbs3 cbs4
lacc-Gene 5" Laccasegene 3
IIacc4I . lacc2 . lacc3 |
153pbp ~ 441bp 506 bp
Genfragmente cbs1/2  cbs2/int int/cbs3
laccl
| I
1092 bp
cbs2/3
chs1 cbs2 int
Primersequenz HWHGMHQK TSWYHSHY GQRYDVI I
I F
N. crassa HWHGMHQR TSWYHSHF GQRYDVI I
M. albomyces HWHGI HQK TSWYHSHF GQRYDVYVI
B. cinerea HWHG I RQL SSWYHSHF AQRYDI |V
Mycosphaerella spec. - _ - _ - _ _ _ TRWYHWHY GQRYDVI I
C. lagenarium HWHGMHQR TSWYHSHF GQRYDVI I
G. graminis HWHGLHQK TAWYHSHF GQRYDVTI
C. neoformans HWHGLRQL TYWWHSHY GERYSAI I
Dihydrogeodinoxidase! HWHG | RLF TSWYHSHF GQRYEIVYV
L-Ascorbatoxidase? HWHGI LQrR TFFYHGHL GESYSVL I
Superoxiddismutase®*  _ _ _ _ _ . _ _ PHGFHIH- -------.
Multikupferoxidase* HYHGIDKH THWYHGHM GERYDILI
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cbs3 chs4
Primersequenz HPIHLHG HCHI AWH
N. crassa HPIHLHG HCHIAWH
M. albomyces HPMHLHG HCHI AWH
B. cinerea HPIHLHG HCHIAWH
Mycosphaerella spec. HP-DLER - ------
C. lagenarium HPIHLHG HCHI AWH
G. graminis HPMHLHG HCHI AWH
C. neoformans HPYHLHG HCH I GWH
Dihydrogeodinoxidase! HPIHLHG HCHLQYH
L-Ascorbatoxidase? HPWHLHG HCHIEPH
Superoxiddismutase® - - - - - - - - - - . . .
Multikupferoxidase* HPFHLHG HCHLELH

Abb. 19: Ableitung der Primer chsl, cbs2, int, cbs3 und cbs4 und schematische Darstellung des
Laccasegens mit Primerbindestellen und amplifizierten Fragmenten. Die Primer cbsl-cbs4 wurden
von den Kupferbinderegionen 1-4 abgeleitet, der Primer int ist komplementir zu einer in Laccasen
hochkonservierten Sequenz, die sich zwischen cbs2 und cbs3 befindet. Die mit diesen Primern
amplifizierten Fragmente sind eingezeichnet. Fiir die Ableitung wurden die Proteinsequenzen von 6
ascomycetischen und einem basidiomycetischen Pilz (C. neoformans) verwendet. Als Kontrolle fiir die
Spezifitit der Primer wurde die Sequenz von vier weiteren Kupferbindeproteinen untersucht. Die Primer
wurden mit Hilfe des Computerprogramms FASTA (Pearson & Lipman, 1988) mit der pilzlichen
Proteindatenbank von EMBL verglichen. Auflier der Dihydrogeodinoxidase aus Aspergillus terreus
wurden in allen Fallen nur Laccasen als Treffer angegeben. Die verwendeten Laccasen stammen aus:
Neurospora crassa (P06811), Melanocarpus albomyces (Q70KY3), Botrytis cinerea (Q12570),
Mycosphaerella spec. (Q8J240), Colletotrichum lagenarium (Q9C497), Gaeumannomyces graminis
(Q8TFE2/QS8TFE1), Cryptococcus neoformans (Q5SKEADO). l)As.pergillus terreus (BAA08486),
* Cucurbita pepo (A51027), > Clostridium tetani (Q897Y0), ¥ Caenorhabditis elegans (NP_501502). In
die schematische Darstellung des Laccasegenes ist die Lage der Primerbindestellen (cbs) eingezeichnet.
Es wurden nur Primerkombinationen eingezeichnet (Pfeile), die ein laccasegenspezifisches Fragment
amplifizierten. Die Fragmente und ihre Grofen sind ebenfalls eingezeichnet.

3.2.3 Amplifikation laccasespezifischer Genfragmente

Um die optimalen PCR-Bedingungen fiir die einzelnen Primerkombinationen zu bestimmen,
wurde eine Gradienten-PCR mit Anlagerungstemperaturen von 54-64 °C durchgefiihrt. Dieser
Temperaturbereich wurde an Hand der errechneten Schmelztemperatur der Primer ausgewéhlt.
Da fiir die Experimente kein Gradientencycler zur Verfiigung stand, wurden PCR-Reaktionen
fiir jede Temperatur separat und fiir jeden Ansatz mindestens dreimal unabhingig voneinander
durchgefiihrt. Die erwarteten Fragmentgrofen wurden ausgehend von bekannten Laccase-

genen berechnet.

Amplifikation der Genfragmente cbs1/2
Fiir die mit den Primern cbsl und cbs2 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-

fragmente wurde eine GroBe von zwischen 120 bp und 140 bp errechnet. Obwohl die
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PCR-Bedingungen hinsichtlich der Primeranlagerungstemperatur variiert wurden, lieferte

keine der getesteten Bedingungen ein Signal.

Amplifikation der Genfragmente cbsl/int

Fiir die mit den Primern cbsl und 3’-int auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Grofle von zwischen 750 bp und 900 bp errechnet. Bei Anlagerungs-
temperaturen zwischen 56 °C und 60 °C traten mehrere Banden zwischen 500 bp und 1500 bp
auf, von denen bei 62 °C nur die 500-bp-Bande sichtbar blieb (Abb. 20). Die Banden unter-
halb von 500 bp stammen von Primermultimeren. Die 500-bp-Bande entstand jedoch auch in
der Einzelprimerkontrolle des Primers 3’-int, so dass von einer unspezifischen Amplifikation
auszugehen war. Auch die Bande bei circa 1000 bp lieB sich schwach in der Einzelprimer-
kontrolle bei 56 °C nachweisen. Der Primer cbsl lieferte alleine in die PCR eingesetzt bei
keiner Anlagerungstemperatur ein Signal (nicht gezeigt). Die einzige interessante Bande war
demnach die bei etwa 750 bp (Pfeil), welche auch zu der errechneten Grofle passte. Diese
Bande wurde deshalb aus dem Gel eluiert und zur Sequenzierung vorbereitet. Die Sequenz-
analyse ergab, dass beide Primer gebunden hatten, die Sequenz jedoch keine Ahnlichkeit zu
Laccasegenen hatte. Auf Proteinebene bestand die groBte Ubereinstimmung mit einem hypo-
thetischen, nicht ndher charakterisierten Protein aus Neurospora crassa und zu einem Kapsel-

protein aus Cryptococcus neoformans.

M1 23 45 6 7 M Abb. 20: Amplifikation von Laccasegen-
10kb = fragmenten mit Hilfe der Primer cbsl und
6 kb — 3’-int. Auf ein 1 %iges Gel wurden pro Spur
— 5 ul PCR-Ansatz aufgetragen. M = Marker,
- 1 kb- bzw. 100 bp-Leiter. 1 =56 °C, 2 = 58 °C,
2kb_; 3=60°C, 4=062°C, 5 =64°C, 6 = EPK
3’-int 56 °C, 7 = EPK 3’-int 64 °C, EPK =
1,5 kb = w.— 1.5kb  Einzelprimerkontrolle. Der Pfeil markiert die
1 Kb — aus dem Gel eluierte Bande. (Invertierte Dar-
b | 1.0kb stellung, Banden dunkel).
750 bp |— -
500 bp — - w==— 500 bp
250 bp — -
- —1100 bp

Amplifikation der Genfragmente cbs1/3
Fiir die mit den Primern cbs2 und cbs3 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Grofle von zwischen 1200 bp und 1400 bp errechnet. In diesem Grofen-

bereich traten bei den Temperaturen von 58-62 °C mehrere Banden auf, von denen eine bei
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knapp tiber 1500 bp sehr deutlich war (Abb. 21). Ein Vergleich mit der Einzelprimerkontrolle
des Primers cbs3 zeigte jedoch, dass diese Banden auch hier auftraten. Die Einzelprimer-
kontrolle wies bei allen Temperaturen die gleichen Banden auf wie die PCR mit cbs1/3, zum
Teil sogar mehr Banden, so dass davon auszugehen war, dass keine spezifischen Amplifikate
vorlagen. Um auszuschlieen, dass ein spezifisches Amplifikat unter der 1500 bp-Bande lag,
wurde diese Bande (Pfeil) aus dem Gel eluiert und zur Sequenzierung vorbereitet. Die Sequen-
zierung ergab jedoch, dass wie erwartet der Primer cbs3 an zwei Stellen an die genomische

DNA gebunden hatte.

M12345M 6789 10M Abb. 21: Amplifikation von Laccase-
- .—1100kp 9enfragmenten mit Hilfe der Primer
. w | 60Kkp CPbsl und cbs3. Auf ein 1 %iges Gel
o =~ | 45K, Wurden pro Spur 5 ul PCR-Ansatz auf-
l R | 3:0 kb  getragen. M = Marker, 1 kb- bzw. 100 bp-
: o, e :_ 20 kb Leiter. 1 =56°C, 2 = 58 °C, 3 = 60 °C,
e - : p— ’ 4= 62°C, 5 = 64°C, 6 = EPK cbs3
T~ W w15k Sgoc, 7= EPK cbs3 58°C, § = EPK cbsd
1.0 kb|— p—t —{ 10kb  60°C, 9 = EPK cbs3 62°C, 10 = EPK
= —| 750bp  cbs3 64 °C, EPK = Einzelprimerkontrolle.
.o Der Pfeil markiert die aus dem Gel
500 bp |— o 1 900bP  clyierte Bande. (Invertierte Darstellung,
— 2500 Banden dunkel).
p

Amplifikation der Genfragmente cbs1/4

Fiir die mit den Primern cbsl und cbs4 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Grofle von zwischen 1400 bp und 1500 bp errechnet. Obwohl die
Primeranlagerungstemperaturen von 54-64 °C variiert wurden, lieferte keine der getesteten

Bedingungen ein Signal.

Amplifikation der Genfragmente cbs2/int

Fiir die mit den Primern cbs2 und 3’-int auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Grofle von zwischen 400 bp und 500 bp errechnet. Es traten mehrere
Banden zwischen 250 bp und 1,2 kb auf, die bei Erhohung der Anlagerungstemperatur nach
und nach verschwanden, bis bei 64 °C nur noch eine schwache Bande bei circa 1 kb zu
erkennen war. Bei niedrigen Anlagerungstemperaturen traten zwei Banden auf, die ihrer
Grofe nach zu einem Laccasegen gehoren konnten (Abb. 22B, Pfeile). Da diese Banden wie
die Hintergrundbanden bei Erhohung der Anlagerungstemperatur verschwanden, wurde statt-

dessen die Elongationszeit von 1 min auf 30 s herabgesetzt, um die Amplifikation groBerer
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Fragmente zu verhindern. Zusitzlich wurde die MgSO4-Konzentration von 1,5 mM auf 1 mM
herabgesetzt, um die Spezifitit der Amplifikation zu erhdhen. Da diese Versuche keine
nennenswerte Reduktion des Hintergrundes zur Folge hatten, wurden die Banden bei 450 bp

und bei 600 bp aus dem Agarosegel ausgeschnitten und zur Sequenzierung vorbereitet.

A) M1 2 3 4 5M (B) M 12345M
10,0 kb 10,0 kb =
= —
30k 89 30 kb |
. - -
2,0kb | 2,0 kb (e
- B ot - o
— e —
10kD [ -0k 10Kp| e =l P
750 bp —ww v . - 750 bp — o —t
o
500 bp |— : - =%000P 500 bp |- ; (500 bp
2sobp | 250 bp |
—{ 100 bp B 100 6o

Abb. 22: Amplifikation von Laccasegenfragmenten mit Hilfe der Primer cbs2 und 3’-int. Auf ein
1 %iges Gel wurden pro Spur 5 ul PCR-Ansatz aufgetragen. M = Marker, 1 kb- bzw. 100 bp-Leiter.
(A) 1=56°C,2=58°C,3=60°C,4=062°C,5=64°C, (B)1-5: 58 °C, 1 = Probe wie A2,2=30s
tg, 3 =30 s tg, | mM MgSO,, 4 =EPK cbs2, 5= EPK 3’-int. 30 s tg = auf 30 s verkiirzte Elongations-
zeit, EPK = Einzelprimerkontrolle. Die Pfeile markieren die aus dem Gel eluierte Bande. (Invertierte
Darstellung, Banden dunkel).

Amplifikation der Genfragmente cbs2/3

Fiir die mit den Primern cbs2 und cbs3 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Gréfle von zwischen 850 bp und 1000 bp errechnet. Es traten mehrere
Banden bis zu einer GroBe von 2,5 kb auf, von denen eine Bande bei circa 1100 bp sehr
distinkt war (Abb. 23A, Pfeil). Diese Bande erschien bei keiner der Einzelprimerkontrollen
(Abb. 21, 22) und blieb bei Erhohung der Anlagerungstemperatur nahezu gleich deutlich,
wiéhrend die anderen Banden in ihrer Dicke abnahmen. Diese spezifische Bande wurde aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und zur Sequenzierung vorbereitet. Wurde ein cbs3-Primer
verwendet, bei dem ein Codon vertauscht war (cbs3*, Tab. 7a), so verschwanden die un-
spezifischen Hintergrundbanden selbst bei niedrigen Anlagerungstemperaturen, wiahrend das

spezifische Signal bei circa 1100 bp erhalten blieb (Abb. 23B, Pfeil).
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A) M12345M (B) M 1 2 3 4 5 M
10,0 kb —== 10,0 kb —
st ot
— —_—
3,0 kb | 3,0 kb [t
2,0 kb |—— 2,0 kb | e
- w—| 1,5Kkb w——| 1,5kb
\ \ — — —
10kD [ e———— 1.0 kb 1,0kb |- - —— 1,0 kb
750 bp | — 750 bp |—
500 bp |— —{500 bp 500 bp |— ws—1|500 bp
250 bp | 250 bp |—

Abb 23: Amplifikation von Laccasegenfragmenten mit Hilfe der Primer cbs2 und cbs3 (A) und
cbs2 und cbs3* (B). Aufein 1 %iges Gel wurden pro Spur 5 ul PCR-Ansatz aufgetragen. M = Marker,
1 kb- bzw. 100 bp-Leiter. 1 =56 °C, 2 = 58 °C, 3 = 60 °C, 4 = 62 °C, 5 = 64 °C. Der Pfeil markiert die
spezifische Bande bei 1100 kb. (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

Amplifikation der Genfragmente cbs2/4

Fiir die mit den Primern cbs2 und cbs4 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Grofe von zwischen 1100 bp und 1200 bp errechnet. Um die PCR-
Bedingungen zu optimieren, wurde eine Gradienten-PCR fiir die Temperaturen von 54-64 °C
durchgefiihrt. Zudem wurde die MgSO4-Konzentration auf 3 mM und auf 6 mM erhdht, um

die Spezifitit zu verringern. Keine der getesteten Bedingungen lieferte ein Signal.

Amplifikation der Genfragmente int/cbs3

Fiir die mit den Primern 5’-int und cbs3 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine Grofle von zwischen 450 bp und 500 bp errechnet. Bei allen Tempera-
turen erschien eine spezifische Bande bei circa 500 bp (Abb. 24, Pfeil). Eine weitere Bande
mit niedrigerem Molekulargewicht verschwand ab einer Anlagerungstemperatur von 60 °C.

Die Bande bei 500 bp wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und zur Sequenzierung

vorbereitet.
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M 1 2 3 4 5 M Abb. 24: Amplifikation von Laccasegen-
10,0 kb e fragmenten mit Hilfe der Primer 5’-int
P und cbs3. Auf ein 1 %iges Gel wurden pro
E Spur 5 pl PCR-Ansatz aufgetragen. M =
3,0 kb Marker, 1 kb- bzw. 100 bp-Leiter. 1 =56 °C,
p— 2=58°C,3=60°C,4=062°C,5=64°C.
2,0 kb — - Der Pfeil markiert die spezifische Bande.
— — 1,5kb  (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).
1,0kb — ws| 1.0kb
750 bp —
500 bp — \A“ — 500 bp
250 bp —

Amplifikation der Genfragmente int/cbs4

Fiir die mit den Primern 5’-int und cbs4 auf genomischer DNA amplifizierten Laccasegen-
fragmente wurde eine GroBle von zwischen 650 bp und 700 bp errechnet. Es traten mehrere
Banden zwischen 250 bp und 1,5 kb auf, die bei Erhéhung der Anlagerungstemperatur ab-
nahmen, bis nur noch zwei Banden bei circa 900 bp und 1,5 kb sichtbar waren (Abb. 25). Die
Elongationszeit wurde von 1 min auf 30s herabgesetzt, um die Amplifikation groBerer
Fragmente zu verhindern. Zuséatzlich wurde die MgSO4-Konzentration von 1,5 mM auf 1 mM
herabgesetzt, um die Spezifitit der Amplifikation zu erhohen. Wihrend die Herabsetzung der
Elongationstemperatur keinen Einfluss auf das Ergebnis der PCR hatte, verhinderte die Ver-
ringerung der MgSO4-Konzentration die Amplifikation fast sémtlicher Fragmente. Die Einzel-
primerkontrolle zeigte zudem, dass die meisten Amplifikate bereits amplifiziert wurden, wenn
nur einer der beiden Primer vorlag. Zwei Fragmente bei 650 bp und bei 900 bp (Pfeile), die im
errechneten Grofenbereich oder knapp dariiber lagen, wurden aus dem Agarosegel aus-
geschnitten und zur Sequenzierung vorbereitet. Die Fragmente wiesen jedoch keine Ahnlich-

keit zu Laccasegenen auf.

82



3 Ergebnisse

(A) M 1 2 3 4 5 M (B) M 1 2 3 4 5 M
10,0 kb T e 10,0 kb T2
= -
3,0kb 1— ' 3.0 kb —Se—_
— g
2,0kb 1 2.0 kb -
— - | 1,5 kb puic -— 15k
1,0 kb 1— 1ok O s -—— 1.0kb
750 bp L - - 750 bp 1—
>
- —
500 bp 1— we—|500bp °00bP 500 bp
250 bp +— 250 bp —

Abb. 25: Amplifikation von Laccasegenfragmenten mit Hilfe der Primer 5’-int und cbs4. Auf ein
1 %iges Gel wurden pro Spur 5 ul PCR-Ansatz aufgetragen. M = Marker, 1 kb- bzw. 100 bp-Leiter.
(A)1=56°C,2=58°C,3=60°C,4=062°C,5=064°C, (B) 1-5: 58 °C, 1 = Probe wie A2,2=30s
tg, 3 =30 s tg, | mM MgSO,, 4 =EPK 5’-int, 5 = EPK cbs4, 30 s tg = auf 30 s verkiirzte Elongations-
zeit, EPK = Einzelprimerkontrolle. Die Pfeile markieren die spezifischen Banden bei 650 bp und
900 bp. (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

Amplifikation von Laccasegenfragmenten mit basidiomycetenspezifischen Primern

Eine weitere Primerkombination wurde von Dipl.-Biol. Harald Kellner, Universitéit Leipzig, zur
Verfligung gestellt. Die Primer cbs1B und cbs2B waren von basidiomycetischen Laccase-
sequenzen abgeleitet worden und wurden fiir diese Arbeit leicht modifiziert. In Abbildung 26
werden die Primer mit den zuvor beschriebenen Primern cbsl und cbs2 (3.2.2) und mit den
Kupferbindestellen von vier ascomycetischen und drei basidiomycetischen Laccasen verglichen.
Dabei ist gut zu sehen, dass die groBten Ubereinstimmungen der Primer cbs1B und cbs2B mit
verschiedenen basidiomycetischen Laccasen und mit der Laccase von Aspergillus nidulans
bestehen. Beide Primer liegen 2-3 Aminoséuren stromaufwérts im Vergleich zu den Primern

cbs1 und cbs2, die ausgehend von ascomycetischen Laccasen abgeleitet worden sind.
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cbs1B cbs2B
primer cbs1H,cbs2H TTVHWHG SGTFWYHS
primer cbs1, chs2 HWHG'Y'HQK TSWYHSHF
A. nidulans TTVHWHG AGTFWYHS
P. anserina TSIHWHG YGTSWYHS
C. parasitica TTIHWHG YGTSWYHS
G. graminis TSIHWHG YGTTWYHS
T. versicolor TTIHWHG AGTFWYHS
P. cinnabarinus TSI HWHG AGTFWYHS
Ph. radiata TTIHWHG AGTFWYHS

Abb. 26: Sequenzvergleich der Primer cbs1B und cbs2B mit den Primern cbsl und cbs2. Die erst
genannten Primer wurden von basidiomycetischen Laccasen (cbs1B) abgeleitet, letztere von asco-
mycetischen Laccasen. Die Zugangsnummern der Laccasen aus den angegebenen Organismen sind:
A. nidulans (P17489), P. anserina (P78722), C. parasitica (AAA09235), G. graminis (CAD24841),
T. versicolor (Q12717), P. cinnabarinus (059896), Ph. radiata (Q01679).

Die Primer cbs1B und cbs2B wurden in verschiedenen Kombinationen in einer PCR getestet.
Die Kombination cbs1B/2B lieferte bei einer Anlagerungstemperatur von 58 °C ein spezifisches
Signal bei circa 160 bp (Abb. 27, Pfeil). Die Kombinationen cbs1B mit cbs2 und cbs1 mit cbs2B
lieferten dagegen keine Signale. Die verschiedenen Banden bei Verwendung der Primer-
kombinationen cbs1B/int, cbs1B/3 und cbs1B/4 konnten auf Grund ihrer GroB3e als Laccasegen-
fragmente ausgeschlossen werden. Die erwarteten GroBen fiir cbs1B/int, cbs1B/3 und cbs1B/4
lagen bei circa 750-900 bp, 1200-1400 bp und 1400-1500 bp. Die circa 1300-bp-Bande bei der
Primerkombination cbs1B/3 wurde durch Mehrfachbindung des Primers cbs3 verursacht wie aus
der EPK zu ersehen ist (Abb. 21). Eine Erhohung der Anlagerungstemperatur auf 62 °C fiihrte

zu einem Verschwinden aller Banden mit Ausnahme der 160-bp-Bande bei cbs1B/2B.

M 12 34567 8M Abb. 27: Amplifikation von Laccasegen-
fragmenten mit Hilfe des Primers cbs1H
— | 10.0kb in verschiedenen Kombinationen. Auf ein
= 1 %iges Gel wurden pro Spur 5 ul PCR-
:_ 3.0 kb Ansatz aufgetragen. Die Anlagerungs-
= 20 Kb temperatur betrug 58 °C. M = Marker,
1.5kb - - ' 1 kb- bzw. 100 bp-Leiter. 1=cbs1B/2B,
o — 1 1.0kb 2= cbslB/2, 3 = cbs1/2B, 4 = cbs1B/int,
10k —E8 5= cbs1B/3, 6 = cbs1B/4, 7 = EPK cbs1B,
- .- 750 bp 8 = EPK cbs2B, EPK = Einzelprimer-
—-— — kontrolle. Der Pfeil markiert die spezi-
500 bp —wm. — - 500 bo fische Bande. (Invertierte Darstellung,

- Banden dunkel).

— 250 bp
200 bp —
- 4—
-
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3.2.4 Isolierung der amplifizierten Laccasegenfragmente

Nachdem die Bedingungen der PCR fiir die Amplifikation des jeweiligen Laccasegen-
fragments optimiert worden waren, wurden die Laccasegenfragmente in einen geeigneten
Vektor kloniert, um sie fiir die DNA-Sequenzierung vorzubereiten. Dafiir wurde der gesamte
PCR-Ansatz auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und die gewiinschte Bande aus dem
Gel ausgeschnitten. Nach der Elution aus dem Gel wurde das PCR-Produkt in das Plasmid
pGEM-T Easy kloniert. Dieses Plasmid wurde daraufhin in den E. coli-Wirtsstamm XL-1
Blue transformiert. Mittels Kolonie-PCR wurden die Klone auf Anwesenheit des gewiinschten
Fragments iiberpriift, bevor eine Plasmidisolierung durchgefiihrt wurde. Das aufgereinigte

Plasmid wurde zur Sequenzierung eingeschickt.

3.2.5 Sequenzanalyse der Laccasegenfragmente

Vier der sequenzierten Fragmente wiesen eine hohe Homologie zu bekannten Laccasegenen auf.
Es handelt sich um die Fragmente cbs2/int-450, cbs2/3-1100, int/cbs3-500 und cbs1/2-160
(Abb. 19, oben). Zur Vereinfachung werden die Bezeichnungen auch ohne die angehingte
GroBenangabe der Fragmente verwendet (cbs2/int statt cbs2/int-450). Diese Fragmente wurden
computergestiitzt in die Proteinsequenz {ibersetzt und mit ascomycetischen Laccasen verglichen.
Jeweils ein besonders konservierter Abschnitt wurde ausgewéhlt und erneut mit den Laccasen
verglichen, die die hochsten Homologien zu den Fragmenten zeigten. So konnte der Einfluss der
Primersequenzen bei der Berechnung der Identititen ausgeschlossen werden. Die restlichen
sequenzierten Genfragmente zeigten bei Sequenzvergleichen keine nennenswerte Homologie zu

Laccasen und wurden deshalb nicht weiter untersucht.

3.2.5.1 Sequenzen der Laccasegenfragmente

Die Sequenzen der Genfragmente cbs2/int-450, cbs2/3-1100, int/cbs3-500 und cbs1/2-160 sind in
Abbildung 28 angegeben. Das Fragment cbs2/int umfasst 441 bp, das Fragment cbs2/3 umfasst
1092 bp und das Fragment int/cbs3 umfasst 506 bp. Die Sequenzen von cbs2/int und int/cbs3 sind
nicht mit Teilen der Sequenz von cbs2/3 identisch. Die Identitéten liegen bei nur 35 % fiir cbs2/int
und den vorderen Teil von cbs2/3 und bei 39 % fiir int/cbs3 und den hinteren Teil von cbs23.
Deshalb musste davon ausgegangen werden, dass die Fragmente zu mindestens zwei verschie-
denen Laccasegenen gehoren. Diese wurden vorldufig als laccl-Gen (kodiert fiir eine hypothe-
tische Laccase I und wird reprasentiert durch das cbs2/3-Fragment) und als lacc2-Gen (kodiert fiir
eine hypothetische Laccase II und enthilt die Fragmente cbs2/int und int/cbs3) bezeichnet. Spéter

stellte sich heraus, dass das int/cbs3-Fragment zu einem dritten Laccasegen lacc3 gehort, welche

85
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fiir eine hypothetische Laccase III kodiert. So lange dies unklar war, wurden beide Fragmente als
zu lacc2 gehorig behandelt und trugen auch die gleiche Zugangsnummer in der NCBI-Datenbank.
Das Fragment cbs1/2 wurde auf Grund seiner geringen Grofe und der mangelnden Uberlappung
mit den anderen drei Sequenzen keinem der Gene zugeordnet. Erst als in der inversen PCR ein
groferes Stiick der Sequenz erhalten wurde, konnte das Fragment einem weiteren Gen (lacc4

kodiert fiir eine hypothetische Laccase IV) zugeordnet werden (siehe 3.3.3.5).

ACGTCGTGGTACCACTCGCACTAC*TCCCTCCAGACCTACGAGGGTATGTTCGGTCCCCTC
GTCATTGAGGGCCCCTCGACCCTTTCCTACGATGAGGAGCAGTTCGTTATCCTCCAGGACT
GGAACCACGCCACCGCCGACTCCCTCTTCGATGACTCTCAGGTCGTCGTTCCCGGCGTTC
GCGGCGGTGGGCTCACTCTCGACACTGGTCTGATCAACGGCAAGAACGTGTGGGGCAAC
GGCGGCGAGTACTGGTCCATGACCGTCACCCCGGGCAAGAGCTACCGTCTGCGCGTCCT
CAACGCCGCCATCCAGTCGACGTTCAAGTTCCACATTGACGGCCACTCCTTCCAGGTTATC
GCCATGGACTTTGTGCCCATCCACCCGTACACCACCGACATTGTCAGCGTCAACATC*GGA
CAGCGCTACGACGTCATCATC

ACGTCGTGGTACCACTCGCACTAC*TCTGCGCAGTACACTGGTGGCATCTACGGGGCGATG
ATCATCCATGGGCCGACTGAGAACGCGCAATACGATGAAGACATTGGCCCCGTCCTTTTGA
ACGACTGGTATCACGTGTCCTACTACACCACGCTCGAGCAGTAAGTCCGACTCCGTCGTTG
CGATTGATTGGTCGTCCGTTGCATCATCCATGCTGACTCGAGTCTCAGAGCCATGGCCCCA
ATTTCTGCCAAGCTGCCTCCCCCTCAGTCGAATAACAACTTGATCAACGGCAAGATGAACG
TAAGTAGACAGCGAGTCCCTTTGCTTCCGACGACTTGCTTACACTAGACGCAGTATCCCTG
CGCGAACGCTACCGGCCTTCAGTGCACGCCCAACGCCGGCATCTCCAAGTTCACCTTCCA
ATCGGGCAAGACCTACCGCCTACGCCTGATCAACGCCGGCGCCGAGGGCATGCAAAAGTT
CAGCATTGACGGCCATACCATGACCGTGATTGCGAACGATTTCGTGCCGTTGAAGCCCTAC
CAGACAGACGTCGTGACGCTCGGCATTGGACAACGGTCGGACATCATCGTCACCGCGACC
GGCAAGGCCGGCCAGTCGTACTGGATGCGCTCGGATCTCGGCCTCAACGCCCTGTCCAAT
CCGGCAGGCTGCACCAACAACGACGGTGTCTCGCCTCTGGCGCTGGCAGCCATCTACTAC
GAAGGCGCCGACACCAACTCCGTCCCCACCACCAACTCCACCGTGCCCGAGTCCAGCATC
CAGTCGTGCATGAACGACCCGCTCAACATGACCGTACCCTACTACAGCCTCACGCCCTCCA
CCACGCCCGCCATGTCGCAAAACATCGACATCACCTTTGCGAGCAACGGCACCAACTACCT
CTTCCACATGAACAACTCCACCTTCCGCGCCGACTACAACGACCCCATCCTGCTCGAAGCG
AAGCTCGGGCAGACCGTGTTCCCGGCGGAGGAGAACGTCATCAGCACCGGCAACGCCAG
CAGCGTGCGCTTCGTGCTCTACAACTACGCCTTCACCGGCGCC*CACCCGATCCACCTGCA
CGGC

GGCCAGCGCTACGACGTGATCATC*ACCGCCGACGCATCCTCCACCTCCTCCTTCTGGATG
CGCTCCGAGCTCCTCAATGCCGCAACATGCGGCGGCCTTGCGCCACCCGGAATCAACGAA
TTCCCCATCTTCGCCGAAGTCTACTACGAAGACGCCGACACCACCCTCGAGCCCGTGTCCA
CCACCACCGTCAAGAGCACCAGCTGCAACAACGCGCCCATCGACATCACGCAACCGGAAT
ACGTCATCCCGCCCAGCACGCAGCCCTTCTACCAAGACCTCGTCCTCACCATGACCGTCAA
CGATACCGGCTCCTGGGAATGGGAAATCAACGGCCAGACCTACCGCGCAGACTACAACAA
CCCGCTGCTCTACGACGCCGCCGACGGCCAAACCTCCTTCCCCTCCGACCCGCAGTACAA
CCTCTACAACTTCGCCTCCAACACGTCGGTCGTGCTCAACATCACCAACGCCACCCCCTTC
CCC*CACCCCATCCACCTGCACGGC

ACCACGGTCCACTGGCACGGC*CTGTCAATGCGAGGGGCCAACGAAATGGACGGAGCAGT
GGGCATTACCAACGACCCGATACCCGTCAACGGATCCTTCATCTACGATTTTAGAGTGGAA
GACGGCCAA*AGCGGGACATTCTGGTACCACAGC

cbhs2/int - 450

chs2/3 - 1100

int/cbs3 - 500

chs1/2
-160

Abb. 28: Sequenzen der Genfragmente chs2/int-450, chs2/3-1100, int/cbs3-500 und cbs1/2-160.
Das Fragment cbs2/3-1100 (1092 bp) trigt die Zugangsnummer AY351908. Das zugehorige Gen
wurde mit laccl bezeichnet. Die Fragmente cbs2/int-450 (441 bp) und int/cbs3-500 (506 bp) trugen
zuerst beide die Zulassungsnummer AY351909, da zu dem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass es sich um Fragmente des gleichen Gens handelte. Das zugehdrige Gen wurde vorldufig
als lacc2 bezeichnet. Nach Auffinden der vollstindigen Gensequenz von lacc2 wurde das Fragment
int/cbs3 dem lacc3-Gen zugeordnet (Zugangsnummer DQ060098). Das Fragment cbs1/2 (154 bp)
wurde spiter dem Laccasegen lacc4 zugeordnet (Zugangsnummer DQ060099). Unterstrichen und
durch * abgegrenzt sind die Primersequenzen. (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).
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3.2.5.2 Homologien der abgeleiteten Laccasefragmente

Alle Sequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogrammes FASTA mit einer pilzlichen
DNA-Bank verglichen. Wenn hauptsachlich Laccasegene als Resultate geliefert wurden,
wurde die Sequenz als Laccasegenfragment definiert und mit Hilfe des Computerprogramms
BioEdit in die Proteinsequenz (bersetzt. Dies erfolgte fir die vier unter 3.2.5 genannten
Genfragmente. Diese Sequenzen wurden mit der pilzlichen Proteindatenbank SWISS-PROT
verglichen, wobei nur noch Homologien zu Laccasen gefunden wurden. Die flinf Laccasen mit
den hochsten Homologien zu den vier hypothetischen Laccasefragmenten von H. acidophila
sind in Abbildung 29 und 30 angegeben, ebenso wie ein Vergleich von Teilbereichen ihrer
Sequenzen mit denen der hypothetischen Proteinfragmente von H. acidophila.

Die Laccasen mit den héchsten Homologien auf Proteinebene zu den drei Fragmenten cbs2/int,
cbs2/3 und int/3 (Abb. 29) gehdren zu den ascomycetischen Pilzen Fusarium proliferatum,
Botrytis cinerea, Gaeumannomyces graminis, Phaeosphaeria spartinicola, Stagonophora spec.,
Buergenerula spartinae, Colletotrichum lagenarium, Podospora anserina, Neurospora crassa,
Cryphonectria parasitica und Phaeosphaeria halima. Die hdchste Homologie zu dem Frag-
ment cbs2/int wurde mit 50,7 % ldentitat fir die Laccase von Botrytis cinerea gefunden. Die
Auswahl einer konservierten Teilsequenz fur einen zweiten Sequenzvergleich fiihrte zu
héheren Identitatswerten bei allen flinf Organismen. Das Fragment cbs2/3 wies die groRte
Ahnlichkeit zu der Laccase von Fusarium proliferatum mit einer ldentitat von 43,9 % auf.
Auch hier stiegen die ldentitatswerte, wenn nur eine Teilsequenz zum Sequenzvergleich
verwendet wurde. Das Fragment int/cbs3 wies insgesamt die niedrigste Homologie zu anderen
bekannten Laccasen auf. Diese lag maximal bei 32,2 % Identitat fir die Laccase von
Podospora anserina. Die Auswahl einer Teilsequenz fuhrte nur bei zwei Laccasen zu héheren

Identitaten.
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cbs2/int Teilsequenz 1
B. cinerea

G. graminis

P. spartinicola

F. proliferatum

S. spec.

cbs2/int Teilsequenz 1
B. cinerea

G. graminis

P. spartinicola

F. profiferatum

S. spec.

QTYEGMFGPL
QYGDGLFGPL
QAWQGVFGG I
QYGDGVVGTM
QYADGLAGRP I
QY SDGVWGTM

DEEQ-FVILAQ
DVDLGMLFLN
DEDVGMVVL S
DEDLGTLPLT
DEAKDPILIT
DIDLGTYPLT

VIEGPSTLSY
VINGPATANY
I'TNGPASANY
I ITDGPATSNY
TIFGPSSAHY
I['TNGPSTKNY
DWNH
DWNH
DWGH
DWYY
DWNH
DWFH

cbs2/int Teilsequenz 2
B. cinerea

G. graminis

P. spattinicola

F. proliferatum

S. spec.

cbs2/int Teilsequenz 2
B. cinerea

G. graminis

P. spattinicola

F. proliferatum

S. spec.

GKSYRLRVLN
GLKYRIRVVN
GKSYRFRI VN
NKKYRIRI I N
GKKYLLRI I
GKSHSIRLL

N
N
IDGHSFQVIA
IDGHSFQV I A
IDNHTLTVIA
MDGHPFTVIT
IDNHYFEMMS
LDGHKFTWVS

AAIQSTFKFH
TAVDGHFQFS
TAIDTHFKEG
PSVDNYFSVS
TSVDTTFEVEG
VGINNWAHVA

MDFVPIHPY
MDFVPIVPY
LDFIPVEPY
SDFVPIKPY
SDFVPIHPY
ADFVPIVPY

Botrytis cinerea

Phaeosphaeria spartinicola
Gaeumannomyces graminis

Fusarium proliferatum
Stagonospora spec.

Zugangs- Identitit
nummer
Q12570 50,68 %
Q8J 251 45,64 %
Q8T FD9 4540 %
Q96 UP9 4533 %
Q8J 247 44,60 %

Identitit Identitit
(TS1)  (TS2)
52,94 % 69,23 %
40,63 % 50,00 %
4412 % 58,97 %
4412 % 56,41 %
41,18 % 48,72 %

Abb. 29A: Sequenzanalyse des hypothetischen Laccase-Fragments cbs2/int.
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cbs2/3 Teilsequenz
F. proliferatum

N. crassa

C. parasitica

G. graminis

P. halima

cbs2/3 Teilsequenz
F. proliferatum

N. crassa

C. parasitica

G. graminis

P. halima

KTYRLRLINA
KVHRLRL INP
KRHRLRLVNT
KRHRLR I INT
KKHLIRIT INN
KKYRIRIINT

DGHTMTVIAN
DGHTMKYVY | AN
VGHNMTV I ET
VGHSMTV I ES
DGHDLTVVAN
DGHPFTVITS

GAEGMQKEF S |
SAEA I QRFS I
SADNTFVVS I
SVENNFQVS I
SADAHFQEFES I
SVDNYFSVSL

DEFVPLKPYQT
DEVPVQPYDT
DFEVPVEPYAV
DEVPVDSFTT
DLVPIKPFKT
DEVPIKPYVT

cbs2/3 Teilsequenz
F. proliferatum

N. crassa

C. parasitica

G. graminis

P. halima

cbs2/3 Teilsequenz
F. proliferatum

DVVTLGIGQR
KVVTLGVGQR
HQLYLTVGQR
DSLFVGIGQR
KSVRVSIGQR
DQITLAITGQR

AGQSYWMR
L-DSYWMR

SDIITVTATGK
TDVLVRANGK
YDVVIKADQE
YDVTIDASQA
YDVIVEANAK
YDVIISANQT

N. crassa V-DNYWIN
C. parasitica T-DNYWMN
G. graminis P-GNYWLR
P. halima V-GNYWF -
Zugangs- Identitit ldentitat
nummer (TS)
Fusarium proliferatum Qo6 WI1 43,92 % 69,12 %
Neurospora crassa Q87 2X3 32,79 % 43,28 %

Cryphonectria parasitica QO3 966 32,88 % 47,76 %
Gaeumannomyces graminis Q8T FE1 32,29 % 51,47 %
Phaeosphaeria halima Q8J 250 32,15 % 51,47 %

Abb. 29B: Sequenzanalyse des hypothetischen Laccase-Fragments cbs2/3.
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int/cbs3 Teilsequenz
F. proliferatum

GS--WEWEIN
NVT--LWTLG

GQTYRADYNN
GVAARTNYNS

B. spartinae GSITVYWQIN GSALAVDWE K
C. lagenarium GEKI YRWRVN GSSMDVQWD K
P. ansetrina GTPLFVWKVN GSSINVDWDK
B. cinerea GPIl -VTWG I N LSAIDVDWKK
int/cbs3 Teilsequenz PLLYDAADGAQ TSFPSDPQYN LY
F. proliferatum PTLLLSKLGN HTFE - -PEWN Vo
B. spartinae PTLEYVRTGN TSYP--SDAN L |
C. lagenarium PTLQY I AEGN DSWP - - HQAN VvV
P. anserina PIVDYVIAQN TSYP--PQAN V |
B. cinerea PILQYVLDGN NSWP - - ASEIN L I
Zugangs- Identitat Identitat
nummer TS
Podospora anserina P78722 3222 % 30,0%
Botrytis cinerea Q96UM2 3200% 325%
Buergenerula spartinae Q8J239 31,46 % 375 %
Fusarium proliferatum Q96WI1 3064 % 275%
Colletotrichum lagenarium Q96C497 2841 % 30,0%

Abb. 29C: Sequenzanalyse des hypothetischen Laccase-Fragments int/cbs3.

Abb. 29: Sequenzanalyse der hypothetischen Laccase-Fragmente cbs2/int (A), cbs2/3 (B) und
int/cbs3 (C) auf Proteinebene. Die sequenzierten Genfragmente wurden in Proteinsequenzen umge-
schrieben und mit einer pilzlichen Proteindatenbank verglichen. Die Pilze, deren Laccasen die hochsten
Homologien zu den hypothetischen Proteinfragmenten aufwiesen, sind mit der Zugangsnummer ihrer
jeweiligen Laccase angegeben. Der am starksten konservierte Teil innerhalb der jeweiligen Sequenz
wurde ausgewahlt (TS = Teilsequenzen) und erneut mit den funf angegebenen Laccasen verglichen.
Die Identitatswerte zwischen den Laccasen und den Fragmenten sind ebenfalls angegeben. Dunkelgrau
unterlegte Aminosduren sind identisch, hellgrau unterlegte Aminoséauren sind ahnlich.

Die Sequenz cbsl/2 wies auf Proteinebene die hdchste Homologie zu basidiomycetischen
Laccasen auf. Wurde die Sequenz mitsamt den Primern fur den Sequenzvergleich herangezogen,
so lagen die Identitdten zwischen 58 % und 50 %, wurden die Primersequenzen fiur die
Analyse entfernt, so sanken die Identitaten auf zwischen 50 % und 43 %. Die hochste Homo-
logie bestand zu der Laccase von Trametes versicolor, einem basidiomycetischen Weil3faule-
pilz. Es folgten mit Podospora anserina und Aspergillus nidulans zwei Ascomyceten und mit
Trametes villosa, Phlebia radiata und Pycnoporus cinnabarinus erneut drei Basidiomyceten.
Wurden die Primer bei der Analyse weggelassen, lag die groRte Homologie zur Laccase von
P. anserina vor. In Abbildung 30 ist die gesamte Sequenz cbs1/2 auf Proteinebene abziiglich

der Primer dargestellt.
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cbs1/2 LSMRGANEMD GAVGITNDP I
P. anserina LHQ GTNMHD GANGVTECP I
A. nidulans LEM ETPE D GVPGLTQTPI
T. versicolor IFQ GTNW D GAAFVNQCPI
Ph. radiata FFQ GTNWAD GPAFINQCPI
P. cinnabarinus FFQ GTNWAD GVSFVNQCPI
cbs1/2 PVNG-SFIYD FRVEDGAQ
P. anserina PPKGGSRIYR FRAQ--Q
A. nidulans EPGA-TFTYR FRAYP- -
T. versicolor ATGN-SFLYD FTVPD-Q
Ph. radiata ASGD-SFLYN FQVPD-Q
P. cinnabarinus ASGH-SFLYD FQVPD-Q

Zugangs- Identitdt Identitat

nummer TS
Podospora anserina P78722 5769 % 50,0%
Aspergillus nidulans P17489 5294 % 452 %
Trametes versicolor Q12717 5294% 46,7 %
Phlebia radiata Q01679 50,98 % 433 %
Pycnoporus cinnabarinus 059896 5294% 43,3 %

Abb. 30: Sequenzanalyse des Laccase-Fragments cbsl/2 auf Proteinebene. Das sequenzierte
Genfragment wurde in die Proteinsequenz umgeschrieben und mit einer pilzlichen Proteindatenbank
verglichen. Die funf Pilze, deren Laccasen die hochsten Homologien zu dem hypothetischen Protein-
fragment aufwiesen, sind mit der Zugangsnummer ihrer jeweiligen Laccase angegeben. Die Sequenz
abzlglich der Primer wurde erneut mit der Datenbank verglichen angegeben (TS = Teilsequenz). Die
Identitdtswerte zwischen den Laccasen und den Fragmenten sind ebenfalls angegeben. Dunkelgrau
unterlegte Aminosduren sind identisch, hellgrau unterlegte Aminoséuren sind ahnlich.

3.2.6 Uberpriifung der Existenz mehrerer Laccasegene durch ,,Nested PCR*

Bei Existenz mehrerer Laccasegene in H. acidophila sollte jede Primerkombination in der
PCR mehrere Amplifikate liefern. Das Auftreten nur einer spezifischen Bande in der Gel-
elektrophorese fir eine bestimmte Primerkombination konnte darauf zurickzufiihren sein,
dass verschiedene Amplifikate eine ahnliche GroRe aufweisen und sich daher im Gel Uber-
lagern. Um zu Uberprifen, ob das cbs2/3-Fragment, das in der PCR amplifiziert wurde, die
Fragmente zumindest zweier Laccasegene (laccl und lacc2) enthielt, wurde eine ,,Nested PCR*
auf diesem cbs2/3-Fragment durchgefiihrt. Dies ware eine weitere Bestatigung dafir, dass es
sich bei dem Fragment cbs2/int, welches auf Grund der geringen Grof3e und fehlender konser-
vierter cbs- bzw. int-Region im bekannten Bereich weniger sicher einer Laccase zugeordnet
werden konnte als das chs2/3-Fragment, ebenfalls um ein Laccasegenfragment handelt. Die
erwarteten Fragmente hatten eine errechnete Grolle von 441 bp (lacc2) und 597 bp (laccl).
Bei Verwendung der Primerkombination cbs2 und 3’-int wurden zwei Fragmente mit den

ungefahren GroRen 450 bp und 550 bp amplifiziert (Abb. 31, Pfeile). Beide Fragmente wurden
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aus dem Gel eluiert, in den Vektor pGEM-T Easy kloniert und sequenziert. Die Sequenzierung
ergab eine vollstandige Ubereinstimmung der Sequenzen der 450-bp-Bande der ,,Nested PCR*
und des Fragments cbs2/int-450. Die Sequenzierung der 550-bp-Bande belegte, dass es sich
um das cbs2/int-Fragment des laccl-Gens handelt. Das 550-bp-Fragment wurde digoxigenin-
markiert und als Sonde in eine Southern Blot Analyse eingesetzt. Da es sich um den vorderen
Teil der cbs2/3-Sonde handelt, sollte das gleiche Bandenmuster nachgewiesen werden wie
beim Einsatz der vollstandigen cbs2/3-Sonde. Dies war der Fall (Abb. 34) und bestétigte somit
die Identitéat der 550-bp-Bande aus der ,,Nested PCR* als Teil von chs2/3.

M 1 2 Abb. 31: , Nested PCR* auf genomischer DNA (1) und auf
dem cbs2/3-Fragment (2) mit der Primerkombination cbs2
und 3’-int. Die PCR auf genomischer DNA diente als Kon-
trolle. Die Anlagerungstemperatur betrug 58°C. Nach der PCR

1,2kb s wurden 5yl der PCR-Ansdtze auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen. Die PCR auf genomischer DNA diente zur Kon-
o trolle. Die Pfeile markieren die spezifischen Amplifikate der
1,0 kb |—— ,Nested PCR“. (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).
- - <+—
500 bp |—
-

Zudem war zu erwarten, dass die Sonde cbs2/int das PCR-Produkt cbs2/3 in der Southern Blot
Analyse erkennt, wenn die chs2/3-Fragmente beider Gene in diesem Amplifikat enthalten sind.
Abbildung 32 zeigt, dass dies der Fall war. Die Sonde chs2/int markierte neben dem 450-bp-
Fragment cbs2/int auch das 1100-bp-Fragment cbs2/3 (Pfeile), allerdings deutlich schwacher als
die Sonde cbs2/3 dies tat. Die Sonde cbs2/3 markierte nur das chs2/3-Fragment (Pfeil). Die
héhermolekularen Banden sind unspezifische Signale, die haufig auftraten, wenn die Kontrollen
uberfarbt wurden. Enthalt die Sonde cbs2/3 nur das cbs2/3-Fragment des laccl-Gens, so sollte
sie nur das cbs2/3-Fragment, nicht aber das cbs2/int-Fragment erkennen. Da die Sonde jedoch
mittels PCR hergestellt wurde, sollte sie ebenfalls ein Gemisch aus den chs2/3-Fragmenten der
beiden Gene enthalten. Da Hinweise vorlagen, dass das cbs2/3-Fragment des lacc2-Gens in dem
Gemisch der Fragmente in deutlich geringerer Konzentration vorlag als das Fragment von laccl,

l&sst sich auch dieses Ergebnis erklaren (siehe Diskussion).
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(A) 12 B) 12 Abb. 32: Southern Blot Analyse zur Kontrolle der
,.Nested PCR*. Der Nachweis erfolgte mit den Digoxi-
geninmarkierten Sonden cbs2/int (A) und cbs2/3 (B).

- Aufgetragen wurden jeweils 2 ul der aus dem Gel
~ 1100 bp - 1100bp eluierten PCR-Produkte cbs2/3 (1) und cbs2/int (2). Die
- g . Pfeile markieren die spezifischen Hybridisierungs-
~ 450 bp signale.
— -

Isolation des cbs2/3-Fragments des lacc2-Gens tber ,,Nested PCR*

In einem ndchsten Schritt sollte das cbs2/3-Fragment des lacc2-Gens sequenziert werden. An
Hand dieser Sequenz lieRe sich klaren, ob es sich bei cbs2/int und int/cbs3 tatsachlich um zwei
Fragmente desselben Gens handelt. In diesem Fall lieRe sich die Suche nach den vollstandigen
Sequenzen auf vorerst zwei Gene beschranken. Auf Grund der Ergebnisse der ,,Nested-PCR*
war bekannt, dass die aus dem Gel eluierte DNA die chs2/3-Fragmente beider Laccasegene
enthielt. Beide Fragmente konnten auf Grund des geringen GroRRenunterschieds nicht im
Agarosegel aufgetrennt werden, doch sollten bei Klonierung der eluierten DNA Klone ent-
stehen, die entweder das cbs2/3-Fragment des laccl-Gens oder des lacc2-Gens enthalten.
Diese Klone mussten sich nachweisen lassen, indem eine Kolonie-PCR mit der Primer-
kombination cbs2/int durchgefihrt wird, da diese nur den chs2/int-Teil des Laccasegens
amplifizieren, der sich in der GroRRe unterscheidet (Abb. 31).

Cbs2/3-Fragmente, die in der ,,Nested-PCR* mit der Primerkombination cbs2/int die erwarteten
zwei Banden lieferten, wurden in pGem-T Easy kloniert. Die transformierten E. coli-Zellen
wurden mittels Kolonie-PCR auf Anwesenheit der cbhs2/3-Fragmente Uberprift. Eine zweite
Kolonie-PCR mit den Primern cbs2/int sollte Aufschluss dartiber geben, welches Laccasegen-
Fragment in den Zellen enthalten war. Da das Bandenmuster bei dieser Kolonie-PCR sehr
unspezifisch war und sich nicht von dem unterschied, welches erhalten wurde, wenn nur der
Wirtstamm in die PCR eingesetzt wurde, mussten die Plasmide vor der PCR isoliert werden.
Unspezifische Amplifikationen auf dem Vektor pGem-T Easy alleine konnten dagegen aus-
geschlossen werden. Die Primerkombination cbs2/int amplifizierte auf den pcbs2/3-Plasmiden
entweder sowohl die 450-bp- als auch die 550-bp-Bande, oder nur die 550-bp-Bande. Da im
ersten Fall moglicherweise ein Gemisch aus Plasmiden mit unterschiedlichen chs2/3-Fragmenten
vorlag, wurden die Klone neu tberimpft und tber Nacht ohne Ampicillin angezogen, da bei der
Vermehrung ohne Selektionsdruck Plasmide verloren gehen kénnen. So sollte ein Klon erhalten

werden, der nur noch eine Art von Plasmiden besitzt. Dies gelang jedoch nicht. Die
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Sequenzierung eines chs2/3-Fragments, von dem ausgehend die PCR mit den Primern cbhs2 und
3’-int nur die 450-bp-Bande amplifiziert hatte, lieferte erneut die Sequenz des chs2/3-Fragment
des lacc1-Gens. Da diese Ergebnisse zu diesem Zeitpunkt nicht erklart werden konnten, wurde
dieser Ansatz nicht weiter verfolgt (siehe hierzu 4.2.2).

3.3 Isolierung der vollstandigen Laccasegene

Nachdem nachgewiesen worden war, dass mindestens zwei Laccasegene in H. acidophila
vorliegen mussen, sollte die vollstindige DNA-Sequenz dieser Gene ermittelt werden. Eine
Sequenzierung der Gene ausgehend von genomischer DNA verspricht wertvolle Einblicke in die
Struktur dieser Gene. So konnen neben der kodierenden Sequenz Promotor- und andere
regulatorische Strukturen analysiert werden. Auch die Anzahl und Lage der Introns ware aus der
Sequenz abzulesen. Um die Gene aufzufinden, wurden zwei verschiedene Strategien an-
gewendet. Uber die Herstellung einer partiellen genomischen DNA-Bank sollten die Gene ge-
zielt mit Hilfe spezifischer Sonden isoliert werden. Die Herstellung der Genbanken beschrénkte
sich auf die Gene laccl und lacc2 reprasentiert durch die Fragmente cbhs2/int und cbs2/3. Mit der
inversen PCR konnten dagegen die unbekannten Bereiche, die die bekannten Regionen des
Laccasegens flankieren, direkt amplifiziert werden. Die inverse PCR wurden fir alle vier

bekannten Laccasegenfragmente (cbs1/2, cbs2/int, cbs2/3 und int/cbs3) durchgefiihrt.

3.3.1 Auswahl von Restriktionsenzymen und Sonden fiir die Isolierung der Laccasegene

Es wurde eine Southern Blot Analyse durchgefiihrt, um geeignete Restriktionsenyzme fir die
Herstellung der Genbanken auszuwahlen und zu tberpriifen, ob sich die bekannten Laccase-
genfragmente als Gensonden eignen. Gleichzeitig diente die Analyse zur Bestimmung der
GroRe der erwarteten PCR-Fragmente in der inversen PCR. Die Southern Blot Analyse er-
folgte mit Gber Nacht hydrolysierter genomischer DNA von H. acidophila. Zum Nachweis der
DNA wurden digoxigeninmarkierte Sonden verwendet, die ber digoxigeninspezifische
Antikorper detektiert werden konnen. Der Antikdrper wiederum ist an das Enzym Alkalische
Phosphatase gekoppelt, welche die kinstlichen Substrate BCIP und NBT unter alkalischen

Bedingungen in ein blaues Substrat umwandelt.

3.3.1.1 Synthese der digoxigeninmarkierten Sonden
Die Sonden wurden ausgehend von Plasmid-DNA in einer PCR mit dem PCR DIG Probe

Synthesis Kit hergestellt. Zur Sondenherstellung verwendet wurden die Plasmide pcbs2/int,
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pchbs2/3, pint/cbs3 und pnested-550. Zusatzlich wurde ein Kontrollansatz mit dNTPs ohne
Zusatz von digoxigeninmarkierten Nukleotiden angesetzt. Eine Kontrolle des Digoxigenin-
einbaus in die DNA erfolgte Uber Agarosegelelektrophorese. Im Gegensatz zu dem un-
markierten PCR-Produkt l&uft das markierte Produkt im Agarosegel langsamer (Abb. 33).
Diese Verschiebung kommt durch den Einbau der digoxigeninmarkierten Nukleotide in die
Sequenz zustande, die ein hoheres Molekulargewicht aufweisen als die unmarkierten. Die
Sonden wurden aus dem Agarosegel eluiert und in Hybridisierungslosung verdinnt flr die

Markierung der DNA eingesetzt.

M1 2 3 4 5 6 Abb. 33: Uberprifung der digoxigeninmarkierten
Sonden in Agarosegel. Zur Herstellung der Sonden wurde
= auf den Plasmiden pcbs2/int, pcbs2/3 und pint/cbs3 eine
Pt PCR mit digoxigeninmarkierten Nukleotiden und als
- Kontrolle mit unmarkierten Nukleotiden durchgefuhrt. An
—

— s

Hand des unterschiedlichen Laufverhaltens im Gel lasst
sich der Erfolg der Markierung Uberprifen. M = Marker,
' 1,2 = cbs2/int, 3,4 = cbs2/3, 5,6 = int/cbs3, 1,3,5 = Kon-

2,0 kb

' trollen, 2/4/6 = Ansdtze mit Digoxigenin. Aufgetragen

wurden 5pul der PCR-Ansétze. Die Sonde nested-550

. wurde auf die gleiche Weise hergestellt und Uberprift,

. . was nicht dargestellt ist (Invertierte Darstellung, Banden
50060 — G dunkel).

1,0 kb

3.3.1.2 Southern Blot Analyse

Die Southern Blot Analyse wurde mit genomischer DNA von H. acidophila durchgefiihrt, die
uber Nacht mit dem Restriktionsenzym BamHI, EcoRI, HindlIl oder Xhol hydrolysiert worden
war. Als Sonde wurden folgende Fragmente verwendet: cbs2/int, cbs2/3, int/cbs3 und das 550-
bp-Fragment, welches in der ,,Nested PCR* erhalten worden war (Abb. 31). Die ersten drei
Sonden dienten dazu, heraus zu finden, ob es sich bei den Fragmenten um Teile von ver-
schiedenen Laccasegenen handelt. Ist dies der Fall, so sollten die Sonden an verschieden grof3e
Restriktionsfragmente binden. Die Verwendung der Sonde nested-550 diente dem Beweis der
Ubereinstimmung dieses Fragmentes mit dem vorderen Abschnitt des cbs2/3-Fragmentes.
Zusétzlich lieferte die Southern Blot Analyse Aufschluss dariiber, welche Restriktionsenzyme
zur Herstellung von Genbanken geeignet sein wiirden.

Die Sonden cbs2/int, cbs2/3 und nested-550 lieferten eindeutige Ergebnisse. Pro verwendetem
Restriktionsenzym wurde genau eine Bande nachgewiesen (Abb. 34, Tab. 15). Die Sonde cbs2/3
band nicht an Xhol-hydrolysierte Fragmente. Es zeigte sich, dass cbs2/3 und nested-550 an
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Fragmente der gleichen GréRe binden, wie nach den Ergebnissen der Sequenzierung zu erwarten
war (siehe 3.2.6). Die groRere Anzahl an Signalen bei EcoRI-Restriktionsfragmenten und
Verwendung von nested-550 als Sonde kommt durch unvollstdndige Restriktionsspaltung
zustande. Die Sonde int/cbs3 erzeugte keine spezifischen Signale, obwohl die Stringenz in
mehreren Schritten erhéht wurde. So nahm bei Erhéhung der Hybridisierungs- und Wasch-
temperatur und Erniedrigung der SDS-Konzentration in den Waschpuffern die Starke des
Signals insgesamt ab, ohne dass eine groliere Spezifitét erreicht wurde. Die SDS-Konzentration
in den Waschpuffern wurde auf 0,1x heruntergesetzt, die Hybridisierungstemperatur auf 43 °C
und die Waschtemperatur auf 70 °C heraufgesetzt. Als Kontrollen wurden die Fragmente
chs2/int, cbs2/3, int/cbs3 und nested-550 unmarkiert direkt aufs Gel aufgetragen. Diese Positiv-

kontrollen reagierten innerhalb weniger Minuten mit dem Farbsubstrat.

A) 1 2 3 4 (B) 1 2 3 4
ey > 10,0 kb
" B ]
> 10 kb . “* A
4_
4_
9,5 kb
4_
4,6 kb
‘_
- 2,5 kb
<1,0kb
©) 1 2 3 4 (D) 1 2 3 4
Unvoll-
>10 kb standige
Bt —— Spaltung
<—
@
> 10 kb
— —>
5,5-6,0 kb o
8-9 kb
- il R
5,5-6,0 kb

Abb. 34: Southern Blot Analyse genomischer DNA von H. acidophila zum Nachweis der Laccase-
gene laccl (C und D) und lacc2 bzw. lacc3 (A und B). Der Nachweis erfolgte mit den digoxigenin-
markierten Sonden cbs2/int (A), int/cbs3 (B), chs2/3 (C) und nested-550 (D). Zur Kontrolle wurde das
unmarkierte PCR-Produkt der jeweiligen Primerkombination chs2/int (A und D), cbs2/3 (C) und int/cbs3
(B) aufgetragen (Kasten). Die verwendeten Restriktionsenzyme waren 1 = Xhol, 2 = Hindlll, 3 = EcoRl
und 4 = BamH]I.
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Tab. 15: GrofRe der durch die Sonden markierten Fragmente in der Southern Blot Analyse.
Genomische DNA wurde mit einem Restriktionenzym hydrolysiert und anschliefend mit einer dig-
oxigeninmarkierten Sonde beprobt. Die Bezeichnung der hydrolysierten und markierten DNA-
Fragmente, die weiterverwendet wurden, ist zusétzlich zu der ungefahren FragmentgrélRe angegeben.
(Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Enzym, Sonde FragmentgroRRe Bezeichnung Enzym, Sonde FragmentgroRRe
BamHlI, cbs2/int 2,5 kb B2i HindlIl, cbs2/int >10kb
BamHI, cbs2/3 5,5-6,0 kb E2i Hindlll, cbs2/3 >10 kb
EcoRlI, cbs2/int 4,6 kb B23 Xhol, cbhs2/int 9,5kb
EcoRl, chs2/3 8,0-9,0 kb E23 Xhol, cbs2/3 keine Bande

3.3.2 Isolierung vollstandiger Laccasegene Uber die Herstellung von Genbanken

Ausgehend von den Erkenntnissen der Southern Blot Analyse sollten partielle genomische
DNA-Banken fur die Isolierung der Gene laccl und lacc2 hergestellt werden. Dazu wurden
die Laccasegen tragenden DNA-Fragmente aus einem Agarosegel eluiert und in den Vektor
pBlueScript kloniert. Die dadurch entstehenden Klone konnten entweder mittels PCR oder

mittels Koloniehybridisierung auf Anwesenheit der Laccasegene untersucht werden.

3.3.2.1 Herstellung von Laccasegen tragenden Restriktionsfragmenten

Um eine partielle genomische DNA-Bank herzustellen, muss die genomische DNA vor der
Klonierung geeignet vorbereitet werden. Auf Grund der Southern Blot Analysen wurden die
Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI fur die Herstellung der Genbanken ausgewahlt, da die
durch ihre Téatigkeit erzeugten, Laccasegen tragenden DNA-Fragmente einerseits grol3 genug
waren, um ein vollstdndiges Laccasegen zu enthalten, andererseits nicht zu grof3 fir die
Klonierung in einen Plasmidvektor waren. Da die Southern Blot Analyse fur die Sonde int/cbs3
kein Ergebnis geliefert hatte, sollten nur partielle Genbanken fur die Laccasegene laccl
(reprasentiert durch cbs2/3) und lacc2 (nur reprasentiert durch cbs2/int) hergestellt werden.
Insgesamt sollten also vier Genbanken angelegt werden, flr jedes Gen jeweils eine Bank mit
BamHI und alternativ eine mit EcoRI, um so die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, dass zumindest
ein Restriktionsfragment das jeweilige Gen vollstandig trégt.

Um die Anzahl der verschiedenen Klone in der Bank mdglichst klein zu halten, wurde der
Grolenbereich der DNA-Fragmente, die einen Teil der Laccasegene trugen, aus einem Agarose-
gel eluiert. Dieser Grofienbereich war wiederum durch die Southern Blot Analyse vorgegeben.
Auf diese Art gelang es, fir alle vier Ansitze Eluate herzustellen, die die gewinschten
Laccasegen tragenden Restriktionsfragmente enthielten. Dies wurde Uberpruft, indem die Eluate
in eine PCR mit den jeweiligen Primerkombinationen cbs2/int und cbs2/3 eingesetzt wurden
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(Abb. 35). Bei den Eluaten B2i und E2i wurde ausschlie3lich ein 450 bp grolRes Fragment
amplifiziert, bei den Eluaten B23 und E23 ein circa 1100 bp grof3es Fragment.

(A) K 1 2 Abb. 35: Uberprifung der Eluate auf Anwesenheit der
Laccasegen tragenden DNA-Fragmente mittels PCR. Die

- = lacc2-haltigen Eluate B2i und E2i (A) wurden mit der Primer-
kombination chs2/int Uberprift, die laccl tragenden Eluate B23

und E23 (B) mit der Primerkombination cbs2/3. Pro Ansatz
wurde 2 pl Eluat in die PCR eingesetzt. Auf das 1 %ige
(B) Agarosegel wurden 5-10 pl der PCR-Ansétze aufgetragen. Als

- Kontrolle wurde die jeweilige PCR auf den Plasmiden pcbs2/int
- und pcbs2/3 ausgefiihrt. K = Kontrolle, 1 = BamHI-gespaltene
Eluate, 2 = EcoRI-gespaltene Eluate. (Invertierte Darstellung,
Banden dunkel).

3.3.2.2 Herstellung der DNA-Banken

Die Uberpriften Eluate wurden in den Vektor pBlueScript SK (+) kloniert. AnschlieRend
erfolgte die Transformation der Plasmide in die E. coli-Stdmme XL1-Blue und XL1-Blue
MRF’. Der Erfolg der Klonierung wurde mittels Blau-WeiR-Selektion Uberpruft. Es wurden
zwei verschiedene Verfahren verwendet, um kompetente E. coli-Zellen fir die Transformation
herzustellen. Obwohl beide Methoden kompetente Zellen mit nahezu den gleichen Trans-
formationseffizienzen von durchschnittlich 4*10” (fiir die Methode nach Inoue et al.) und
5,5%10" (fiir die vereinfachte Methode) erzeugten, erwies sich die vereinfachte Methode als
nicht geeignet fir die Transformation von laccasegenhaltigen Ligationsansatzen. So wurden
pro Transformationsansatz nur sehr wenige Kolonien erhalten und diese bildeten immer einen
groRen Hof von Satellitenkolonien, was bei Verwendung der Methode nach Inoue nicht der
Fall war. Die quantitative Auswertung dieser Transformationsansatze war deshalb meist nicht
mdoglich. Zudem verloren die kompetenten Zellen bei Lagerung bei -80 °C innerhalb von
vier Monaten deutlich an Effizienz, was eine Kontrolltransformation mit pUC18 zeigte. Aus
diesen Grinden wurden zur Transformation nur Zellen verwendet, die nach der Methode von
Inoue et al. kompetent gemacht worden waren.

Es zeigte sich, dass die verschiedenen Ligationsansatze, die zur Herstellung der Genbanken
verwendet wurden, unterschiedliche Transformationsraten aufwiesen (Tab. 16), wobei keine
direkte Abhangigkeit von der Grof3e der Plasmide sichtbar wurde. Stattdessen schienen die mit
BamHI hydrolysierten Fragmente in pBlueScript besser transformierbar zu sein als die mit
EcoRI hydrolysierten, wie am hoheren Anteil weiRer Kolonien zu erkennen ist. Unterschiede

zwischen den zwei E. coli-Stdammen konnten nicht festgestellt werden.
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Tabelle 16: Vergleich der Transformationsraten der vier zur Herstellung von Genbanken ver-
wendeten Ligationsansédtzen. Angegeben ist der Prozentsatz weilRer Kolonien als Mal fiir erfolgreiche
Transformation mit Insert tragenden Plasmiden, wo mdglich mit dazugehériger Standardabweichung.
Dabei werden zwei verschiedene E. coli-Stdamme und zwei Methoden zum Kompetentmachen dieser
Zellen verglichen. n. a. = nicht auswertbar (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Methode Stamm Weil3e Kolonien (in %)
pB2i pE2i pB23 pE23
Inoue et al. XL1-Blue 545 +/-9,6 | 31,2 +/-58 | 654 +/-139 | 31,4 +/-6,1
MRF’ 57,8 +/-58 | 32,1 +/-48 | 61,8 +/-88 | 26,3 +/-3,7
vereinfacht XL1-Blue n. a. 26,7 +/-72 | 57,3 +/-9,1 | 57,4 +/-5/4
MRF’ n. a. 49,3 +/-16,8 | 85,1 +/-9,1 | 42,3 +/- 14,6

3.3.2.3 Durchmusterung der Genbanken

Nach Herstellung der partiellen genomischen DNA-Banken mussten diese Banken daraufhin
untersucht werden, ob die Laccasegene enthalten waren. Die einfachste Mdglichkeit fiir dieses
Screening besteht darin, transformierte und unter Selektionsdruck angezogene Klone einer
Kolonie-PCR mit den cbs-Primern zu unterziehen. Diese Methode eignet sich jedoch nur, wenn
keine zu hohe Anzahl an Klonen untersucht werden muss, da sie sehr aufwéndig ist. Ist die zu
erwartene Anzahl an positiven Klonen gering, empfiehlt es sich, den Nachweis Uber eine so
genannte Koloniehybridisierung zu fiihren. Hierzu wurden die Kolonien auf eine Nitrocellulose-
membran Ubertragen und mit den Sonden chs2/int und chs2/3 hybridisiert. Zum Durchsuchen
der Genbanken wurden beide Methoden verwendet.

Durchmusterung mittels Kolonie-PCR

Fur die Kolonie-PCR wurden immer 5-10 Klone vereinigt, um eine gréRere Zahl Klone unter-
suchen zu kénnen. Bei einem positivien Ergebnis konnten die vereinigten Klone erneut einzelnd
in die PCR eingesetzt werden. Problematisch bei dieser Methode war, dass die verwendeten
Primerkombinationen chs2/int und cbs2/3 in der Kolonie-PCR mehrere unspezifische Banden
auch im GrolRRenbereich der spezifischen Banden erzeugten, die durch Anlagerung der Primer an
E. coli-DNA entstanden, wenn keine spezifische Matrize vorhanden war. Dies konnte durch
Kontrollen mit dem plasmidlosen Stamm XL1-Blue als PCR-Matrize aufgezeigt werden.
Deshalb war ein Nachweis der Laccasegenfragmente mittels Kolonie-PCR nicht mdglich. Da die
Isolierung der einzelnen Plasmide, ihre Restriktionsspaltung und die anschliefende PCR wesent-
lich aufwéndiger waren, sollte dies nur mit Klonen geschehen, die im spezifischeren Plaque

Assay als positiv erkannt wurden.
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Durchmusterung mittels Koloniehybridisierung (Plaque Assay)

Die Koloniehybridisierung lieferte fur alle Transformationsansétze eine sehr hohe Quote an
positiven Klonen. Insgesamt wurden mehrere hundert Klone untersucht, wobei ausgeschlossen
wurde, dass die Sonden mit dem Stamm oder dem Plasmid alleine oder auch untereinander
kreuzreagierten (Abb. 36). Wéhrend die Sonde cbs2/3 in der Kontrolle nur den pcbs2/3
tragenden Klon markierte, hybridisierte die Sonde cbs2/int auch mit dem pBlueScript SK (+)
tragenden und dem pcbs2/3 tragenden Stamm. Die Signale waren hier jedoch sehr schwach im
Vergleich zum spezifischen Signal. Eine Erh6hung der Stringenz wahrend der Inkubation fuhrte
zu keiner weiteren Verringerung dieser schwachen unspezifischen Signale. Nach dem
Ergebnis der Southern Blot Analyse, bei der die Sonde cbs2/int ebenfalls das PCR-Produkt

cbs2/3 markiert hat, war diese unspezifische Reaktion der Sonde cbs2/int zu erwarten.

Abb. 36: Uberpriifung der Sondenspezifitat im Plaque
/9 Assay. Uberimpft wurden die Stamme E. coli XL-1 Blue,
” E.coli XL-1 Blue pBlueScript SK (+), E. coli pcbs2/int
und E. coli pcbs2/3 (von links nach rechts). Der Nachweis
erfolgte Uber die Sonden chs2/int (A) und cbs2/3 (B). In
(B) (C) ist das Wachstum der Klone auf LB-Festmedium
gezeigt. Die Filter wurden nach der Sondenhybridisierung
mit 2x SSC; 0,1% SDS und 0,5x SSC; 0,1% SDS
gewaschen. Der Nachweis erfolgte tber digoxigenin-
(C) markierte Antikorper.

(A)

Auf Grund dieser Kreuzreaktion der cbs2/int-Sonde wurden die entsprechenden Primer
ebenfalls auf Kreuzreaktion in der PCR getestet. Die Primer cbs2/int lieferten dhnlich wie in
der ,,Nested PCR* immer 1-2 Signale auf dem Plasmid pchs2/3 (Pfeile), wéhrend die Primer
cbs2/3 auf pcbs2/int kein Fragment amplifizierten (Abb. 37). Da die Primerkombination
cbs2/int in einer PCR mit dem Vektor pBlueScipt SK (+) als Matrize unspezifische Signale
amplifizierte, von denen eines im Agarosegel auf der gleichen Hohe lief wie die spezifische
450-bp-Bande, sollte generell die Spezifitdt der Primer cbs2/int durch Verwendung ver-
schiedener Matrizen Uberprift werden. Abbildung 37 zeigt exemplarisch, dass die Primer-
kombination cbs2/int auf pcbs2/int ein deutliches Signal bei 450 bp lieferte, bei der Ver-
wendung des Plasmids cbs1/3 als alternative Matrize zwar mehrere Fragmente amplifiziert
wurden, darunter jedoch nicht die 450-bp-Bande. Dies verdeutlicht, dass die 450-bp-Bande

abhangig von der DNA-Matrize und somit spezifisch fur das lacc2-Gen war.
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M 123456 M 7 8 910 Abb. 37: Gelelektrophorese von PCR-
10,0 kb 1— Produkten zur Uberpriifung der
Spezifitdt der Primerkombination
cbs2/int. Die verwendete Primer-
anlagerungstemperatur betrug 58 °C fiir
die Kombination chs2/int (1, 4, 6, 7, 8
und 9), 62 °C fir die Kombinationen
cbs2/3 (3, 5) und 60 °C fiur die Kom-
" bination cbs1/3 (10). Als Matrize ein-
- e — gesetzt wurden pcbs2/int (1, 2 und 8),
10kb — pchs2/3 (3-6) und pcbs1/3 (9 und 10).
750 bp — e ' - Eine Wasserkontrolle wurde ebenfalls
e durchgefuhrt (7), um Kontaminationen
500 bp = - - .4'_ der Reagenzien auszuschlieRen. Je 5 pl

&

3,0 kb e

2,0 kb —e

{ €€

der Reaktionsansitze wurden auf ein

®— . B
250 bp — ‘ — 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. Die
sl - B . “ Pfeile markieren spezifische Signale

(Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

Weitere Untersuchung von positiven Klonen

Einige der in der Koloniehybridisierung positiven Klone wurden Gberimpft, um Plasmide zu
isolieren. Diese wurden restriktionsgespalten und das Insert in die PCR eingesetzt. Abbil-
dung 38 zeigt die Analyse zweier Plasmide, die mit der Sonde cbs2/int hybridisierten. Der eine
Klon enthielt ein 2,5-kb-Fragment, welches mit BamH]I, der zweite Klon enthielt ein circa 5 kb
grol3es Fragment, welches mit EcoRI aus dem Vektor herausgeschnitten werden konnte. In der
PCR wurden ausgehend von den Inserts zwei Fragmente bei 450 bp (unterer Pfeil) und 550 bp
amplifiziert, wenn die Primerkombination cbs2/int verwendet wurde. Nachdem die Sequenzie-
rung des 450-bp-Fragments bestatigt hatte, dass es sich um das Fragment cbs2/int handelte,
wurde das Insert des Plasmids pB2i vollstandig sequenziert. Das Fragment wies jedoch keine

Ahnlichkeit mit einem Laccasegen auf. Zudem enthielt es nicht die Sequenz der Sonde cbs2/int.

M 1 2 3 4 Abb. 38: Untersuchung der im Plaque Assay positiv ge-
100 Kb testeten Klone. Die Plasmide pB2i und pE2i wurden isoliert
’ . - und mit BamHI bzw. EcoRI hydrolysiert. Die Inserts wurden
- Vektor als Matrize in die PCR mit der Primerkombination chs2/int
3.0 kb _E —> o eingesetzt. M = Marker, 1/3 = pB2i, 2/4 = pE2i, 1/2 = PCR-
20 kb e Ansdtze, 3/4 = Restriktionsansdtze (Invertierte Darstellung,
' - Banden dunkel).
1,0kb —
750 bp e
500 bp = == R
250 bp |— I
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Fur die Restriktionsfragmente B23 und E23 wurden keine Plasmide erhalten, in denen sich
uber PCR das cbs2/3-Fragment nachweisen liel (nicht gezeigt). Aus den Plasmiden der Klone,
die im Plaque Assay positiv reagiert hatten, wurden durch Restriktionsspaltung viele kleine
Fragmente herausgeschnitten. Da die Plasmide mit dem Restriktionsenzym hydrolysiert
wurden, mit dem auch die genomische DNA zur Herstellung der Inserts gespalten worden war,
lieen sich diese Fragmente nicht durch Schnittstellen in den klonierten Fragmenten erklaren.
Die Mdglichkeit unspezifischer Hydrolysierung durch eine so genannte ,,Star“-Aktivitat der
Restriktion wurde durch Herabsetzen der Enzymkonzentration und Reduktion der Inkubations-
zeit ausgeschlossen. Zudem wurden die Inserts statt in den Vektor pBlueScript SK (+)
zusatzlich in das Plasmid pUC18 (berflihrt. So sollte die Moglichkeit ausgeschlossen werden,
dass die Sonden in der Koloniehybridisierung trotz der durchgefiihrten Kontrollen un-
spezifisch mit dem Vektorruckgrat interagieren. Zusétzlich konnte so uberprift werden, ob die
kleinen Fragmente maoglicherweise durch unspezifische Hydrolyse des Vektors zustande
kamen, da in diesem Fall bei Verwendung eines anderen Vektors ein anderes Restriktions-
muster entstehen sollte. Bei Transformation mit den pUC18-Derivaten (pUC-B23, pUC-E23)
zeigte sich in der Koloniehybridisierung ein dhnliches Verhéltnis von positiven zu negativen
Klonen. Die untersuchte Plasmide lieferten jedoch keine in der PCR positiven Klone. Zur
Sicherheit wurden verschiedene Plasmide, die im Plague Assay positiv, in der PCR jedoch
negativ waren, in einer Southern Blot Analyse mit Hilfe der Sonden cbs2/int und chs2/3

untersucht. Es zeigte sich, dass die Sonden kein Plasmid spezifisch markierten.

Kolonie-Screening mittels ABTS-Platten

Da das Screening der Kolonien mit Hilfe der Koloniehybridisierung recht aufwéndig ist, sollte
untersucht werden, ob sich ABTS-Platten zum Auffinden Laccasegen tragender Klone eignen.
Diese Platten werden normalerweise dazu verwendet, um zu prifen, ob Pilze eine extrazellulére
Laccase produzieren, da dieses Enzym das in den Platten enthaltene ABTS oxidiert, was an der
griinen Farbung zu erkennen ist. Wenn E. coli-Zellen, die auf einem Plasmid ein Laccasegen
tragen, auf den Platten angezogen werden und dieses Enzym sezernieren, sollte dies an Hand der
griinen Férbung sichtbar werden.

Folgende Voraussetzungen mdissen erfillt sein, damit der Test anwendbar ist:

1) Das in den Plasmiden enthaltene Laccasegen muss vollstdndig sein oder zumindest so
vollstandig, dass das resultierende Enzym funktionsfahig ist.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

Das Gen darf keine Introns enthalten oder zumindest keine, die den Leserahmen &ndern, da
Introns in Bakterien nicht aus der mRNA entfernt werden.

Das Gen muss abgelesen werden, damit ein Protein entstehen kann. Dies bedeutet, dass ein
Plasmid mit einem starken Promotor, also ein Expressionsvektor, verwendet werden muss.
Fur die Enzymaktivitat darf keine fehlerfreie Glykosylierung notwendig sein, da diese in
Bakterien nicht durchgefihrt werden kann.

Das Bakterium E. coli muss in der Lage sein, bei einem pH-Wert auf den Platten zu
wachsen, bei dem die ABTS-Oxidation stattfinden kann.

Die ABTS-Oxidation muss in ABTS-Platten mit Trypton deutlich sichtbar sein, oder aber
E. coli muss auf synthetischem Medium wachsen kénnen.

E. coli darf selbst keine Laccase oder andere extrazellulare Oxidase synthetisieren, die im
ABTS-Plattentest detektiert werden wirde.

Zu Beginn wurde Uberprift, ob das Wachstum der Zellen und die ABTS-Oxidierbarkeit mit-

einander in Einklang zu bringen sind, da dies eine Grundvoraussetzung fir die Durchfthrbarkeit

des ABTS-Tests ist. Dazu wurde H. acidophila auf ABTS-Platten mit und ohne Trypton und mit
den pH-Werten 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 und 7,5 angeimpft (Abb. 39). Auf allen Platten erfolgte ein
deutlich sichtbares Wachstum. ABTS-Oxidation trat jedoch nur bei den pH-Werten 5,0 und 5,5

auf, wobei bei pH 6,0 nach zweiwdchiger Inkubation ebenfalls eine schwache Oxidation

sichtbar wurde. Die Oxidation war auf Platten ohne Trypton an Hand der Grunfarbung deutlich

zu erkennen. Auf tryptonhaltigen Platten dagegen fiihrte die ABTS-Oxidation zu einer violetten

Farbung, die sich nur schwer von der braunlichen Eigenfarbung der Platte unterscheiden lieR3.

Abb. 39: ABTS-Test auf Festmedium mit

unterschiedlichen pH-Werten. Der pH-

\ Wert der Platten betrug (von links nach

. \ recht, erst obere dann untere Reihe): 5,0;

\ 5,5;6,0; 6,5; 7,0; 7,5. Auf den Platten wurde

H. acidophila strichférmig angeimpft. Die

Platten wurden nach 7 Tagen Inkubation bei
25 °C fotografiert.

Zusétzlich konnte durch die Anzucht von E. coli auf ABTS-haltigem Festmedium berpriift

werden, ob das Bakterium eine extrazelluldre Oxidase produziert. E. coli wurde auf den
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gleichen Platten angeimpft wie H. acidophila. Auf ABTS-Platten mit Trypton erfolgte aus-
reichend schnelles Anwachsen nur bei den pH-Werten 7,0 und 7,5. Nach 2 Tagen traten
braunlich-violette Kolonien auf (nicht gezeigt). Nach 5 Tagen waren auch die ATBS-Platten
mit einem pH-Wert von 6,5 bewachsen. Bei den Platten mit niedrigerem pH-Wert zeigte sich
erst nach circa 2 Wochen ein leichtes Wachstum. Wurden dagegen ABTS-Platten mit Mini-
malmedium verwendet, kam es bei keinem pH-Wert zu einem ausreichenden Wachstum der
Bakterien. Da damit die Grundvoraussetzung fiir das Screening nicht erfllt war, wurde der

Versuch nicht weitergefihrt.

3.3.3 Isolierung vollstandigen Laccasegene tber inverse PCR

Da die Isolierung der vollstandigen Laccasegene Uber die Herstellung von Genbanken nicht
erfolgreich war, wurden die Gensequenzen Uber inverse PCR ermittelt. Wichtig fur ein Gelingen
der inversen PCR ist die Auswahl der Restriktionsenzyme und die Konstruktion der Primer.
Ausgehend von den bekannten DNA-Abschnitten cbs2/int, chs2/3, cbs1/2 und int/cbs3 konnten
Primer so abgeleitet werden, dass eine PCR nur mdglich war, wenn die DNA-Fragmente zu
einer ringformigen Struktur ligiert wurden. Es wurden verschiedene Varianten der inversen PCR
durchgefihrt, die jeweils im Zusammenhang mit dem Gen vorgestellt werden, fiir dessen
Isolierung sie verwendet wurden. Grundlegende Versuche zur Etablierung der Methode wurden

an Hand der Gene laccl und lacc2 durchgefiihrt.

3.3.3.1 Etablierung der Methode

Um die Methode zu etablieren, wurde nach jedem Schritt eine Kontroll-PCR mit den Primern
cbs2/int und cbs2/3 durchgefiihrt, deren Bindestellen weiterhin vorhanden waren. So lange die
selbstligierten Fragmente nicht linearisiert waren, konnten diese Primer daher als Kontrollprimer
verwendet werden. Dadurch lieR sich verfolgen, ob nach den verschiedenen Fallungsschritten
noch ausreichend DNA in den Proben enthalten war. Zudem konnte der Erfolg der zweiten
Restriktionsspaltung zur Linearisierung Uberprift werden, da in diesem Fall die Kontroll-PCR
negativ ausfallen musste. Mit Hilfe dieser Kontrolle konnte gezeigt werden, dass die Fallungen
nicht mit einem Verlust von DNA einhergingen. Dies konnte folglich als Fehlerquelle aus-
geschlossen werden, wenn die inversen Primer in der PCR kein Signal lieferten. In Abbildung 40
ist zu sehen, dass das chs2/3-Fragment (oberer Pfeil) nach der zweiten Restriktionsspaltung nicht
mehr amplifiziert wurde, was darauf hinwies, dass diese Hydrolyse mit ApaLl erfolgreich
verlaufen war. Die Spaltung mit Cfrol war dagegen nicht vollstandig, da das cbs2/int-Fragment

(unterer Pfeil) auch nachher noch amplifiziert wurde. Dennoch war zu beobachten, dass die
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unspezifischen Signale in der PCR nach dieser Restriktionsspaltung zunahmen, was darauf
schlielen lie}, dass zumindest ein Teil der Fragmente linearisiert wurde und so spezifische

Primerbindestellen verloren gingen.

M 1 2 3 4 Abb. 40: Kontrolle der zweiten Restriktionsspaltung zur

10.0 kb — Linearisierung des selbstligierten DNA-Fragmente. Nach

der Selbstligation wurden die Fragmente mit den Enzymen

- Cfral (2) bzw. ApaLl (4) linearisiert. Mit linearisierten Frag-

- menten (2 und 4) und nicht-linearisierten Fragmenten (1 und 3)

3.0kb T wurde eine PCR mit den Primerkombinationen cbs2/int (1 und

2.0 kb — " 2) und cbs2/3 (3 und 4) durchgefiihrt. Von den PCR-Ansétzen

! wurden 5 ul auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. Zur

Erzeugung der Restriktionsfragmente war BamHI verwendet

1,0 kb |— - < worden, doch lieferte die Verwendung von EcoRI das gleiche

750 bp |— Ergebnis. Die nicht-linearisierten Fragmente wurden vor der

PCR gefallt, sodass diese gleichzeitig als Kontrolle der

500 bp [— - Fallung diente. Die Pfeile markieren die spezifischen Ampli-
250 bp |— . . - fikate (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

Zudem wurde genomische DNA von H. acidophila mit allen fiir die inverse PCR in Frage
kommenden Restriktionsenzymen hydrolysiert, um zu uberprufen, ob die Hydrolyse voll-
stdndig erfolgte. Ist dies nicht der Fall, so ist davon auszugehen, dass die von den Enzymen
generierten DNA-Fragmente zu grof sind, um in der inversen PCR amplifiziert zu werden. In
Abbildung 41A ist hydrolysierte DNA dargestellt, die mit Enzymen geschnitten wurde, welche
uberlappende Enden erzeugen. Wahrend Avill, BamHI, Hindlll und Xhol die DNA gut
hydrolysierten, schnitten EcoRlI, Pstl und Sphl kaum. Die Enzyme EcoRI und Pstl wurden
trotzdem flr die inverse PCR verwendet; EcoRI, weil durch den Southern Blot die GroR3e der
erwarteten Fragmente bekannt war, Pstl, weil das Enzym nach der in silico Restriktions-
analyse der bekannten Sequenzen glnstige Schnittstellen aufwies. In Abbildung 41B st
hydrolysierte DNA gezeigt, die mit Enzymen geschnitten wurde, welche glatte Enden
erzeugen. VVon diesen Enzymen schitten Bsp68I, Mstl, Pvull, Smal und Stul sehr gut, wéhrend
Dral, EcoRV, Pdil und Ecl13611 kaum schnitten. Zur Verwendung fir die inverse PCR
ausgewahlt wurden die Enzyme Bsp68I, Pvull, Smal und Stul.
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Abb. 41: Gelelektrophorese von hydrolysierter genomischer DNA von H. acidophila. Pro Restrik-
tionsansatz wurde 1 pg genomischer DNA mit 10 U Enzym tber Nacht bei 37 °C gespalten. Die Ansétze
wurden vollstandig auf ein 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen. (A) Alle Enzyme erzeugen Uberlappende
Enden. 1 = BamHI, 2 = EcoRI, 3 = Hindlll, 4 = Sphl, 5 = Xhol, 6 = Avill, 7 = Pstl. (B) Alle Enzyme
erzeugen glatte Enden. 1 = Bsp68l, 2 = Dral, 3 = EcoRV, 4 = Mstl, 5 = Pdil, 6 = Pvull, 7 = Ecl136ll, 8 =
Smal, 9 = Stul. (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

3.3.3.2 Inverse PCR zur Isolierung von laccl (cbs2/3)

Um die Sequenz von laccl zu erhalten, wurden Primer ausgehend von cbs2/3 abgeleitet. In Ab-
bildung 42 sind die verwendeten Primerbindestellen und Restriktionsenzyme schematisch dar-
gestellt. Zum Verstandnis der Methode muss zwischen zwei Ansétzen unterschieden werden. In
einem Ansatz wurden die Restriktionsenzyme so gewahlt, dass sie nicht in der bekannten Sequenz
schneiden. So erhédlt man nach der Selbstligation sowohl die unbekannten Fragmente, die am
5’-Ende als auch die, die am 3’-Ende des bekannten Fragments anschlielen (Abb. 42A). Eine
weitere Mdoglichkeit ist, das Restriktionsenzym so zu wahlen, dass in der bekannten Sequenz
geschnitten wird, und anschliefend durch Wahl der Primerbindestellen den Bereich des DNA-
Abschnitts vorzugeben, der amplifiziert werden kann. Abbildungen 42B und E zeigen dies fiir das
5’-anschliefende Fragment und Abbildungen 42C und D fir das 3’-anschlieBende Fragment.
Wichtig ist, dass das Restriktionsenzym nur auf einer Seite von den abgeleiteten Primern
schneidet, da sonst keine Amplifikation stattfinden kann. Die Primer wurden entweder ausgehend
von der bekannten Sequenz abgeleitet (inv23, invP, invlaccl) oder es wurden die bereits vorher
verwendeten cbs- bzw. int-Primer eingesetzt (3’-cbs2, int, 5’-cbs3). Die selbstligierten Fragmente
konnten mit einem weiteren Restriktionsenzym (Avill, ApaLl) liniearisiert werden, um die PCR zu
vereinfachen. Da im ersten Ansatz das 5’-Ende des Gens laccl nicht erhalten wurde, wurden von
dem zu diesem Zeitpunkt bekannten 5’-Ende des Gens neue Primer abgeleitet, um eine erneute
inverse PCR durchzufiihren (Abb. 42E).
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BamH| BamHI
EcoRI Apall EcoRl
1 3-inv23 1 5-inv23 1

< 3
(A) 5 | cbs2 cbs2fint int int/cbs3 chs3 |3
Sphl Avill Sphl
1 3-cbs2 l 5-invP s l
< —
(B) 5 | cbs2 cbs2/int int int/cbs3 cbs3 |3
Xhol Apall Xhol
l 3-invPeng l 5-int l
] .
(C) 5 | cbs2 cbs2/int int int/cbs3 cbs3 |3
Xhol Xhol
l 3-int 5'-cbs3 l
= —
D) 5 | cbs2 cbhs2/int int int/cbs3 cbs3 |3
Avill, Pvull Pvull
Bsp68l, Hindlll, Pstl Bsp68l
Pstl, Smal, Smal Hindlll
Stul, Xhol Smal Avill Xhol Xhol Stul
1 3.invlace1 5-invliacct l l l l l
<= s
(E) 5'| Bekanntdurch inverse PCR cbs2/3 Bekannt durch inverse PCR | 3’

Abb. 42: Schematische Darstellung der inversen PCR zur Amplifikation von laccl. Die
Restriktionsschnittstellen wurden so gewéhlt, dass entweder beide das bekannte Fragment flankierende
Regionen amplifiziert wurden (A), oder jeweils nur das 5’-Ende (B und E) oder das 3’-Ende (C und
D). Die Primer wurden innerhalb der zwei Restriktionsschnittstellen des ersten Restriktionsenzyms in
inverser Orientierung abgeleitet. Ein weiteres Restriktionsenzym mit Schnittstellen zwischen den
beiden inversen Primern ermdglichte eine Linearisierung der selbstligierten DNA-Fragmente. Enzyme,
mit denen die Amplifikation des 5’-Endes mdglich wurde, sind fett gedruckt (E).

Inverse PCR zur Auffindung des 3’- oder des 5’-Endes
Um jeweils nur ein unbekanntes Ende des Gens zu amplifizieren, wurden die Primer
verwendet, die bereits zur Isolierung der Fragmente cbs2/int und cbs2/3 im Einsatz waren.

Unglinstig bei dieser Methode war, dass die GroRe der zu erwarteten Fragmente nicht bekannt
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war. Die DNA wurde mit Xhol und Sphl restiktionsgespalten und anschlieRend selbstligiert
(Abb. 42B, C, D). Die zirkularen Fragmente wurden mit einer DNA-Konzentration von circa
500 ng in die PCR eingesetzt. Mit dieser Methode gelang es nicht, DNA-Fragmente zu
amplifizieren, die groRer als circa 400 bp waren (nicht gezeigt). Eine Restriktionsspaltung geno-
mischer DNA mit den verwendeten Enzymen zeigte, dass die Spaltung unvollstdndig war und
demnach sehr grofRe Fragmente erzeugt wurden, die mdglicherweise nicht mehr amplifiziert

werden konnten.

Inverse PCR zur Auffindung beider flankierender Bereiche

Um beide Bereiche zu amplifizieren, die das bekannte Fragment flankieren, wurden Primer
verwendet, die ausgehend von der cbs2/3-Sequenz neu abgeleitet worden waren. Genomische
DNA von H. acidophila wurde mit BamHI und EcoRI restriktionsgespalten und anschlielend
selbstligiert (Abb. 42A). Circa 100-200 ng der zirkuldren Fragmente wurden in die PCR
eingesetzt. Alternativ wurden Laccasegen tragende Eluate hergestellt (3.3.2.1), von denen
20-100 ng in die PCR eingesetzt wurden. Die auf Grund der Southern Blot Analyse erwarteten
FragmentgroRen betrugen etwa 4,5 kb fir das BamHI-Fragment des laccl-Gens (B23-inv) und
etwa 7,0-8,0 kb fir das EcoRI-Fragment des lacc1l-Gens (E23-inv).

Bei Verwendung von Eluaten als PCR-Matrize wurden keine Fragmente amplifiziert. Die
inverse PCR mit der Primerkombination 5’-/3’-inv23 lieferte sowohl fir die BamHI-
hydrolysierte als auch fir die EcoRI-hydrolysierte DNA spezifische Signale (Abb. 43, Pfeile),
die wie erwartet bei circa 4,0 kb fur B23-inv und bei zwischen 7,5 und 8,0 kb fiir E23-inv
lagen. Bei beiden Ansétzen war zu erkennen, dass das jeweilige spezifische Amplifikat bei
Verwendung von ungespaltener DNA nicht auftrat, wéhrend unspezifische Amplifikate,
darunter ein sehr deutliches bei circa 1300 bp, sowohl auf ungespaltener genomischer DNA
als auch auf den selbstligierten Fragmenten entstanden. Die beiden spezifischen Fragmente
wurden nur amplifiziert, wenn eine Fallung nach der Ligation durchgefiihrt worden war.
Ebenso erwies sich die zweite Restiktionsspaltung als ungunstig fiir die PCR. Die Kinase-
reaktion fuhrte bei B23-inv zu keinem Ergebnis, bei E23-inv zu einem sehr schwachen. Ins-
gesamt war die Amplifikation des E23-inv-Fragmentes auf Grund seiner GroRe deutlich
schwécher als die des B23-inv-Fragmentes, weshalb in Abbildung 43C zusétzlich eine Aus-
schnittvergroRerung gezeigt wird. Alle negativen Proben enthielten DNA wie mittels Kontroll-
PCR festgestellt wurde. Das B23-inv-Fragment wurde aus dem Gel eluiert, in den Vektor

pGem-T Easy kloniert und zum Sequenzieren eingeschickt.
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Abb. 43: Amplifikation der Fragmente B23-inv (A) und E23-inv (B und C) mittels inverser PCR.
Genomische DNA wurde entweder mit BamHI (A) oder EcoRI (B und C) hydrolysiert und anschlie}end
selbstligiert. Nach der Ligation wurde bei einigen Proben eine Fallung durchgefihrt (3-7), einige wurden
einer Kinasebehandlung unterzogen (6) und andere wurden vor der PCR linearisiert (5). In C ist eine
Detailansicht von B gezeigt, um die Banden besser sichtbar zu machen. Die PCR wurde mit dem
Advantage-GC Genomic PCR Polymerase-Mix durchgefiihrt. Eingesetzt wurden 200 ng DNA pro
Ansatz. Auf ein 0,8 %iges Gel wurden 5 ul PCR-Ansatz aufgetragen. Die Pfeile markieren die spezi-
fischen Amplifikate. 1 = ungespaltene DNA, 2-7 = mit BamHI oder EcoRI gespaltene und selbstligierte
DNA, 2=keine Fallung, 3 = Fallung, 4= keine Linearisierung, 5 = Linearisierung, 6 = Kinase-
behandlung, 7 = keine Kinasebehandlung (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).

Inverse PCR zur Isolierung des 5’-Endes des laccl-Gen

Zur Amplifikation des 5’-Endes des laccl-Gens wurde genomische DNA mit verschiedenen
Restriktionsenzymen hydrolysiert, die entweder kein Mal in der bekannten Sequenz schnitten
oder aber hinter den abgeleiteten Primern (Abb. 42E). Alle Ansétze wurden zur Halfte gefallt.
Sowohl gefallte als auch ungefallte Proben wurden in einer PCR mit den Primern chs2/3
uberpruft, bevor sie in die PCR mit den invlaccl-Primern eingesetzt wurden. In allen Fallen war
ausreichend DNA in den Proben vorhanden. In den Fallen, in denen die Enzyme innerhalb der
Sequenz cbhs2/3 schnitten (Avill und Xhol), konnte es zu keiner spezifischen Amplifikation
kommen. Es wurden allerdings in der Kontroll-PCR ausreichend unspezifische Produkte ampli-
fiziert, um davon auszugehen, dass DNA in den Proben enthalten war.

Die ungefallten Proben lieferten sowohl mit cbs2/3- als auch mit den invlaccl-Primern viele un-
spezifische Signale, weshalb nur die gefallten Proben weiterverwendet wurden. In der inversen
PCR mit diesen Proben wurden spezifische Banden bei einer GroRe von circa 2 kb erhalten, wenn
die DNA mit den Enzymen Avill, Pvull und Xhol hydrolysiert worden war (Abb. 44, Pfeile). Der
Erhalt groerer Produkte wurde durch die Wahl der Elongationszeit von 3 min nahezu aus-
geschlossen, da grofiere Fragmente schwieriger in der Handhabung sind und ein kleines Fragment

ausreichte, um das 5’-Ende vollstdndig zu erhalten. Bei der Einzelprimerkontrolle entstanden
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keine Banden flr Avill und Pvull, jedoch eine schwache Bande bei Xhol (nicht gezeigt),
weshalb dieses Fragment nicht sequenziert wurde. Die beiden anderen Banden wurden aus dem

Gel eluiert und ohne vorherige Klonierung zum Sequenzieren eingeschickt.

M12 34567829 Abb. 44: Amplifikation der Fragmente laccl-inv
10.0 ki e mittels inverser PCR. Genomische DNA wurde mit
' : verschiedenen Restriktionsenzymen hydrolysiert und
et anschlielend selbstligiert. Nach der Ligation wurde
20kb _' — eine Féllung durchgefu_hrt. Die PCR wurde mit dem
| - e - Advantage-GC Genomic PCR Polymerase-Mix (1-8)
2.0 kb . t bzw. der Tag-Polymerase (9) durchgefihrt. Eingesetzt
— wurden 200 ng DNA pro Ansatz. Auf ein 0,8 %iges
Gel wurden 5 pl PCR-Ansatz aufgetragen. Die Pfeile
1.0kb S8 markieren die spezifischen Signale. 1 = ungespaltene
750 bp - DNA, 2 = Avill, 3 = Bsp68l, 4 = HindlIl, 5 = Pstl, 6 =
500 bp |— Pvull, 7 = Smal, 8 = Stul, 9 = Xhol (Invertierte Dar-

stellung, Banden dunkel).

250 bp |—

3.3.3.3 Inverse PCR zur Isolierung von lacc2 (cbs2/int)

Um die Sequenz von lacc2 zu erhalten, wurden Primer ausgehend von der bekannten Sequenz
cbs2/int abgeleitet (inv2i). Abbildung 45 zeigt schematisch die verwendeten Primerbinde-
stellen und Restriktionsenzyme. In diesem Ansatz wurden die Restriktionsenzyme so gewabhlt,
dass sie nicht in der bekannten Sequenz schneiden. So erhielt man nach der Selbstligation
sowohl die unbekannten Fragmente, die am 5’-Ende als auch die, die am 3’-Ende an das
bekannte Fragment anschlieen. Die selbstligierten Fragmente konnten mit einem weiteren

Restriktionsenzym (Cfr9l) linearisiert werden, um die PCR zu vereinfachen.

BarrH| BarmH|
EcoR| | EcoR|
# - 2i ¢ A2 ¢
<= -
5| chs2 chs2fint int 3

Abb. 45: Schematische Darstellung der inversen PCR zur Amplifikation von lacc2. Die Restriktions-
schnittstellen wurden so gewahlt, dass beide Regionen amplifiziert wurden, die das bekannte Fragment
flankieren. Die Primer wurden innerhalb der zwei Restriktionsschnittstellen des ersten Restriktions-
enzyms in inverser Orientierung abgeleitet. Ein weiteres Restriktionsenzym mit Schnittstellen zwischen
den beiden inversen Primern ermdglichte eine Linearisierung der selbstligierten DNA-Fragmente.

Die auf Grund der Southern Blot Analyse erwarteten FragmentgroRen betrugen circa 2,0 kb
fir das BamHI-Fragment des lacc2-Gens (B2i-inv) und circa 4,0 kb flr das EcoRI-Fragment

des lacc2-Gens (E2i-inv). Die inverse PCR mit der Primerkombination 5’-/3’-inv2i lieferte
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sowohl fur die BamHI-hydrolysierte als auch fur die EcoRI-hydrolysierte DNA spezifische
Signale, die wie erwartet bei 2,0 kb fiir B2i-inv und bei fast 4,0 kb flir E2i-inv lagen (Abb. 46).
Bei beiden Ansétzen war zu erkennen, dass die Primer keine unspezifischen Amplifikate er-
zeugten. Zudem war zu sehen, dass das B2i-inv-Fragment amplifiziert wurde, unabhéangig
davon, ob eine Fallung nach der Ligation stattgefunden hatte oder nicht. Zur Amplifikation
von E2i-inv hingegen war eine Fallung notwendig. Dagegen war die Amplifikation von E2i-
inv unabhangig von einer Linearisierung des DNA-Fragmentes, wahrend das B2i-inv-
Fragment nach einer zweiten Restriktionsspaltung nicht mehr amplifiziert wurde. Wurde die
nicht linearisierte Probe, von der ausgehend das B2i-inv-Fragment amplifiziert worden war
(Abb. 46, Spur 4), einer Spaltung durch Cfr9l unterzogen und erneut in die PCR eingesetzt, so
trat keine Amplifikation mehr auf. Sowohl fir B2i-inv und E2i-inv galt, dass eine Kinase-
behandlung vor der Ligation zu keinem Erfolg fiihrte. Insgesamt war die Amplifikation des
E2i-inv-Fragmentes auf Grund seiner GrofRe deutlich schwécher als die des B2i-inv-
Fragmentes, da grofle Fragmente generell schlechter amplifiziert werden als Kleine. In
Abbildung 46 ist deshalb zusatzlich eine AusschnittsvergroRerung gezeigt. Alle negativen
Proben enthielten DNA wie mittels Kontroll-PCR festgestellt wurde. Die Fragmente B2i-inv
und E2i-inv wurden aus dem Gel eluiert, in den Vektor pGem-T Easy kloniert und zum

Sequenzieren eingeschickt.

(A) M1234567 (B M1234567 (COM1234567

10,0 kb 10,0 kb (=
P = E 5 kb
- s 4 kb S e
3,0 kb —’ 3,0 kb ! =
- : 3 kb =
20kb D —— = 2,0 kb —P
— - :
1,0 kb |— 1,0 Kb [
750 bp [— 750 bp e
500 bp |— 500 bp | -
250 bp |— 250 bp | Le . 2

Abb. 46: Amplifikation der Fragmente B2i-inv (A) und E2i-inv (B und C) mittels inverser PCR.
Genomische DNA wurde entweder mit BamHI (A) oder EcoRI (B und C) hydrolysiert und anschlieRend
selbstligiert. Nach der Ligation wurde bei einigen Proben eine Fallung durchgefihrt (3-7), einige wurden
einer Kinasebehandlung unterzogen (6) und andere wurden vor der PCR linearisiert (5). In C ist eine
Detailansicht von B gezeigt, um die Banden besser sichtbar zu machen. Die PCR wurde mit der Tag-
Polymerase durchgefiihrt. Eingesetzt wurden 100-200 ng DNA pro Ansatz. Auf ein 0,8 %iges Gel
wurden 5 pl PCR-Ansatz aufgetragen. 1 = ungespaltene DNA, 2-7 = mit BamHI oder EcoRI gespaltene
und selbstligierte DNA, 2 = keine Féllung, 3 = Féllung, 4 = keine Linearisierung, 5 = Linearisierung,
6 = Kinasebehandlung, 7 = keine Kinasebehandlung (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).
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3.3.3.4 Inverse PCR zur Isolierung von lacc3 (int/cbs3)

Um die Sequenz von lacc3 zu erhalten, wurden Primer ausgehend von der bekannten Sequenz
int/cbs3 abgeleitet (inv3i). In Abbildung 47 sind schematisch die verwendeten Primerbinde-
stellen und Restriktionsenzyme dargestellt. In diesem Ansatz wurden die Restriktionsenzyme
so gewabhlt, dass sie nicht in der bekannten Sequenz schneiden. So erhielt man nach der Selbst-
ligation sowohl die unbekannten Fragmente, die am 5’-Ende als auch die, die am 3’-Ende an

das bekannte Fragment anschlieRen.

Al Bspaal, Al Bspaal,
Hindll, Psil, Hindll, Psil,
Smal, S o Smal, Siul
3-inm3i-2
¢ F-inv3i B irn3i ¢
P e | | et
<=
ST int intfchs3 chsd |3

Abb. 47: Schematische Darstellung der inversen PCR zur Amplifikation von lacc3. Die Restrik-
tionsschnittstellen wurden so gewahlt, dass beide Regionen, die das bekannte Fragment flankieren,
amplifiziert wurden. Die Primer wurden innerhalb der zwei Restriktionsschnittstellen in inverser Orien-
tierung abgeleitet. Fett gedruckt sind Enzyme, deren Verwendung zu einer Amplifikation fiihrten.

Zur lIsolierung des lacc3-Gens wurde genomische DNA mit verschiedenen Restriktions-
enzymen hydrolysiert, die nicht in der bekannten Sequenz schnitten (Abb. 47). Alle Ansétze
wurden zur Hélfte geféllt. Da die Restriktionsenzyme die gleichen waren, die fir die Iso-
lierung des 5’-Ende des lacc1-Gens verwendet wurden, war die Uberpriifung der Proben mit
den Primern cbs2/3 mdglich.

Die ungeféllten Proben lieferten in der PCR sowohl mit cbs2/3- als auch mit inv3i-Primern
viele unspezifische Signale, weshalb nur die geféllten Proben weiterverwendet wurden. Da der
Primer 3’-inv3i in der Einzelprimerkontrolle unspezifische Signale lieferte, wurde ein
alternativer Primer (3’-inv3i-2) abgeleitet. Mit diesem wurde ein spezifisches Produkt bei
einer GroRe von circa 1 kb erhalten, wenn die Hydrolyse mit dem Restriktionsenzym Smal
erfolgt war (Abb. 48, Pfeil). Ein schwaches Produkt bei circa 750 bp entstand in der PCR bei
den mit Avill, Bsp68l, Hindlll und Pstl hydrolysierten Proben. Da dieses Produkt die gleiche
Hohe aufwies wie ein sehr schwaches Signal bei ungespaltener DNA, war davon auszugehen,
dass es sich um eine unspezifische Bande handelte, obwohl die Einzelprimerkontrollen alle
negativ waren. Das Fragment A3i-inv wurde trotzdem zusammen mit dem Fragment Sm3i-inv
aus dem Gel eluiert und ohne vorherige Klonierung zum Sequenzieren geschickt, da eine
spezifische Amplifikation nicht ausgeschlossen werden konnte. Der Erhalt groRerer Produkte

wurde durch die Wahl der Elongationszeit von 3 min nahezu ausgeschlossen.
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M12 34567 Abb. 48: Amplifikation der Fragmente 3i-inv mittels inver-
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3.3.3.5 Inverse PCR zur Isolierung von lacc4 (cbsl/2)

Um die Sequenz von lacc4 zu erhalten, wurden Primer ausgehend von der bekannten Sequenz
cbs1/2 (inv12) abgeleitet. In Abbildung 49 sind schematisch die verwendeten Primerbindestellen
und Restriktionsenzyme dargestellt. In diesem Ansatz wurden die Restriktionsenzyme so
gewahlt, dass sie nicht in der bekannten Sequenz schneiden. So erhielt man nach der Selbst-
ligation sowohl die unbekannten Fragmente, die am 5’-Ende als auch die, die am 3’-Ende an das

bekannte Fragment anschlieRen.

Auill, Bspodll, Avill, Bspoall,
Hindll, Psil, Hindll, Pstl,
Pl Srmal, Pirul, Srmal,
Stul, X hol Stul, X hol
¢ 312 5linw2 $
= =
5 chs1 chs1/2 chs? 3

Abb. 49: Schematische Darstellung der inversen PCR zur Untersuchung von lacc4. Die Restrik-
tionsschnittstellen wurden so gewahlt, dass beide Regionen, die das bekannte Fragment flankieren,
amplifiziert wurden. Die Primer wurden innerhalb der zwei Restriktionsschnittstellen in inverser
Orientierung abgeleitet. Fett gedruckt sind Enzyme, deren Verwendung zu einer Amplifikation fihrten.

Zur Isolierung des lacc4-Gens wurde genomische DNA mit verschiedenen Restriktions-
enzymen hydrolysiert, die nicht in der bekannten Sequenz schnitten (Abb. 49). Alle Ansétze
wurden zur Halfte geféllt. Da die Restriktionsenzyme die gleichen waren, die fir die Auf-
findung des 5’-Ende des lacc1-Gens verwendet wurden, war die Uberpriifung der Proben mit
den Primern cbs2/3 mdglich. Die ungeféllten Proben lieferten in der PCR sowohl mit cbs2/3-
als auch mit inv12-Primern viele unspezifische Signale, weshalb nur die gefallten Proben
weiterverwendet wurden. Der Erhalt groBerer Produkte wurde durch die Wahl der

Elongationszeit von 3 min nahezu ausgeschlossen. Sowohl unter Verwendung der
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Tag-Polymerase als auch des Advantage GC Genomic PCR Polymerase Mix wurde nur ein
Signal bei der durch Stul-hydrolysierten Probe mit einer GroéRe von circa 400 bp erhalten
(Abb. 50, Pfeil). Da die Einzelprimerkontrollen negativ waren, wurde das Fragment aus dem
Gel eluiert, in den pGem-T Easy kloniert und zum Sequenzieren geschickt.

1 2 Abb. 50: Amplifikation des Fragments Stul2-inv mittels inverser
PCR. Genomische DNA wurde mit Stul hydrolysiert und anschlieRend
selbstligiert. Nach der Ligation wurde eine Féllung durchgefiihrt. Die
PCR wurde mit dem Advantage-GC Genomic PCR Polymerase-Mix
bzw. der Tag-Polymerase durchgefihrt. Eingesetzt wurden 200 ng DNA
pro Ansatz. Auf ein 0,8 %iges Gel wurden 5 pl PCR-Ansatz aufgetragen.
Der Pfeil markiert das spezifische Amplifikat. 1 = ungespaltene DNA,
we | +— 2 =Stul-gespaltene und selbstligierte DNA (Invertierte Darstellung,
Banden dunkel).

1,2 kb

1,0 kb

600 bp
400 bp

el

200 bp

3.3.3.6 Sequenzierstrategie fur die Laccasegene

Folgende mittels inverser PCR amplifizierte Fragmente wurden sequenziert:

1. Fur laccl die Fragmente B23-inv, Alaccl-inv und Placcl-inv. Diese Fragmente wurden
mit den Restriktionsenzymen BamHI, Avill und Pvull und den Primerkombinationen inv23
und invlaccl erhalten.

2. Fir lacc2 die Fragmente B2i-inv und E2i-inv. Diese Fragmente wurden mit den Restrik-
tionsenzymen BamHI und EcoRI und der Primerkombination inv2i erhalten.

3. Fur lacc3 die Fragmente A3i-inv und Sma3i-inv. Diese Fragmente wurden mit den
Restriktionsenzymen Avill und Smal und der Primerkombination inv3i erhalten.

4. Fur laccd das Fragment Stul2-inv. Dieses Fragment wurde mit dem Restriktionsenzym
Stul und der Primerkombination inv12 erhalten.

Die Fragmente A3i-inv, Sma3i-inv und Stul2-inv waren klein genug, um direkt vollstandig se-
quenziert werden zu konnen. Verwendet wurden entweder Primer, die an die Sequenz des
Vektors binden, oder bei direkter Sequenzierung des PCR-Produktes die Primer, die fir die PCR
verwendet worden waren. Die Fragmente B23-inv, Alaccl-inv, Placcl-inv, B2i-inv und E2i-inv
waren mit ber 1,5 kb zu grof3, um durch Sequenzierung vom 5’- und vom 3’-Ende vollstandig
sequenziert werden zu kénnen. Deshalb wurden die Fragmente ansequenziert, so dass ausgehend
von diesen nun bekannten Sequenzen interne Sequenzierprimer abgeleitet werden konnten, mit
deren Hilfe die Sequenzierung fortgesetzt wurde. Diese Sequenzierprimer sind in Tabelle 7c
angegeben. Insgesamt lieferten diese Sequenzierungen die vollstdndigen Laccasegensequenzen
von laccl und lacc2 und Teilsequenzen von lacc3 und lacc4 erhalten.
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3.4 Sequenzanalyse der Laccasegene und der von ihnen kodierten hypo-
thetischen Proteine

Die Sequenzanalyse der vollstdndigen Laccasegene laccl und lacc2 sowie der Fragmente der
Gene lacc3 und laccd und die Analyse der daraus resultierenden Proteinsequenzen erfolgte
computergestutzt. Die DNA-Sequenzen wurden hinsichtlich ihres GC-Gehalts, der Anteile der
vier Basen an der Gesamtsequenz und der Praferenz bei der Kodierung der Aminoséauren
untersucht (Codon Usage). Zudem wurde der 5°-Bereich der Gene nach moglichen Promotor-
strukturen durchsucht. Anschlielend wurden die Gensequenzen in Proteinsequenzen umge-
schrieben und diese hypothetischen Proteine in Hinsicht auf ihre Aminosédurezusammensetzung,
das Vorhandensein einer Signalsequenz und die Hydrophobizitatsverteilung der Sequenzen
analysiert. Da vorhandene Introns nur Gber Sequenzvergleiche entfernt wurden, sind die Protein-
sequenzen als vorlaufig zu betrachten. Die Homologien der Laccasen von H. acidophila unter-

einander wurden ebenso untersucht wie die Homologien zu anderen bekannten Laccasen.

3.4.1 Eigenschaften der Laccasegensequenzen

Der GC-Gehalt und der Anteil der einzelnen Basen wurden jeweils fiir die gesamte vorhandene
Gensequenz und fiir die proteinkodierende Gensequenz bestimmt. Der GC-Gehalt lag bei allen
Sequenzen bei etwa 60 % (Tab. 17). Eine Ausnahme war hier der bekannte Abschnitt des lacc4-
Gens mit einem GC-Gehalt von nur 54,5 %. Betrachtete man jedoch nur den Teil von laccl, der
dem bekannten Teil von lacc4 entspricht, so lag der GC-Gehalt auch hier nur bei circa 56,6 %,
was dafir spricht, dass der Anfang der untersuchten Laccasegene generell einen niedrigeren GC-
Gehalt aufweist als der Rest der Gene. Die Anteile der Basen betrugen circa 17,8-21,8 % fur T,
18,6-23,7 % fir A, 24,0-29,1 % fir G und 25,4-37,9 % fiir C.

Tab. 17: GC-Gehalt der Laccasegene und Anteil der Basen an der Gesamtsequenz. Die Angaben
beziehen sich immer auf den bekannten Abschnitt der Gene, wenn mdglich beginnend mit dem
Startcodon. Sie sind angegeben fiir die Sequenz mit (+1) und ohne Introns (-1) (Graue Balken dienen der
Lesbarkeit).

Gen % A % C %G %T GC-Gehalt
+1 1 -] +1 1 -] +1 1 -] +1 1 -] +1 1 -]
laccl | 21,17 / 21,51 | 34,28 / 3451 | 26,08 / 26,22 | 18,47 / 17,76 | 60,4 / 60,7
lacc2 | 19,99 / 18,77 | 36,03 / 37,88 | 24,41 / 2498 | 19,58 / 1837 | 60,4 / 62,9
lacc3 | 22,15 / 21,86 | 35,80 / 36,38 | 24,02 / 2398 | 18,02 / 17,78 | 59,8 / 60,4
lacc4 23,72 25,43 29,10 21,76 54,5

Der genetische Code ist weitgehend universell, aber die Verwendung der alternativen Codons

zur Kodierung einer einzelnen Aminoséure kann sich bei verschiedenen Organismen vonein-
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ander unterscheiden. Tabelle 18 gibt eine Ubersicht dartiber, welchen Anteil die einzelnen
Codons an den Laccasegenen von H. acidophila haben und welche Codons bevorzugt zur
Kodierung einer bestimmten Aminosdure verwendet werden. Fir die meisten Aminosauren ist
das bevorzugte Codon bei allen vier Laccasengenen gleich (Ala, Cys, Asp, Phe, Gly, Lys, Asn,
Tyr) oder unterscheidet sich nur bei lacc4 (His, lle, GIn, Arg, Thr). Die Aminosauren Glutamat
und Serin werden bei laccl und lacc2 von einem anderen Codon bevorzugt kodiert als bei lacc3
und lacc4. Bei der Kodierung von Valin unterschied sich laccl und bei der Kodierung von
Prolin lacc2 von den anderen Laccasegenen. Die Aminosdure Leucin wurde nur bei lacc2 und
lacc3 von dem gleichen Codon bevorzugt kodiert. GC-reiche Codons wurden bevorzugt zur

Kodierung verwendet, was mit dem hohen GC-Gehalt der Sequenzen konform ist.

Tab. 18: Anteile der zur Aminosaurekodierung verwendeten Codons an der Gesamtsequenz der
Laccasegene von H. acidophila. Angegeben sind die H&ufigkeit und der prozentuale Anteil der
Codons sowohl an der Gesamtheit aller Codons (in Klammern) als auch an den fir dieselbe Amino-
séure kodierenden Codons. Die Codons sind nach Aminosauren geordnet flr die sie kodieren. Fur jede
Aminoséure sind die Gesamtanzahl im Protein und der prozentuale Anteil an der Proteinzusammen-
setzung angegeben. Fur Lacc3 und Laccd wurden keine Stopcodons gefunden, weil die Sequenz nicht
vollstandig ist (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

AS  Codon Laccl Lacc2 Lacc3 Lacc4
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Ala  GCT 1 2102 2 6,1(04)| 1 3702 5 [385(3,7)
(A) GCC | 20 |42,6(34)| 23 [697(46)| 12 |444(229| 4 |30,8(29)
GCA 8 [170(13)| 1 300, 5 [185(1,2)| 2 |154(15)
GCG | 18 [383(31)| 7 [212@14)]| 9 [333(222)| 2 |154(@15)

Gesamt 47 8,0 33 6,6 27 6,5 13 9,6
Cys TGT 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
© TGC 5 100 (0,8) 6 100 (1,2) 5 100 (1,2) 1 100 (0,7)

Gesamt 5 0,8 6 1,2 5 1,2 1 0,7

Asp GAT | 10 [323(,7)| 6 (19412 9 [333(22| 3 [375(22)
(D) GAC | 21 |67,7(35)| 25 |806(50)| 18 |666(@44)| 5 |[625(3,7)
Gesamt 31 5,2 31 6,2 27 6,6 8 5,9

Glu GAA 5 33,3(0,8) 1 6,3 (0,2) 8 72,7 (2,0) 4 50,0 (2,9)
(E) GAG 10 |66,6 (1,7) 15 (93,8 (3,0) 3 27,3 (0,7) 4 50,0 (2,9)
Gesamt 15 2,5 16 3,2 11 2,7 8 5,8

Phe  TTT 1 5902 1 5002 3 [158(0,7) 3 [429(22)
(F) TTC | 16 |9412,7)| 19 |950(3,8)| 16 [84,2(39) 4 [57,1(29)
Gesamt 17 2,9 20 4,0 19 4,6 7 5,1
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AS Codon Laccl Lacc2 Lacc3 Lacc4d

Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %

Gly GGT 6 10,7 (1,0)| 11 |23,9(2,2) 3 10,7 (0,7)| O 0,0
(G) GGC | 40 |71,4(6,7)| 32 |696(6,4)| 18 |643(4,4)| 8 |47,1(5,9)
GGA 3 54(0/5)| 2 4304 5 [179@1,2)| 6 |353(4,4)
GGG 7 12,5(1,2) 1 2,2(0,2) 2 7,1(0,5)] 3 17,6 (2,2)

Gesamt 56 9,4 46 9,2 28 6,8 17 12,5
His CAT 5 [250(0,8)] 1 6,7(0,2)] 1 [11,1(0,2) 60,0 (4,4)
(H) CAC | 15 |750(2,5) 14 |93,3(2,8)| 8 [889(20)| 4 |400(209)

Gesamt 20 3,3 15 3,0 9 2,2 10 7,3
lle ATT 11 |306(18)| 5 [185(1,0)] 6 |261(15)]| 3 [60,0(22)
(1) ATC 25 169442 22 |815(44)| 17 |739(4.2)| 1 [20,0(0,7)
ATA 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 20,0 (0,7)

Gesamt 36 6,0 27 5,4 23 5,7 5 3,6
Lys AAA 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 (333(0,7)
(KY AAG | 13 |100(2,2)| 8 |100(16)| 3 |100(0,7)|] 2 |66,6(1,5)

Gesamt 13 2,2 8 1,6 3 0,7 3 2,2

Leu TTA 2 0,3(0,3)] O 0,0 0 0,0 0 0,0
(L) TTG 8 19,5 (1,3) 4,8 (0,4) 45(0,2)] 3 [33,3(2,2)
CTT 24(03)] 2 48(04)| 2 9,105 2 |222(15)

CTC 15 |34,1(25)| 28 |66,7(56)|] 14 |636(34)| O 0,0
CTA 2 49(0,3)| O 0,0 0 0,0 2 |22,2(1,5)
CTG 16 [39,0(2,7)| 10 |23,8(2,0) 22712 2 |222(15)

Gesamt 45 7,4 42 8,4 22 53 9 6,7
Met (M) ATG 16 |100(2,7)| 11 |100(2,2)| 11 | 100 (2,7) 3 100 (2,2)
Asn  AAT 3 7,005 ]| 1 3,0(0,2)] 3 11, (0,7) 1 [14,3(0,7)
(N AAC | 40 1[93,0(6,7)| 32 |96,9(6,4)| 24 [889(59)| 6 |857(44)

Gesamt 43 7,2 33 6,6 27 6,6 7 51
Pro CCT 7 1159(1,2)| 3 9,1(0,6)| 3 940,7) 1 |143(0,7)
(P) CCC | 17 |386(29)| 22 |66,7(44)| 11 |344@27)| 2 [286(1,5)
CCA 2 45(0,3)] © 0,0 2 6,3(0,5| 1 [14,3(0,7)
CCG | 18 |409(3,0)| 8 |242(@16)| 16 [500(3,9| 3 [429(272)

Gesamt 44 7,4 33 6,6 32 7,8 7 51
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AS Codon Laccl Lacc2 Lacc3 Lacc4d
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Gln CAA 6 |28,6(1,0) 2 7,7 (0,4) 6 28,6 (1,5) 2 100 (1,5)
Q) CAG | 15 |71,4(225)| 24 |923(@48)| 15 |7143,7)| O 0,0
Gesamt 21 3,5 26 5,2 21 52 2 15
Arg ~ CGT 0 0,0 2 [22204)] 1 7,102 o0 0,0
(R) CGC | 10 |526(@7)| 7 |778(14)| 8 |[571(0]| 1 [16,7(0,7)
CGA 5 1263(0,8)| o0 0,0 0 0,0 2 [33,3(1,5)
CGG 1 53(0,2)| 0 0,0 2 |143(0,5)]| o© 0,0
AGA 1 53(0,2)| 0 0,0 1 71002 2 [333(15)
AGG 2 |105(0,3)] © 0,0 2 |14305)] 1 |16,7(0,7)
Gesamt 19 3,2 9 1,8 14 |389(3,4)| 6 4,4
Ser  TCT 3 73(05)| 3 88(0,6)| 1 28(0,2)| 2 |222(5)
(S) TCC 12 |29,3(2,0)| 13 |382(26)| 14 |[389(34)| 1 [11,1(0,7)
TCA 2 49(0,3)] 0 0,0 0 0,0 1 [11,1(0,7)
TCG 13 31,7222 9 |265@18)| 6 |16,7(15)| 2 [222(15)
AGT 2 49(0,3)] 1 29002 o0 0,0 0 0,0
AGC 9 |220(@5)| 8 |235(1,6)] 15 |41,7(3,7)| 3 |333(22)
Thr ACT 3 6,705 4 [11,4(008)] O 0,0 0 0,0
(T) ACC | 27 |60,0(45)| 22 [629(44)| 20 [588(49| 1 |333(0,7)
ACA 3 6,7(05)| 1 2902 2 59(0,5)| 2 |66,6(1,5)
ACG | 12 |26,7(20)| 8 [229(16)| 12 |353(29]| O 0,0
Gesamt 45 7,5 35 7,0 34 8,3 3 2,2
val GTT 2 5103)| 6 [162(12)] 3 [11,1(0,7)| 2 [250(,5)
V) GTC 15 |385(25)| 24 |649(48)| 15 |556(3,7)] 3 [37,5(22)
GTA 3 7,705 O 0,0 0 0,0 0 0,0
GTG 19 (48,7 (3,2) 18,9 (1,4) 33,3(2,2)| 3 |37,5(22)
Gesamt 39 6,5 37 7,4 27 6,6 8 5,9
Trp(W) TGG | 10 |100(1,7)| 15 |100(3,00| 7 |100(1,7)| 5 |100(3,7)
Tyr TAT 4 |1290,7)| O 0,0 2 8,0(0,5| 2 [40,0(1,5)
(Y) TAC 27 |87,1(45)| 21 |100(4,2)| 23 |92,0(56)] 3 |60,0(2,2)
Gesamt 31 5,2 21 4,2 25 6,1 5 3,7
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AS Codon Laccl Lacc2 Lacc3 Lacc4d
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Stop TAA 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TAG 1 0,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
TGA 0 0,0 1 0,2 0 0,0 0 0,0

3.4.2 Annotierte Gensequenzen

Die erhaltenen Gensequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogramms BioEdit in Protein-
sequenzen umgeschrieben. Durch Vergleiche mit anderen Sequenzen wurden Introns gefunden
und aus der Sequenz entfernt. Promotorstrukturen wurden an Hand von Konsensussequenzen
erkannt. Die Lage der Introns und die einzelnen Promotorstrukturen sind hypothetisch. Mit
Sicherheit kénnen diese ebenso wie das Startcodon erst nach einem Vergleich der cDNA der
entsprechende Gene mit den Gensequenzen auf genomischer DNA-Ebene angegeben werden.

3.4.2.1 Annotierte Sequenz des Gens laccl

Die DNA-Sequenz des laccl-Gens wurde vollstandig aufgeklart. Das Gen umfasst 1998 bp und
enthalt drei hypothetische Introns mit einer GréRe von 120, 69 und 24 bp. Da die Laccasegene vor
allem an den Enden kaum konserviert sind, lasst sich das Startcodon durch Sequenzvergleiche nur
schwer ausfindig machen. Durch Sequenzvergleiche, aufgefundene Promotorstrukturen und Lage
einer Signalsequenz wurde das Startcodon gewéhlt (Abb. 51) gezeigt. Das resultierende Protein
umfasst 594 Aminoséuren. Umgerechnet ergibt sich ein Molekulargewicht von 64,50 kDa. Wenn
die Signalsequenz an der angegebenen Stelle gespalten wird, so ergibt sich umgerechnet eine
Grolle von 577 Aminosauren und ein Molekulargewicht von 62,86 kDa. Das hypothetische
Protein enth&lt 9 mogliche N-Glykosylierungsstellen nach dem Muster N-X-T oder N-X-S (Nita-
Lazar et al., 2005), wobei X jede Aminoséaure auf3er Prolin sein kann.

Kodierender Bereich des laccl-Gens

In Abbildung 51 ist der kodierende Bereich des laccl-Gens mit den hypothetischen Introns
dargestellt. Die Schnittstelle fur BamHI, das zur Herstellung der Matrize fur die inverse PCR
verwendet wurde, ist eingezeichnet. Die Sequenz stromaufwaérts dieser Schnittstelle wurde durch
PCR mit den inversen Primern invlaccl erhalten. Der Primer L1K zusammen mit 5’-inv23 diente

zur Kontrolle eines Sequenzabschnittes. Die inversen Primer sind ebenfalls eingezeichnet.
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0 10 20 30 40 50 3‘3&"“”9 60
ATGGCAGCACATCTCTTACTTGGCGCATTAATGCTGGGGTCCGCGTTGGCGATTTCTTAT
M A A HLLTLTGATLTMTLTG S ATLA I s Y
60 70 ¢ 80 90 3-invlaccl 100 110 120
CACAAGCCAGCA GATC TCTGGGCGACTCACTGTCCCCTCGACTCGGCCAAGATGTC
H K P A w | P L G DS 1L SUPURILGUO QD V
120 130 140 150 160 170 180

I I | | | I I
ACAAACGGCAACGGTGTTCTCGGCACGCTCGATGCGCCGCGCCTAGCAAAGTTCTTGCCG
T N G N G V L G T L D A P R L A K F L P

}80 1?0 2?0 2%0 2%0 2?0 2?0
GATACACACGCGTCAAGGCACAGGCGCAAGGGCTATAGCCCTACGGACATCGGCATTGGC
b T H A S R HR R K G Y S P T D I G I G
F4O 2?0 2?0 2?0 2?0 2?0 3?0
GACGTCCCGGTGACGGGCGTCACCCGATACTACAACTTCACCATCACCGAGCAGAACATT
b v PV T GV T R Y Y NZF T I T E Q N I
300 310 320 330 340 350 360

I I I I | | I
GCTCCCGACGGCGTTGTGCGATCGGGCATGGTCGTAAACGGGGGTTACCCTGGACCAACC
AP DGV VRSGMVVNGTGYPGPT
360 370 380 390 400 410 420
ATCGAAGCCAACTGGGGCGACTATTTCGAAATCAGCGTGGTCAACGCCCTGCCGAATGAG

| EANW G DY F E I SV V NA AL PN E
420 430 440 450 460 S-invlaccl 470 480
GGTACCTCCATCCACTGGCACGGCTTGATCCAGCATGAGACTCCCTACATGGATGGTGTG
G T s | (MUECECENECE £ 7 P Y M D GV
480 490 500 510 520 530 540
—>

| | | | | |
CCCGGCATTGTGCAGTGCCCCATTGCCCCGGGGGGAAACTTCACCTACCGCTTCCGAGCA
P G I v Q C P I AP G G N F T Y R F R A

540 550 560 570 580 590 600

| | | | | |
GATCTGTACGGCACGTCCTTCTACCACTCGCACTACTCTGCGCAGTACACTGGTGGCATC
D L Yy ¢ N s A~ Q Y T G G |

600 610 3-inv23 620 630 640 650 660

TACGGGGCGATGATCATCCATGGGCCGACTGAGAACGCGCAATACGATGAAGACATTGGC
Y G AM 1 I H G P T ENA QY D E D I G

660 670 680 690 700 710 720

| | | | | | |
CCCGTCCTTTTGAACGACTGGTATCACGTGTCCTACTACACCACGCTCGAGCAGTAAGTC
P V L L N D W Y H

720 7?0 7?0 7?0 7?0 7?0 7?0
CGACTCCGTCGTTGCGATTGATTGGTCGTCCGTTGCATCATCCATGCTGACTCGAGTCTC
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780 790 800 810 820 830 840

I I I I | I |
AGAGCCATGGCCCCAATTTCTGCCAAGCTGCCTCCCCCTCAGTCGAATAACAACTTGATC
L P P P Q S N N N L I

840 850 860 870 880 890 900

I I | I | | I
AACGGCAAGATGAACGTAAGTAGACAGCGAGTCCCTTTGCTTCCGACGACTTGCTTACAC
N G K M N V § R Q R

900 910 920 930 940 950 960

| | | | | | |
TAGACGCAGTATCCCTGCGCGAACGCTACCGGCCTTCAGTGCACGCCCAACGCCGGCLATC
C T P N A G I

960 970 980 990 1000 1010 1020
TCCAAGTTCACCTTCCAATCGGGCAAGACCTACCGCCTACGCCTGATCAACGCCGGCGCC
S K F T F Q S G K T Y R L R L I N A G A
1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
GAGGGCATGCAAAAGTTCAGCATTGACGGCCATACCATGACCGTGATTGCGAACGATTTC
E G M Q K F S I D G H T M T V I A N D F
1080 1090 1100 1110 1120 1130 int 1140
GTGCCGTTGAAGCCCTACCAGACAGACGTCGTGACGCTCGGCATTGGACAACGGTCGGAC
v P L K P Y Q T D V V T L G I G Q R S D
1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

ATCATCGTCACCGCGACCGGCAAGGCCGGCCAGTCGTACTGGATGCGCTCGGATCTCGGC
I " A 7T G K A G Q S Y W M R S D L G
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260

CTCAACGCCCTGTCCAATCCGGCAGGCTGCACCAACAACGACGGTGTCTCGCCTCTGGCG
L NA L S NP A G C TN N D G V S P L A

}260 1270 1%80 1%90 1%00 1%10 1%20
CTGGCAGCCATCTACTACGAAGGCGCCGACACCAACTCCGTCCCCACCACCAACTCCACC
L A A Il Yy Y E G A DT N S V P T T N S T
3320 13?0 1%40 1%50 1%60 1%70 1%80
GTGCCCGAGTCCAGCATCCAGTCGTGCATGAACGACCCGCTCAACATGACCGTACCCTAC
v P E S S I Q S ¢ M ND P L N M T V P Y
1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
TACAGCCTCACGCCCTCCACCACGCCCGCCATGTCGCAAAACATCGACATCACCTTTGCG
Yy s L T P S T T P A M S Q N I D I T F A
1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

AGCAACGGCACCAACTACCTCTTCTACATGAACAACTCCACCTTCCGCGCCGACTACAAC
S NG T N Y L F Y M NN S T F R A D Y N

1500 1510 1520 1530 1450 1550 5-inv23 1560
GACCCCATCCTGCTCGAAGCGAAGCTCGGGCAGACCGTGTTCCCGGCGGAGGAGAACGTC
D P I L L E A K L G Q T VvV F P A E E N V
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1560 5-inv23 1570 > 1580 1590 1600 1610 1620

ATCAGCACCGGCAACGCCAGCAGCGTGCGCTTCGTGCTCTACAACTACGCCTTCACCGGC
I § T 6 NN A § S V R F V L Y N Y A F T G

1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
GCCCACCCGATGCACATGCACGGCCACAACTACTGGGTGCTCGCGGAGGGCTACGGCACG
A THEEECEYEE - N\ Y w VL A E G Y G T

1680 1690 1700 1710 1720 1730 1740

TGGGACGGCACGGTGACCAACGCCGGCAACCCGCAGCGCCGCGACGTGCAGCTGCTGCCG
w D GG T VvV T N A G N P Q R R DV Q L L P

1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
CCGGCGCAGGTCAACGCCGACCTGGTCGTCACCTCGCCCTCGTACATTGTGCTGCAGTTC
P A Q V N A DL V V T s P S Y | V L Q F

1800 1810 1820 1830 1850 1850 3-L1K 1860
I I | I I | ———
AACGCCGACAACCCGGGCGTCTGGCCGCTGCACTGCCACATCGCGTGGCATGTGTCTGCG
N A D N P G V W P L NSRS/ V S A

1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
GGCTTGTACGTGTCGATTCTCGAGAACCCGACGGCCATCAAGTCCATGCACATCCCGAAG
G Y V S I L E N P T A I K S M H | P K

1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980
CCCGTGGCGCAGACGTGCCGCGACTAGGCCGCGTGGACGGGCAAGGATGTGCCCGATCAG
P A A W T G K D V P D Q

I1980 l9|90 20|00

ATCGACAGTGGGTTGTAG

Il D S G L X

Abb. 51: Annotierte Gensequenz des Laccasegens laccl (AY351908). Dargestellt ist die vollstandige
Sequenz des laccl-Gens, das ausgehend von genomischer DNA amplifiziert worden ist. Eingezeichnet
sind die cbs-Regionen und die int-Region (schwarz hinterlegt), sowie die Primer, die flr die inverse PCR
verwendet wurden. Der Primer L1K wurde zusammen mit 5°-inv23 fir eine Kontroll-PCR verwendet.
Durch Sequenzvergleiche wurden hypothetische Introns gefunden, die kursiv und unterstrichen
dargestellt sind. Der Pfeil zeigt die Schnittstelle, an der die N-terminale Signalsequenz fiir den Export des
Proteins abgespalten wird ( ¥ ). Eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym BamHI ist eingezeichnet.
Potenzielle N-Glykosylierungsstellen sind unterstrichen. Eingerahmt ist eine fiir das Redoxpotenzial
wichtige Aminoséure.

5’- und 3’-terminale Bereiche des laccl-Gens

Der 5’-terminale Bereich des lacc1-Gens beherbergt den Promotor des Gens. In Abbildung 52
ist der Sequenzabschnitt dargestellt, der 5’-terminal vor dem hypothetischen Startcodon liegt.
Eingezeichnet wurden einige Strukturelemente, die auf einen Promotor hinweisen kénnten
(fiir eine genaue Erlauterung von Promotorstrukturen mit ihren Konsensussequenzen siehe
Diskussion). Der dargestellte Abschnitt enthédlt ein MRE-Element, welches genau der

Konsensussequenz nach Galhaup et al. (2002) entspricht. Desweiteren konnten in beiden
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Orientierungen CAAT-Boxen gefunden werden, wobei bei diesen nur die vier farbig
hinterlegten Basenpaare konserviert sind. Die CAAT-Box zwischen den beiden Inr-Elementen
ist vermutlich kein Regulationselement, da sie zu dicht am Transkriptionsstartpunkt liegt. Ein
CACCC-Element ist vorhanden sowie mehrere GC-reiche Abschnitte, welche GC-Boxen
enthalten konnen. Die GC-Box CCGCC entspricht als einzige vollstandig der Konsensus-
sequenz. Das TGGGTT-Motiv kommt nach Soden & Dobson (2003) héufig in Laccase-
genpromotoren vor. Zusatzlich wurden zwei hypothetische TATA-Boxen gefunden und zwei
dazugehorige Inr-Elemente, die einen Transkriptionsstart anzeigen. Die zweite TATA-Box, die
néher am Startcodon liegt, entspricht deutlicher der Konsensussequenz als die andere. Eine
Ribosomenbindestelle, die der Konsensussequenz entspricht, konnte nicht in der Nahe des

Startcodons gefunden werden.

—390 -380 —370 -360 -350 -340 -330
AAAAAAATAGCCTTGGATAGTCCGACGTCTTCTCACTGCTGCCATGCCAGCCCGCGGCTG

|-33O MRE -320 -310 -300 -290 -280 -270

I | | | |
TCT-GCCTGGAATGGCGATGAAACGCGATTCGTCGCATCGATTGCTCGCCTGCT
|—27O -2?0 —2|50 -2|40 -2|30 -2|20 -2I10
CCGGCGACCCTCGCGCACACGCGAMNE®ETGGCTGGCTCCGCTATAGATAGTCTCCACTC

|-21O -200 -1|90 TATA—BOX?—1I80 -1I70 -1|60 -1|50
CCTCGCCGGWGTTGGTGTTTGTATATACCTGAACCGCCTCTTCCCACCTCGTCGC

-150 -140 -130 -120 -110 -100 -90
ATTTCAGCCCCATCACTCTCGTTTCCCACATTCGTTCACTCGTCATTGTCGGCCGTTGCA

—90 —80 TATA-Box -70 -60 -50 40Inr Element’> 30
GCCTTTTCCTTTTAATACGTCGCTTGTCTCCCCTGTTGGGGCAAAGTCTCTCGCTCATCA

-30 -20 Inr-Element -1|0 0 10 20 30

I | I | | I
ATCTCATCCTTATACGACTTCTTCGTCACAATGGCAGCACATCTCTTACTTGGCGCATTA

M A A H L L L G A L
I30 4|O 50

|
ATGCTGGGGTCCGCG
M L G S A

Abb. 52: 5’-terminaler Bereich des laccl-Gens. Eingezeichnet sind mdgliche Promotorelemente.
Wihrend die CAAT-Boxen eindeutig zu identifizieren waren, weichen alle ermittelten GC-Boxen und
Promotorelemente von der Konsensussequenz ab. Das MRE-Element entspricht der Konsensus-
sequenz. Zusétzlich ist ein TGGGTT-Motiv eingezeichnet, das fur pilzliche Promotoren spezifisch sein
soll. Der Pfeil Gber dem Inr-Element markiert den moglichen Transkriptionsstartpunkt. Das Frage-
zeichen kennzeichnet diejenige Kombination aus TATA-Box und Inr-Element, die den Konsensus-
sequenzen schlechter entspricht.
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Das bekannte 3’-terminale Ende von laccl wurde auf mogliche Polyadenylierungsstellen hin
untersucht (Abb. 53). Es wurden zwei Sequenzabschnitte gefunden, die der Konsensussequenz
ahnlich sind, jedoch nicht vollstandig mit ihr Gbereinstimmen. Eine Destabilisierungssequenz

gemal’ der Konsensussequenz wurde gefunden und eingezeichnet.

I1950 19|60 19|7O 19|80 19|90 20|OO 20|10

ATCGACAGTGGGTTGTAGCGGGGATGGTGTGCTGAGTGTTCTTTCTGCATAGCGACGGAG
I D S G L %

2010 2020 2030 Poly-A 2040 2050 2060 2070
GGGTGGGGAAGAGGACGGGGCTCCCAAATCAACGGGGAAGATTTTTTCTTGGAAATCAGG

2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130

CGTCTTGAGCTGCATGGGTATACCACGGTTTGAATCGACGGAACTAGAATGTATTCTGTG
Destabi-

2130 2140 21|50 lisierung 2160 2170 2180 2190

TAATCTCAGTCAGTGCTATGCCAAATTTAATGACGTACAAACATCCCTCTCTCATCTCGT
I2130 21|40 21|50 Poly-A 21|60 21|70 21|80 21|9O
CTTCCATATCTTCCATCCGCCAGGAATATCG

Abb. 53: 3’-terminaler Bereich des laccl-Gens. Eingezeichnet sind mdogliche Destabilisierungs-
sequenzen und Polyadenylierungsstellen (Poly-A). Letzere weichen von der Konsensussequenz ab.

3.4.2.2 Annotierte Sequenz des Gens lacc2

Die DNA-Sequenz des lacc2-Gens wurde vollstdndig aufgeklart. Das Gen umfasst 1696 bp und
enthélt zwei hypothetische Introns mit einer GroflRe von 58 und 141 bp. Da die Laccasegene vor
allem an den Enden kaum konserviert sind, ist das Startcodon durch Sequenzvergleiche nur
schwer zu finden. Unter Berlicksichtigung von Sequenzvergleichen und aufgefundenen Promo-
torstrukturen wurde das Startcodon gewahlt wie in Abbildung 54 gezeigt. Das aus dieser Se-
quenz resultierende Protein umfasst 498 Aminosauren. Umgerechnet ergibt sich ein Molekular-
gewicht von 54,61 kDa. Das hypothetische Protein enthélt 2 mogliche N-Glykosylierungsstellen
nach dem Muster N-X-T oder N-X-S (Nita-Lazar et al., 2005), wobei X jede Aminoséure auf3er
Prolin sein kann. Ein weiteres ATG circa 1000 bp stromaufwarts von cbsl kommt alternativ zu
dem gewdhlten Startcodon als Startcodon in Betracht, da in dessen Néhe ebenfalls Promotor-

strukturen, MRE-Bindestellen und eine N-terminale Signalsequenz vorliegen.

Kodierender Bereich des lacc2-Gens
In Abbildung 54 ist der kodierende Bereich des lacc2-Gens mit den hypothetischen Introns
dargestellt. Die Schnittstelle flir BamHI, welches zur Herstellung der Matrize fur die inverse

PCR verwendet wurde, ist eingezeichnet. Die Sequenz stromabwarts dieser Schnittstelle wurde
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uber das PCR-Produkt E2i-inv erhalten. Die Primer L2K dienten zur Kontrolle eines Sequenz-

abschnittes. Die inversen Primer sind ebenfalls in Abbildung 54 dargestelit.

0 10 20 30 40 50 60
ATGGCTTTCTTGATCAACAACCAGTTCCCCGGCCCGATGATCAAGGCCAACTGGGGTGAT
M A F L I N N QF P G P M I K A NW G D
60 70 80 %0 100 110 120
ACCGTTGTTGTCAAGCTCACCAACCTCCTGCCTAACTCCATCGACAACGGCACGTCGCTC
T VVV K L TN L L P NS I DNGT S L
120 130 140 150 160 170 180

| | | | | | |
CACTTCCACGGTGTCCGCCAGAACGGCACGAACGAGTACGATGGTGTCAGCTCCATCACC
CEGECEEACECSY ¢ ' v E Y D G V S s | T

180 190 200 22K 519 220 230 240

CAGTGCCCTCTTGCTCCCGGTGACACCATGACCTACACATGGCGCGCGACCAGCTACGGC
Q ¢ P L AP G DT WM T Y T W R A T S Y G

240 250 260 270 280 290  3-inv2i 300
TCGTCTTGGTGGCACTCTCACTTCTCCCTCCAGACCTACGAGGGTATGTTCGGTCCCCTC
ST s L. Q T Y E G M F G P L
300 310 320 3-L2K 330 340 350 360
'—

GTCATTGAGGGCCCCTCGACCCTTTCCTACGATGAGGAGCAGTTCGTTATCCTCCAGGAC
V1 EGUP S T L SY D EEQF V I L QD
360 370 380 390 400 410 420

| | | | | | |
TGGAACCACGCCACCGCCGACTCCCTCTTCGATGACTCTCAGGTCGTCGTTCCCGGCGTT
W N H A T A D S L F D D S Q VvV VvV VvV P G V

ﬁZO 4?0 4?0 4?0 4?0 4?0 4?0

CGCGGCGGTGGGCTCACTCTCGACACTGGTCTGATCAACGGCAAGAACGTGTGGGGCAAC
R 6 6 6 L T L DT G L I N G K N V W G N

480 490 500 510 520 530 540

| | | | | | |
GGCGGCGAGTACTGGTCCATGACCGTCACCCCGGGCAAGAGCTACCGTCTGCGCGTCCTC
G G E Yws ™M TV TP G K S Y R L R V L

540 550 560 570 580 590 600
AACGCCGCCATCCAGTCGACGTTCAAGTTCCACATTGACGGCCACTCCTTCCAGGTTATC
N A A Il Q S T F K F H I D G H S F Q V I

600 610 620 630 5-inv2i 640 5650 660

| | -

GCCATGGACTTTGTGCCCATCCACCCGTACACCACCGACATTGTCAGCGTCAACATCGGC
A°M D F V P I H P Y T TD I V S V N I
660 [ int | 670 680 690 700 710 720
CAACGCTACGACCTGATCCTGACCGCCAACCAGGCGCCCGCCAACTAC GATCCGCTCG
NG + A N Q AP AN Y W I R S
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720 730 740 750 760 770 780
GACAACCAGCAGCCCTGCGGCCAGCTCGAGCAGCCCAACGTCCAGGCCATCCTCAACTAC
D N Q Q P C GOQULTETZ QZ®PNUVIOQA I L NY
780 790 800 810 820 830 840
GAGGGCGTCAAGTTCGCCACGCCCACCACCACCGGCCTGAACTACCAACCCGACTGCTTG
E G V K F AT P TTTG L NY Q P D C L
840 850 860 870 880 890 900

GACGAGCCCTCGGCCAGCCTGGTGCCCTACCTCGCGCAGGACGCAGGCGCGCAGAGCGCC
b e P S A S L V P Y L A Q D A G A Q S A

900 910 920 930 940 950 960

GGCGAGTTCGTCGAGACGTCCATCATCGCCGCCAACGGCGCCGTGCCCAACCTCTACAAG
G E F V E T s | I AN A N G A V P N L Y K

960 970 980 990 1000 1010 1020

TGGACTCTCTCCGGCTCGACCTTCCAGGCCAACTGGAACGACCCCACGCTCTTCAGCATC
wW T L S G S T F QA ANWNUD P T L F S I

I1020 1o|30 1o|4o 1o|50 10|60 1o|7o 10|80
TGGTACGATGGCGATGTGCCGCAGTACGGCGGCGACCTGACCGTCGAGCTCCCCAACGCC
W Y D G DV P QY G G D L TV E L P N A

I1080 10|90 11|oo 11|10 11|20 11|30 11|4o
GGCGAATGGGTCTACTTCGTCATCGACTCGCCCATGCCCCTGCCCCACCCCATCCATCTC
G E W VY F V I DS P M P L P

}140 11FO 1%60 1%70 1%80 1%90 1%00

CACGGCCACGACTTCCTCCTCCTCGCCTCCGGCGTCGGCACCTACTCCGCGGACGTGCCT
Bl - . L L AS GV G T Y S A DV P
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
CTCCAGCTCACCAACCCGCCGCGCCGTGACGTCGCCGTCATGCCCGCCGACCCGCTCACT
L Q L T NP PRI RUDVA AV MUPAUDUPILT
1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
GGCTCCGGTGGCTACCTCGTCGTCGCCTACCAGGTCAGCAACCCGGGTGTCTGGCTCATG
G S G G Y L VV A Y Q V S NP GV W L M
13208 1330 1340 1350 1360 1370 1380

CACTGCCACATTGGCTGGGTAAGTTTTTCCCTCAAAACAAGTCCCAAGAAAACACAAAGC
H C H G W

}380 13?0 14PO 1ﬁ10 1ﬁ20 1ﬁ30 1ﬁ40

TAACATACTCCCGCAGCACAACACGATGGGCTTCGCGCTCCAGATTGTCGAGATGATCGA
NTMGALQIVEMID

}440 14F0 lﬁGO 1ﬁ70 1ﬁ80 1ﬁ90 1%00
CTCGATCAAGATCGAGAATACCTGCCAGCTGCAGGAGACGTGCGTGAACTGGCTCAACTA
S I K |1 E N T C Q L Q E T C€C V N W L NY
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}500 1590 lﬁZO 1%30 1ﬁ50 1%50 1%60
CGCCAACGCCAACTCCATCTTCGACGCGCCCTTCGACGACGGTGTATAAACGGCCACAAT

A N A N S | F D A P F D D G
1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620

CCCCAATTAAATTGAATCGAACI [TTCTT ICCI [T IGGTTATTGACAAGGAGATTTGGAA

1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
GGGGAGGGGAAACAAACCTCGACACCCGCCTTCTCTTGGGGGTTTTCTTTTTGTGTGATT

}680 16?0 17PO
TGAGAGTGGAGGATGA
S G G

Abb. 54: Annotierte Gensequenz des Laccasegens lacc2 (AY351909). Dargestellt ist die vollstandige
Sequenz des lacc2-Gens, das ausgehend von genomischer DNA amplifiziert worden ist. Eingezeichnet
sind die cbs-Regionen und die int-Region (schwarz hinterlegt), sowie die Primer, die fur die inverse PCR
verwendet wurden. Die Primer L2K wurden fir eine Kontroll-PCR verwendet. Durch Sequenzvergleiche
wurden hypothetische Introns gefunden, welche unterstrichen dargestellt sind. Ebenso ist eine Schnitt-
stelle fur das Restriktionsenzym BamHI eingezeichnet. Potenzielle N-Glykosylierungsstellen sind
unterstrichen. Eingerahmt ist eine flir das Redoxpotential wichtige Aminosaure.

5’- und 3’-terminale Bereiche des lacc2-Gens

Es wurden zwei mogliche 5’-terminale Bereiche des lacc2-Gens untersucht, da nicht sicher ist,
welches der beiden Startcodon zu diesem Gen gehort. In Abbildung 55A ist der 5°-terminale
Bereich dargestellt, der vor einem hypothetischen Startcodon liegt, welches mehr als 1000 bp vor
der cbs1-Region des dazugehodrigen Gens liegt. Dieses Startcodon wurde trotz seiner Entfernung
zu cbsl Erwégung gezogen, da der 5’-terminale Bereich einige Promotorelemente tragt wie ein
MRE-Element, welches der Konsensussequenz nach Galhaup et al. (2002) entspricht, so wie eine
mogliche TATA-Box, ein CACCC-Element, eine CAAT-Box und eine GC-Box. CACCC-
Element und CAAT-Box kommen jedoch auf Grund ihrer Lokalisation in unmittelbarer Nahe
zum Transkriptionsstartpunkt eigentlich nicht als Regulationselemente in Betracht. Zudem konnte
eine N-terminale Signalsequenz nachgewiesen werden, wenn die Sequenz, die in 3’-Richtung an
dieses Startcodon anschlief3t, in die Proteinsequenz umgeschrieben wurde.

Zur Ubersetzung des gesamten Gens in die Proteinsequenz wurde ein Startcodon gewahlt, das
naher an der chsl-Region und mit dieser im Leserahmen liegt. Der 5’-terminale Bereich vor
diesem Startcodon ist in Abbildung 55B gezeigt. Der Bereich enthélt eine CAAT-Box, zwei GC-
Boxen, die der Konsensussequenz entsprechen und zwei CACCC-Elemente, von denen die bei
-170 auf Grund ihrer Lage eher als Regulationselement in Frage kommt. Ein MRE-Element war
nicht nachweisbar. Ebenso sind eine hypothetische TATA-Box und ein hypothetisches Inr-
Element eingezeichnet. Bei beiden 5’-terminalen Sequenzabschnitten wurde keine der Kon-

sensussequenz entsprechende Ribosomenbindestelle gefunden.
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(A)
|-280 -2|70 -2|60 -2|50 -2I40 -2|30 -2|20
CATGGGCCCGGGGGCTTTCTCTCATATGTATGGGGTGGTAACGCTGCGGCGCCGCCCTTC

-220 -210 -200 -190 -180 -170 MRE -160
CCTCTCCCTCTTCCCTCTTCCATCTCGTTCTTCTCCTTTGEGTGCGACTGTTCSEASEE

—160 -150 —140 -130 -120 -110 -100
TCTCTCTCCTACACACACCTCTCCAGTATCGGCTTCACTCGTTCAGCCGGACTGCCCGTT

l—lOO -SEI)O -8|0 -7|O -6|0 -5|O TATA-Box -4}0
TCCTTGACACTGTCTTTCACTCGATCAGATACTACTACTACTCGTTTACTICTAATTCTT

-40 30 -20 10 0 20 30

ATTACCTCTTGGATTGCMCCCGCGACGCGACCGACAATGAAGACGGCCATCGCCGCA
M K T A I A A

(B)

-400 -390 -380 -370 -360 -350 -340

| | | | | | |
GGTAAGTCTGGACCACTACCATCACCGAATCCATCACCGTCATCCCGCACGAGAAGTCCT

|-34O -3|30 -3|20 -3|10 -3|00 -2|90 -2|80
ACTCCTGGGGACAGTGGACCTCCAAGTACACTTCCTACGAGTCTCAGACCAACACCGGCG

|—280 -2|70 —2|60 -2|50 -2|40 -2|30 -2|20
AGTGGACCGTGACCAACACCGGCGLGCCCTCGTACCCGACCACGGCGLCGCCTGCCACCAG

-220 -210 -200 -190 -180 -170 -1I60
CACCGTCCCGTTTACCACCTTCAAGCCCAAGTCGTGCACTTCGGGTAMCTCCCGGC

|-160 -1:50 -1I40 -1|30 -1|20 -1I10 -1|00
CCCGTCGTCTTGCGTGCCCTGCCAGGGCCAAGGCTCCGGCCCATGGTGTGGACTGACTCT

l—lOO —9|O —8|O -7IO -6|0 -E?O TATA-Box -L}O
TGACGATGACTGGTATGAGGTCGCGCCCAATACTTGCAACGTTGTTGAGTACAACTGGAA

I—4O _?TO Inr—EIement—ZIO v —1IO (I) 2|O 3|O
CCT¥NHEeAAGGCGCCTCGTCTCTCCCGACGGCGTTGAGCGTATGGCTTTCTTGATCAACAAC
M A F L | N N

Abb. 55: 5’-terminaler Bereich des lacc2-Gens. (A) Mdgliche Promotorelemente stromaufwaérts eines
hypothetischen Startcodons, das circa 1000 bp vor der cbsl-Region des lacc2-Gen liegt. (B) Mdgliche
Promotorelemente stromaufwarts vor dem als Startcodon festgelegten ATG, das fiir die Ubersetzung in
die Proteinsequenz verwendet wurde. Wéhrend die CAAT-Boxen eindeutig zu identifizieren waren,
weichen alle gefundenen GC-Boxen und Promotorelemente von der Konsensussequenz ab. Das MRE-
Element entspricht der Konsensussequenz. Der Pfeil (ber dem Inr-Element markiert den mdglichen
Transkriptionsstartpunkt.

Das bekannte 3’-terminale Ende von lacc2 wurde in Hinsicht auf mdgliche Poly-
adenylierungsstellen untersucht (Abb. 56). Es wurde ein Abschnitt gefunden, der der
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Konsensussequenz &hnlich ist, jedoch nicht vollstandig mit ihr Gbereinstimmt. Eine Destabi-

lisierungssequenz gemald der Konsensussequenz wurde gefunden und eingezeichnet.

I1700 17|10 17|20 17|30 17|40 17|50 17|60
TTTTGTGTGATTTGAGAGTGGAGGATGAAGTGGAGGATGAATTTGAACGCGCTGGTGCAT
S G G %
Destabili-
1760 1770 1780 1790 1800 sierung 1810 1820

CAGATGGTCATCCAATGATACTGTGTACAGAGATCAAACAG CTGCAAATTTAATTCGTGG

1820 Poly-A 1830 1840 1850 1860 1870 1880
TGATAAAAACAAGACCTTCCTTTCCAGTGTTATGCGTGTAGGCTCGTCTCGCTTGTATGT

I1880 18|9O 19|OO 19|10 19|20 19|3O 19|40
CTTCTACAATGTAGGCACTTTTGCATGAATCAATCATTCAAATCATATCCGACATTGTTG

Abb. 56: 3’-terminaler Bereich des lacc2-Gens. Eingezeichnet sind mdgliche Destabilisierungs-
sequenzen und Polyadenylierungsstellen (Poly-A). Letzere weichen von der Konsensussequenz ab.

3.4.2.3 Annotierte Sequenz des Gens lacc3

Von lacc3 ist nur eine Teilsequenz bekannt. Das bekannte Stiick umfasst die Kupferbinde-
regionen cbs2 und cbs3 und ist 1282 bp grof? (Abb. 57). In der Darstellung wurden unvollstan-
dige Codons am 5’-Ende und am 3’-Ende weggelassen, um den Leserahmen zu wahren. Das
Genfragment enthdlt ein hypothetisches Intron mit einer Gréf3e von 55 bp. Das aus dieser
Sequenz resultierende Teilprotein umfasst 408 Aminosduren. Umgerechnet ergibt sich ein Mo-
lekulargewicht von 45,22 kDa. Da das 5’-Ende nicht bekannt ist, konnte der Promotorbereich
nicht untersucht werden. Die Schnittstellen fir Smal, welches zur Herstellung der Matrize fur
die inverse PCR verwendet wurde, sind eingezeichnet, ebenso wie die inversen Primer. Das
hypothetische Protein enthdlt 5 mogliche N-Glykosylierungsstellen nach dem Muster N-X-T

oder N-X-S (Nita-Lazar et al., 2005), wobei X jede Aminosaure aufRer Prolin sein kann.

0 10 20 30 40 50 60
| | | | | |
CCGGGCGTCAGCCAGTGCCCGATTGCGCCTGGCGAAACGTACACGTACAGGTTCLCGLGCC
P GV S Q ¢C Pl AP GETYTYRFRA
60 70 80 90 100 110 120

| | | | | | |
GACCAGTTCGGCTCGAGCATGTACCACGCACACTACAGCGCGCAGTACACCGCCGGEGTC
D @ F ¢ S MIREINWE s A~ Q Y T A G V

I120 1I|30 1£|10 1|50 1|60 1?0 l€|30
TATGGCGCCATGATCACGTACGGCCCGACGCAGCTCGATTACGACATCGATGTCGGCCCG
Y G A M I T Yy G P T Q L D Y D I D VvV G P
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}80 1?0 2?0 2%0 2%0 2?0 2?0
GTGATCGTCAGCGACTGGAACCACATCCCGTACTTCAGCATTGTGCAAAATGTCATGACG
v |1 Vv S D W N H I P Y F S I vV Q N VvV M T
F4O 2?0 2?0 2?0 2?0 2?0 3?0
ATGAACATGTCCGAGTACCCGACGTACAGCGATAGCGGACTGATCAACGGTCGTGGACGC

M N M § E Y P T Y S D S G L I N G R G R
300 310 320 330 340 350 360

I | | I | | I
TTCGACTGCTCCAAGCCTTCGTATGGACAGAGCTTCAACGATTCGAACTGGCTTGCGAGC
F D C S K P S Y G Q S FND S N W L A S
FGO STO 3?0 3?0 4?0 4}0 4%0
AACTACCCTTCCACGCTGCAATGGTCTTGCGTTGATGACGCGCAGAGGTCGCAGTTTCGC
N Y P S T L Q W S C€C V D D A Q R S Q F R
ﬁZO 4?0 4?0 4?0 4?0 4?0 4?0
TTCCAGAGCGGGAAGACGCATCGGCTGCGGTTGATGAATGTTGGTGCTGATGGTAAGTCA

F Q S 6 K T H R L R L M N V G A D
480 490 500 510 520 530 540

| | | | | | |
ATCTCCGAGTGCGTAACATGTTGGCGGTAATACTAACGACTCGACAGGCTTCCAAAGATT
G F Q R F

F4O 5?0 5?0 570 5?0 5?0 690

TTCCATCGATGGACACACCATGACAGTCATTGCCCTCGACTACGTTCCCGTGCAGCCATA
s I b G H T M TV I A L DY V P V Q P Y

600 610 620 630 int 640 650 660

| | | | | | |
CACCACCGATTCGATCATGCTCGGCATCAGCCAGCGCGCAGACGTGCTCATCACCGCCGA

T T Dbs I ML 6 | SECECENNYNIPEEAYNE ™ A D
660 670 3-inv3i 680 690 P 700 3-inv3i-2 710 720

[« f f | < f f |
CGCATCCTCCACCTCCTCCTTCTGGATGCGCTCCGAGCTCCTCAATGCCGCAACATGCGG
A S S T S S F W M R S E L L N A A T C G

720 7?0 7?0 7?0 7?0 7?0 7?0

CGGCCTTGCGCCACCCGGAATCAACGAATTCCCCATCTTCGCCGAAGTCTACTACGAAGA
G L AP P G I N E F P I F A E V Y Y E D

780 790 800 810 820 830 840

| | | | | | |
CGCCGACACCACCCTCGAGCCCGTGTCCACCACCACCGTCAAGAGCACCAGCTGCAACAA
A D T T L E P V S T T T V K S T S C N N
?40 8?0 8?0 870 8?0 8?0 9?0
CGCGCCCATCGACATCACGCAACCGGAATACGTCATCCCGCCCAGCACGCAGCCCTTCTA
A P I D I T Q P E Y V | P P S T Q P F Y
900 910 920 930 940 950 5-invai 9?0

I | I I | |
CCAAGACCTCGTCCTCACCATGACCGTCAACGATACCGGCTCCTGGGAATGGGAAATCAA
Q b L v L T M T V N DT G S W E W E I N
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960 5’-inv3i 970 980 990 1000 1010 1020

»

CGGCCAGACCTACCGCGCAGACTACAACAACCCGCTGCTCTACGACGCCGCCGACGGCCA
G Q T ' Y R A DY N NP L L Y D A A D G Q

1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
AACCTCCTTCCCCTCCGACCCGCAGTACAACCTCTACAACTTCGCCTCCAACACGTCGGT
T S FP S DP QY NILYNFASNT S V
1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140
CGTGCTCAACATCACCAACGCCACCCCCTTCCCCCACCCCATCCACATGCACGGGCACAA
voron 1 7T N A T P F P TG N
1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

CTTCTACGTGCTCAACGTCGGCGGTGTCGGCGCGCCGTGGGACGGCAGCACCGTCAACCC
F Yy v L NV GG G V GA P WD G S T V NP

I1200 12|10 12|20 12|30 12|40 12|5O 12|60
GACGAACCCGCTGCGCCGCGACGTGCAGATTGTGCCGCCGCTCGGCTTCATTGCGATTCA
T NP L R R DV Q I V P P L G F I A 1 Q
1260 1270 1280

| |
GTTTGAAGCGAACAACCCG
F E A N N P

Abb. 57: Annotierte Gensequenz des Fragments des Laccasegens lacc3 (Zugangsnummer
DQ060098). Dargestellt ist der bekannte Teil des lacc3-Gens, der ausgehend von genomischer DNA
amplifiziert worden ist. Der N-terminale und C-terminale Abschnitt des Gens sind nicht bekannt.
Eingezeichnet sind die cbs-Regionen und die int-Region (schwarz hinterlegt), sowie die Primer, die fir
die inverse PCR verwendet wurden. An den Enden der bekannten Sequenz liegen Smal-Schnittstellen.
Sie begrenzen die bekannte Sequenz, weil dieses Enzym zur Herstellung der in die inverse PCR ein-
gesetzten Restriktionsfragmente verwendet wurde. Durch Sequenzvergleiche wurde ein hypothetisches
Intron gefunden, welches unterstrichen dargestellt ist. Potenzielle N-Glykosylierungsstellen sind
ebenfalls unterstrichen.

3.4.2.4 Annotierte Sequenz des Gens lacc4

Von laccd ist nur eine Teilsequenz bekannt. Das bekannte Stiick umfasst die Kupferbinde-
regionen cbsl und cbs2 und ist 409 bp grolR (Abb. 58). In der Darstellung wurde am 5’-Ende ein
unvollstandiges Codon weggelassen, um den Leserahmen zu wahren. Das Genfragment enthalt
kein Intron. Das aus dieser Sequenz resultierende Teilprotein umfasst 136 Aminosauren mit
einem umgerechneten Molekulargewicht von 15,03 kDa. Da das 5’-Ende nicht bekannt ist,
konnte der Promotorbereich nicht untersucht werden. Die Schnittstellen fiir Stul, welches zur
Herstellung der Matrize fur die inverse PCR verwendet wurde, sind eingezeichnet, ebenso wie
die inversen Primer. Das hypothetische Protein enthalt 2 mdgliche N-Glykosylierungsstellen
nach dem Muster N-X-T oder N-X-S (Nita-Lazar et al., 2005), wobei X jede Aminoséure aul3er

Prolin sein kann.
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0 10 20 30 40 3-invl/i2 50 60

| | | < } } |
GGCCTIATCGTTCCACTGGCACGGCCTGTCAATGCGAGGGGCCAACGAAATGGACGGAGCA
G L s F AAEINEYE: ¢ A N E M D G A

60 70 80 5-invl/2 90 100, 110 120
| | |
GTGGGCATTACCAACGACCCGATACCCGTCAACGGATCCTTCATCTACGATTTTAGAGTG
VG I T NDJZP 1 PV NG S F I Y DFR V
120 130 140 1&|30 160 170 180

| | | | | |
GAAGACGGCCAAAGCGGGACATTCTGGTATCATTCTCACAACCATCTACAACGAGCCGAA
E D G Q s ¢ NN - L Q R A E

}80 1?0 2?0 2%0 2%0 2?0 2?0

GGCTTGTATGGAGGCTTGATTGTGCACAAACCCAAGCCATGGTGGGAGAGCAGAGACGAA
G L ¥y G 6L I vV H K P K P W W E S R D E

240 250 260 270 280 290 300

| | | | | | |
GCCGCAGAGCATCTGGTCATGCTTGGAGACTGGTACCATCGCACAGCCGGCGAGGCGTTG
A A E H L V M L G DW Y HR TA G E A L

FOO 3}0 3%0 3?0 3?0 3?0 3?0
AAGTTCTTTTCGCATCCGGGCGCTTTTGGGAATGAGGCTGTTCCGGATAGCATTCTTGTC

K F F S H P G A F G N E A V P D S I L V
360 370 380 390 400

| | | | |
AACGGACATGGAGCTTACAACTGCTCTGATGCTGTTGCTGCGAGGCCT
N G H G A Y N C S D A V A A R P

Abb. 58: Annotierte Gensequenz des Fragments des Laccasegens lacc4 (DQ060098). Dargestellt
ist der bekannte Teil des lacc4-Gens, der ausgehend von genomischer DNA amplifiziert worden ist.
Der N-terminale und C-terminale Abschnitt des Gens sind nicht bekannt. Eingezeichnet sind die cbs-
Regionen (schwarz hinterlegt), sowie die Primer, die fur die inverse PCR verwendet wurden. An den
Enden der bekannten Sequenz liegen Stul-Schnittstellen. Sie begrenzen die bekannte Sequenz, weil
dieses Enzym zur Herstellung der in die inverse PCR eingesetzten Restriktionsfragmente verwendet
wurde. Potenzielle N-Glykosylierungsstellen sind unterstrichen.

3.4.3 Eigenschaften der Laccasesequenzen

Bei der Auswertung auf Aminosaureebene muss bedacht werden, dass die Proteinsequenz nur
indirekt, d. h. Gber eine computergestiitze Umschreibung der DNA-Sequenz ermittelt wurde.
Aus diesem Grund missen die von den Laccasegenen laccl-4 kodierten Genprodukte, die mit
Laccl-4 bezeichnet werden, als hypothetisch aufgefasst werden. Ob es sich bei diesen Gen-
produkten wie postuliert um die Laccasen I-1V handelt, ist zurzeit noch unklar.

Mit Hilfe von Computerprogrammen l&sst sich die Hydrophobizitdt und die Aminosdure-
zusammensetzung dieser hypothetischen Laccasen bestimmen. Auch eine N-terminale Signal-
sequenz zum Export der Proteine kann aufgespurt werden. Bei der Analyse von Lacc4 ist zu
beachten, dass diese Sequenz nur ein kurzes Stlck des eigentlichen Proteins umfasst und

deshalb die Ergebnisse nicht fur das gesamte Protein reprasentativ sein missen.
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3.4.3.1 Anwesenheit von Signalsequenzen fiir den Proteinexport

Die von den vollstandig bekannten Genen laccl und lacc2 kodierten Proteine Laccl und
Lacc2 wurden mit Hilfe des Computerprogramms SignalP (Bendtsen et al., 2004) daraufhin
untersucht, ob sie eine N-terminale Signalsequenz flir den Export des Proteins aufweisen. Fur
Laccl wurde eine Signalsequenz gefunden (Abb. 59A). Fur Lacc2 wurden verschiedene Start-
codons untersucht. Eine Signalsequenz wurde nur hinter einem Startcodon gefunden, welches
mehr als 1000 bp stromaufwarts von cbsl liegt (Abb. 59C, vergleiche auch Abb. 55). In un-
mittelbarer N&he zu dem zum Umschreiben der DNA-Sequenz genutzten Startcodon war keine
Signalsequenz nachweisbar (Abb. 59B).

Da es auch interne Signalsequenzen gibt (Stryer, 1995), die mit diesem Programm nicht erfasst
werden kénnen, wurde mit dem Computerprogramm SecretomeP die Wahrscheinlichkeit daftr
ermittelt, dass Lacc?2 trotz fehlender N-terminaler Signalsequenz ein extrazelluléres Protein ist.
Bei einem Wert grofRer als 0,6 ist davon auszugehen, dass das untersuchte Protein sezerniert
wird, auch wenn es keine N-terminale Signalsequenz aufweist. Fir Lacc2 lag dieser Wert bei
0,842. Von Lacc3 und Lacc4 ist der N-terminale Teil nicht bekannt und konnte deshalb nicht
untersucht werden. Zur Kontrolle durchgefuhrte Analysen mit SignalP lieferten keine Signal-
sequenzen in den Fragmenten (nicht gezeigt). Die von SecretomeP gelieferten Werte lagen bei
0,762 und 0,723 fur Lacc3 und Lacc4. Die dargestellten Diagramme (Abb. 59) wurden mit dem
NN-Model (neural network) erstellt. Der C-Score zeigt die Wahrscheinlichkeit einer Schnitt-
stelle (Cleavage Site) an, der S-Score die Wahrscheinlichkeit einer Signalsequenz und der
Y-Score ergibt sich aus einer Kombination der beiden Werte. Die angegebenen Werte fiir die
Signalpeptidwahrscheinlichkeit und Spaltungsstellenwahrscheinlichkeit wurden Uber das
HM-Model (hidden Markov) errechnet.

Zusétzlich wurde mit Hilfe des Computerprogrammes Psort die wahrscheinliche Lokalisation
der Proteine Laccl und Lacc? ermittelt, wobei dieses Programm vor allem die Anwesenheit ver-
schiedener Signalsequenzen Uberpriift. Fur Laccl ergab sich, wie die Anwesenheit der N-termi-
nalen Signalsequenz erwarten liel3, eine 77,8 %ige Wahrscheinlichkeit fir die Lokalisation im
extrazellularen Raum einschliellich der Zellwand. Als weitere Moglichkeit wurde mit 22,2 %
die Vakuole angegeben. Lacc2 dagegen ist mit 69,6 %iger Wahrscheinlichkeit im Cytoplasma
lokalisiert. Zusétzlich angegeben sind mit 17,4 % der Zellkern und mit je 4,3 % die Vakuole, die
Mitochondrien und die Vesikel des sekretorischen Systems, wobei zumindest der Zellkern und
die Mitochondrien nach heutigem Stand der Forschung als Kompartiment fur Laccasen aus-

geschlossen werden koénnen.
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Position

Abb. 59: Mdgliche N-terminale Signalsequenzen von Laccl (A) und Lacc2 (B, C). Die Sequenzen,
die das fertige Genprodukt fir den Export markieren, wurden mit Hilfe des Programms SignalP
(Bendtsen et al., 2004) aufgefunden. Angegeben sind die Wahrscheinlichkeiten fur Signalpeptid und
Spaltungsstelle. Die wahrscheinlichste Spaltungsstelle ist markiert (A ). Fir Lacc2 sind zwei mogliche
N-Termini untersucht worden, von denen in (B) dasjenige dargestellt ist, welches ndher an cbsl liegt
(siehe auch Abb. 55).
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3.4.3.2 Hydrophobizitatsprofile

Der Kyte-Doolittle-Plot dient zur Analyse der Hydrophobizitatsverteilung eines Proteins. Die
gewahlte Fenstergrofie von 21 Aminosauren (Anzahl von Aminosauren, Gber die gemittelt wird)
ist geeignet, um hydrophobe Membrandoménen ausfindig zu machen. Diese haben einen
Hydrophobizitatsindex von ber 1,6 und sind somit bei allen vier untersuchten Sequenzen nicht
vorhanden (Abb. 60). Deutlich zu erkennen ist dagegen die N-terminale Signalsequenz von
Laccl, die eine sehr hohe Hydrophobizitat aufweist (Abb. 60A). Lacc2 weist keine hydrophobe
Signalsequenz auf, doch liegt eine Signalsequenz weiter stromaufwarts (siehe 3.4.3.1), welche in
Abbildung 60C zusatzlich gezeigt wird (kleines Bild).

Vergleicht man alle vier Hydrophobizitatsprofile und berucksichtigt, welche Teilsequenzen von
Lacc3 und Lacc4 bekannt sind, so l&sst sich feststellen, dass alle Profile einen &hnlichen Verlauf
aufweisen. Sie besitzen drei besonders hydrophile Bereiche, die am Anfang, in der Mitte und
kurz vor dem Ende der Proteinsequenz liegen. Bei Laccl handelt es sich um die Bereiche um
Position 60, 220 und 500, bei Lacc2 liegen diese um 50-80, 230 und 400, bei Lacc3 um die
Bereiche 100-150 (entspricht dem mittleren Bereich) und 300 und bei Lacc4 um den Bereich
50-100 (vorderer Bereich). Der C-Terminus von Laccl und Lacc? ist dagegen deutlich hydro-
phob. Bei Lacc3 und Lacc4 konnte dieser Teil nicht untersucht werden, da der entsprechende
Sequenzabschnitt noch unbekannt ist. Von verfligbaren Sequenzen anderer Laccasen wurden
ebenfalls Hydrophobizitétsprofile erstellt und mit denen der H. acidophila-Laccasen verglichen
(nicht gezeigt). Hierbei zeigte sich, dass die untersuchten Laccasen kein einheitliches Profil
aufwiesen und sich somit alle in ihrer Hydrophobizitatsverteilung von den Laccasen von

H. acidophila unterschieden. VVor allem der hydrophobe Bereich am C-Terminus fehlte.
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Abb. 60: Hydrophobizitatsprofile der hypothetischen Laccasen von H. acidophila. Die Profile
wurden im Computerprogramm BioEdit nach dem Kyte-Doolittle-Algorithmus (1982) berechnet.
Dabei wird jeder Aminosaure ein Hydrophobizitatsindex zugeordnet. Je positiver der Wert, desto
hydrophober ist die Aminoséure. Zur Erstellung der Grafik wurden die Werte tber 21 Aminoséuren
gemittelt (FenstergroRe = 21 Aminoséduren). Flr Lacc2 ist zusétzlich ein alternativer N-Terminus mit
Signalsequenz dargestellt, von dem nicht bekannt ist, ob er zu Lacc2 gehort (vergleiche Abb. 55).
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3.4.3.3 Aminosdurezusammensetzung und Anpassung an saure Umweltbedingungen

Die Aminosdurezusammensetzung von Laccl, Lacc2, Lacc3 und Laccd wurde bestimmt.

Anschlielend wurden die sauren (Asp, Glu) und die basischen Aminosauren (His, Lys, Arg),

die Aminderivate (Asn, GIn), die aromatischen (Phe, Trp, Tyr), die kleinen aliphatischen (Ala,

Gly, Pro), die grofRen aliphatischen (lle, Leu, Val), die aliphatischen und Hydroxylgruppen

tragenden (Ser, Thr) und die aliphatischen und Schwefelgruppen tragenden Aminosauren

(Cys, Met) zusammengefasst und ihr Anteil an der Proteinzusammensetzung in einem

Kreisdiagramm dargestellt (Abb. 61).
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Abb. 61: Aminosaurezusammensetzung von
Laccl, Lacc2, Lacc3 und Lacc4. Die Amino-
sduren sind in Gruppen nach ihren Eigenschaften
zusammengefasst. Hydrophobe Aminoséduren
sind rot dargestellt, hydrophile blau.

Lacc?2
3% gy

11%

12%
22%
14%
23%
Lacc4
3% 12%

16%

26%

msaure AS

m basische As

O Aminderivate

O Hydroxylgruppen
mkleine aliphatische AS
@ aliphatische AS
maromatisch AS

| Schwefelgruppen

137



3 Ergebnisse

Laccl, Lacc2 und Lacc3 weisen eine sehr ahnliche Aminosaurezusammensetzung auf, wobei
der Anteil der hydrophoben Aminosauren etwas hoher ist als der der hydrophilen Aminosauren.
Innerhalb der hydrophoben Aminosduren nehmen die kleinen, aliphatischen Aminosdauren den
grofiten Anteil ein, innerhalb der hydrophilen Aminosduren stellen die Aminosduren mit
Hydroxylgruppen die gréRte Fraktion. Basische und saure Aminosauren sind mit hochstens 3 %
Unterschied fast gleich héufig vertreten. Das Fragment von Lacc4 weist im Wesentlichen die
gleiche Aminoséurezusammensetzung auf wie die anderen Laccasen von H. acidophila, nur ist
der Anteil an hydrophoben Aminosduren insgesamt hoher. Auch der Anteil der geladenen
Aminosauren ist deutlich hoher als bei den anderen Laccasen, wobei das Verhaltnis von
basischen und sauren Aminosduren ahnlich ist.

Zudem wurden die Laccasen von verschiedenen anderen Organismen auf die gleiche Art
untersucht. Da acidophile Proteine tendenziell mehr hydrophobe und weniger geladene
Aminosduren aufweisen sollen (Yang & Haug, 1979; Schwermann et al., 1994), wurde flr
jede untersuchte Laccase der Anteil an hydrophoben und geladenen Aminosauren ermittelt
und in einem Balkendiagramm dargestellt (Abb. 62). Aus diesen Werten wurden auRerdem
Mittelwerte berechnet, um sie mit den Werten der H. acidophila-Laccasen vergleichen zu
kdnnen. Es zeigte sich, dass der Anteil an hydrophoben Aminosduren bei den Laccasen von
H. acidophila ahnlich hoch ist wie bei den anderen untersuchten, nicht an saure Bedingungen
angepassten Laccasen (Tab. 19). Der Anteil an geladenen Aminosauren ist dagegen — von
Lacc4 abgesehen — deutlich niedriger als bei diesen Laccasen. Die Mittelwerte der hydro-
phoben Aminoséuren der nicht-acidophilen Laccasen liegen bei 55,8 %, die der geladenen
Aminosauren bei 19,2 %. Die Proteine Laccl, 2 und 4 bestehen zu circa 58 % aus hydro-
phoben Aminoséauren. Bei Lacc3 liegt der Anteil mit circa 55 % hydrophoben Aminoséuren
etwas niedriger (Tab. 19). Die Proteine Lacc1-3 weisen zwischen 15,5 % und 16,5 % geladene
Aminosauren auf, das Fragment von Lacc4 dagegen fast 26 %. Fur Laccl-3 ist die Anzahl an
geladenen Aminoséuren somit zwischen 14 % und 18 % niedriger als beim Durchschnitt der
untersuchten Laccasen (Abb. 62). Insgesamt sind jedoch die Schwankungen zwischen den
Werten der einzelnen nicht-acidophilen Laccasen sehr gro3 (Abb. 62). Der bekannte Teil von
Lacc4 ist fir eine représentative Auswertung der Aminosdurezusammensetzung sicherlich zu
kurz.

Da nach Eckert & Schneider (2003) vor allem der Anteil der positiv geladenen Aminosauren
Lysin und Arginin bei acidophilen Proteinen verringert sein soll, wurden diese noch einmal
gesondert untersucht (Tab. 19). Der Lysingehalt liegt fir alle Laccasen aus H. acidophila

deutlich unter dem Mittelwert der nicht-acidophilen Laccasen von 2,9 %, wahrend der
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Arginingehalt nur fiir Laccl und Lacc2 niedriger liegt als der Mittelwert von 3,4 %. Besonders
deutlich ist dieser Unterschied bei Lacc2. Der Arginingehalt von Lacc3 ist fast gleich dem
Mittelwert, der von Lacc4 ist sogar hoher, wobei hier wieder zum Tragen kommt, dass es sich
nur um Teilsequenzen handelt.

Tab. 19: Anteil hydrophober und geladener Aminosauren (AS) an den Sequenzen von Laccl-4.
Angegeben ist der Anteil der Aminoséauren an der Gesamtsequenz und die Reduktion der geladenen
Aminoséuren in Relation zum Mittelwert (nicht-acidophile Laccasen). Werte in Klammern beziehen

sich auf das hypothetische Laccl-Protein nach Abspaltung der Signalsequenz (Graue Balken dienen der
Lesbarkeit).

Laccl Lacc?2 Lacc3 Lacc4 Mittelwert
nicht-acidophil

Anteil hydrophober AS 58,3 % (57,4 %) 58,4 % 55,4 % 58,9 % 55,8 %
Anteil geladener AS 16,5 % (16,8 %) 15,9 % 15,7 % 25,7 % 19,2 %
Reduktion (geladene AS) | 14,1 % (12,5 %) 17,2 % 18,2 % keine

Lysingehalt 22% (2,3 %) 1,6 % 0,7 % 22 % 2,9 %

Reduktion (Lysingehalt) | 23,7 % (21,6 %) | 43,9 % 74,2 % 23,0 %

Arginingehalt 3,2 % (3,3 %) 1,8 % 3,4 % 4,4 % 3,4 %
Reduktion (Arginingehalt) 7,0 % (4,4 %) 47,4 % keine keine
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Abb. 62: Anteile der hydrophoben (grau) und der geladenen Aminosauren (schwarz) an der Pro-
teinsequenz von Laccasen aus verschiedenen Pilzen. Untersucht wurden neben den Laccasen aus
H. acidophila Laccasen aus folgenden Organismen: Ascomycetische Pilze — Cryphonectria parasitica
(Q03966), Colletotrichum lagenarium (Q9C497), Gaeumannomyces graminis var. tritici (Q8TFE2) und
var. graminis (Q8TFEL), Neurospora crassa (P06811), Podospora anserina (P78722), Melanocarpus
albomyces (Q70KY3), Mycosphaerellaspec. (Q8J240), Fusarium proliferatum (AAK72900),
Aspergillus nidulans (tilA, CAC59820), A. fumigatus (AAF03349), A. nidulans (CAA36787) Botrytinia
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fuckeliana (AAK77952), Phaeosphaeria spartinicola (Q8J251), Buergenerula spartinae (Q8J239),
Stagonophora spec. (Q8J247) und Phaeosphaeria halima (AAN17300). Basidiomycetische Pilze —
Trametes hirsutus (A35883), Phlebia radiata (CAA36379), Cryptococcus neoformans (A36962).
Bakterien — Marinomonas mediterranea (AAF75831). Die Sequenzen der Laccasen aus folgenden
Organismen sind nicht vollstandig: M. albomyces, F. proliferatum, P. spartinicola, P. halima,
Stagonophora spec., Mycosphaerella spec. und B. spartinae.

3.4.3.4 Redoxpotenzial

Das genaue Redoxpotential muss experimentell bestimmt werden, doch an Hand der Protein-
sequenz der hypothetischen Laccasen l&sst sich das Potenzial zumindest abschétzen. Interes-
sant ist dafir eine Aminoséure, die in der Nahe des Typ 1-Kupfers liegt und dadurch das
Redoxpotenzial beeinflusst. Diese Aminosaure kann bei Laccasen ein Methionin (M), Leucin
(L) oder Phenylalanin (F) sein und liegt in der Priméarstruktur des Proteins finf Aminoséuren
hinter dem letzten Histidin (H) von chs4, welches fur die Bindung des Typl-Kupfers bendtigt
wird (Abb. 69). Laccasen lassen sich in die Klassen 1 (M), 2 (L) und 3 (F) einordnen, wobei
das Redoxpotenzial von Klasse 1 zu Klasse 3 ansteigt (Hatamoto et al., 1999). Laccl tragt an
der entsprechenden Stelle ein Leucin und kann damit der Klasse 2 zugeordnet werden, Lacc2
tragt ein Phenylalanin und gehort zur Klasse 3 (Abb. 51 und 54). Von Lacc3 und Lacc4 ist der

entsprechende Teil der Sequenz nicht bekannt.

3.4.4 Sequenzvergleiche und Homologien der hypothetischen Laccasen

Die Sequenzen der vier Laccasen von H.acidophila wurden untereinander verglichen, wobei
jeweils nur die Bereiche beriicksichtigt wurden, in denen sich die Sequenzen Uberschnitten
(Tab. 20). Nur Laccl und Lacc2 konnten Uber die gesamte L&nge verglichen werden. Die Homo-
logien der Proteine untereinander sind mit Identitatswerten zwischen 23 % und 44 % sehr niedrig.
Selbst wenn die chemischen Ahnlichkeiten der Aminoséuren beriicksichtigt werden, liegen die
Werte hdchstens bei 62 %. Die gréBte Homologie bestand zwischen Laccl und Lacc3, die

niedrigste zwischen Laccl und Lacc4.

Laccasen Identitat (%) Ahnlichkeit (%) Tab. 20: Homologien der Laccasen
von H. acidophila untereinander.
Laccl/Lacc2 27 46 Verglichen wurden nur die Abschnitte,
Laccl / Lacc3 44 62 in denen sich die Sequenzen (ber-
schnitten, um die Homologiewerte
Laccl /Lacca 23 40 nicht zu verfélschen (Graue Balken
Lacc2 / Lacc3 29 53 dienen der Lesbarkeit).
Lacc2 / Lacc4 26 43
Lacc3 / Lacc4 26 44
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Beim Vergleich der Laccasen mit einer Proteindatenbank wurden als homologe Proteine
ausschlieBlich Laccasen und hypothetische, in ihrer Funktion noch nicht charakterisierte
Proteine angezeigt (Tab. 21). Einzige Ausnahmen waren zwei kupferhaltigen Proteine, die
Dihydrogeodinoxidase von Aspergillus terreus und das Fet3-Protein von Saccharomyces
cerevisiae auf. In Tabelle 20 sind die Organismen aufgelistet, deren Laccasen die hdchsten
Homologien zu den Laccasen von H. acidophila aufwiesen. Diese wurden aus den ersten
100 Treffern der Homologiesuche ausgewéhlt, wobei hypothetische Proteine und Mehrfach-
nennungen (Laccasen aus verschiedenen Stdmmen oder verschiedenen Laccasen aus einem
Stamm) fir die Erstellung der Tabelle nicht berticksichtigt wurden. Besonders hohe Homo-
logien zu den Laccasen aus H. acidophila wies zudem ein hypothetisches Protein aus Magna-
porthe grisea auf, einem pflanzenpathogenen Ascomyceten.

Die hochsten Homologien zu Laccasen aus anderen Pilzen lagen bei 48 % (Laccl), 46 %
(Lacc2), 40 % (Lacc3) und 44 % (Lacc4) ldentitat. Die Pilze, deren Laccasen die hdchsten
Homologien zu Laccl-3 aufwiesen, waren Uberwiegend Ascomyceten. Fur alle drei Proteine
handelt es sich dabei um die Pilze F. proliferatum, B. fuckeliana, G. graminis, C. parasitica,
C. lagenarium, P. anserina, N. crassa und M. albomyces. Die Laccasen aus Basidiomyceten
mit den hochsten Homologien waren zu 34 % (R. microporus/Laccl), 32 % (P. ostreatus/
Lacc2) und 31 % (C. cinereus/Lacc3) identisch mit Lacc1-3. Laccl und Lacc3 sind sich im
Hinblick auf die Homolgien zu Laccasen aus anderen Pilzen am ahnlichsten. Im Gegensatz
dazu stammten fast alle Laccasen mit hohen Homologien zu Lacc4 aus Basidiomyceten.

Einzige Ausnahme war eine Laccase aus F. proliferatum.

Tab. 21: Homologien von Laccl, Lacc2, Lacc3 und Laccd zu bekannten Laccasen aus anderen
Pilzen. Die Pilze mit den Laccasen, die die héchsten Homologien zu den Laccasen aus H. acidophila
aufweisen, sind aufgeflihrt. Angegeben ist der jeweilige Anteil der identischen (erste Zahl) und der
ahnlichen Aminoséuren (zweite Zahl) im Vergleich zu den Laccasen aus H. acidophila. (B) kennzeichnet
die  Basidiomyceten. Die  Zugangsnummern  sind:  AAK72901'%/AAG238754AAK72903"
(F. proliferatum), AAK77953%% AAK779522 (B. fuckiliana), CAD24841*/CAD248422 (G. graminis),
AAA33592'/XP_323881% LAC2_NEUCR® (N.crassa), BAB32575 (C.lagenarium), LAC1_CRYPA
(C. parasitica), LAC2_PODAN (P. anserina), CAE00180 (M. albomyces), LAC1_BOTCI (B. cineraea),
AAS21662 (P. chrysogenum), AAQ82021'/AA038869° (R. microporus), XP_571804'/AAW44497*
(C.neoformans), LAC1 PHLRA'/S18746° (P.radiata), AAWA47924 (G.cingulata), AAR82933
(A. auricula), CAA06292%/CAC69853" (P. ostreatus), AAD30965 (C. cinereus), AAF13052 (P. cinna-
barinus), BAA31217 (S. commune), AAT99291 (L. edodes), CAD45379 (P. sajor-caju), AAM18408
(T. pubescens), Q12717 (T. versicolor), AAB47735 (T.villosa), AAC89554 (T. hirsutus), AAR21096
(F. velutipes), AAG09231 (P. ciliata), AAR01248 (C. cineraea). B. cinerea und B. fuckeliana sind ein
anamorph/teleomorph-Paar. Die hochgestellten Zahlen hinter den Zugangsnummern verweisen auf
Laccl-4 (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).
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Laccl Lacc2
Organismus Homologie Organismus Homologie
1 | Fusarium proliferatum 48 % / 63 % Botrytinia fuckeliana 46 % / 60 %
2 | Botrytinia fuckeliana 38 % /53 % Gaeumannomyces graminis 42 % [ 60 %
3 | Cryphonectria parasitica 38% /52 % Botrytis cineraea 42 % /55 %
4 | Gaeumannomyces graminis | 37 % /52 % Glomerella cingulata 38 % /58 %
5 | Neurospora crassa 35%/52% Fusarium proliferatum 38% /52 %
6 | Colletotrichum lagenarium 35% /51 % Colletotrichum lagenarium 37 % /54 %
Podospora anserina
7 | Melanocarpus albomyces 35% /50 % Cryphonectria parasitica 36 % /53 %
8 | Botrytis cineraea 34 % /49 % Melanocarpus albomyces 35% /51 %
Rigidoporus microporus (B) Neurospora crassa 35 % /52 %
9 | Cryptococcus neoformans (B)| 33 % /46 % Podospora anserina 33% /53 %
10 | Phlebia radiata (B) 32% /49 % Pleurotus ostreatus (B) 32% /46 %
11 | Phanaerochaete 30% /46 % Auricularia auricula (B) 31% /47 %
chrysogenum (B)
12 Phanaerochaete 31% /49 %
chrysogenum (B)
Lacc3 Lacc4
Organismus Homologie Organismus Homologie
1 | Fusarium proliferatum 40 % / 57 % Cryptococcus neoformans (B) |44 % /57 %
2 | Botrytinia fuckeliana 33% /51 % Flammulina velutipes (B) 42 % | 52 %
3 | Gaeumannomyces graminis | 32 % /49 % Coprinopsis cineraea (B) 41 % /51 %
4 | Cryphonectria parasitica 32% /48 % Fusarium proliferatum 40 % / 53 %
5 | Botrytis cineraea 31 % /49 % Schizophyllum commune (B) 40 % /52 %
6 | Colletotrichum lagenarium 31% /46 % Trametes hirsuta (B) 40 % / 51 %
Coprinus cinereus (B)
7 | Melanocarpus albomyces 30% /45 % Pleurotus ostreatus (B) 39% /53 %
Podospora anserina Pleurotus sajor-caju (B)
Rigidoporus microporus (B) Coprinus cinereus (B)
8 | Phlebia radiata (B) 29% /44 % Trametes pubescens (B) 38% /51 %
Trametes versicolor (B)
Trametes villosa (B)
9 | Pycnoporus cinnabarinus (B) | 29 % / 42 % Lentinula edodes (B) 37 % /56 %
10 | Neurospora crassa 28 % /45 % Polyporus ciliatus (B) 37 % /50 %
Auricularia auricula (B)
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In Abbildung 63 und 64 werden die Kupferbindestellen der vier bekannten Laccasen aus
H. acidophila untereinander und mit Laccasen aus einigen anderen Pilzen verglichen. Aus-
gewéhlt wurden dazu die Pilze, deren Laccasen insgesamt die hdchsten Homologien zu der
entsprechenden Laccase aus H. acidophila aufwiesen (Tab. 21). Die Abbildung 63 zeigt, dass
die Sequenzen der Kupferbindestellen zwischen Laccl bis Lacc4 relativ stark variieren, was mit
den geringen Identitatswerten dieser Laccasen untereinander korreliert (Tab. 20). Vollstandig
konserviert sind jedoch die fir die Kupferbindung besonders wichtigen Histidinreste (vergleiche

Abb. 69). Die Kupferbinderegionen cbs3 und cbs4 sind am stérksten konserviert.

cbs1i cbs2 int
Lacc 1 HWHGLIQH TSFYHSHY GQRSDI |V
Lacc 2 HFHGVRQN SSWWHSHF GQRYDL I L
Lacc 3 SSMYHAHY SQRADVL I
Lacc 4 HWHGLSMR TSWYHSHN

cbs3 cbhs4
Lacc 1 HPMHMHGH HCH | AWH
Lacc 2 HPIHLHGH HCH I GWH
Lacc 3 HP IHMHGH
Lacc 4

Abb. 63: Sequenzvergleiche der Laccasen aus H. acidophila untereinander. Verglichen wurden die
fiir die Primerableitung verwendeten cbs- und int-Regionen. Dunkelgrau unterlegte Aminosduren sind
identisch, hellgrau unterlegte Aminoséuren sind dhnlich.

Trotz dieser Sequenzunterschiede zwischen den H. acidophila-Laccasen zeigte sich, dass die
Kupferbindestellen und die int-Region jeder der vier Laccasen Entsprechungen in den Sequen-
zen anderer Laccasen finden (Abb. 64). Wahrend bei Laccl alle chs-Regionen recht gut mit cbs-
Regionen aus anderen Laccasen abzugleichen waren, galt dies bei Lacc2 vor allem fiir cbs2, int
und cbs3. Bei Lacc3 ist cbs3 am stérksten konserviert, wéhrend bei Lacc4 die beiden bekannten

cbs-Regionen gleich gut konserviert sind.
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cbs1 cbs2 int
H. acidophila HWHGL I QH TSFYHSHY GQRSDI IV
F. proliferatum HWHG | LQK TSWYHSHY GQRTDVLYV
B. fuckeliana HWHG | RQL TTWYHSHF GQRYDVIV
C. parasitica HWHG | RQL TSWYHSHF GQRYDVTI
G. graminis HWHGL HQR TTWYHSHF GQRYDVIV
N. crassa HWHGMHQR TSWYHSHF GQRYDVI I
R. microporus HWHGF FQH TFWYHSHL GQRYSIVYV
cbs3 cbs4
H. acidophila HPMHMHGH HCHI AWH
F. proliferatum HPMHLHGF HCH I DS -
B. fuckeliana HPIHLHGH HCH I AWH
C. parasitica HPIHLHGH HCH I AWH
G. graminis HPIHLHGH HCH I AWH
N. crassa HPIHLHGH HCH I AWH
R. microporus HPIHLHGH HCH I DWH Lacc1
cbs1 cbs2 int
H. acidophila HFHGVRQN SSWWHSHF GQRYDLIL
B. fuckeliana HWHG | RQL SSWYHSHF GQRYDI |V
G. graminis HWHGL HQK SSWYHSHF GQRYDV IV
B. cineraea HWHG | RQL SSWYHSHF AQRYDI IV
G.cingulata 0 - - - - - - - - --WYHSHF GQRYDV IV
C. lagenarium HWHGMHQR TSWYHSHEF GQRYDV I |
F. proliferatum HWHG | FQN SSWYHSHF GQRYHVVL
P. ostreatus HWHGL F VK TFWYHSHL GQRYSLVL
cbs3 cbs4
H. acidophila HPIHLHGH HCHIGWYV
B. fuckeliana HPIHLHGH HCHIAWH
G. graminis HPIHLHGH HCH I GWH
B. cineraea HPIHLHGH HCHI AWH
G. cingulata HPIHLHGH -------
C. lagenarium HPIHLHGH HCHI AWH
F. proliferatum HPI HLHGH HCHI AS -
P. ostreatus HPIHLHGH HCH | DWH Lacc?2
cbs2 int cbs3
H. acidophila SSMYHAHY SQRADVLI HP I HMHGH
F. proliferatum TSWYHSHY GQRTDVLY HPMHLHGF
B. fuckeliana TTWYHSHY GQRYDVIV HPIHLHGH
G. graminis TTWYHSHF GQRYDVIV HPIHLHGH
C. parasitica TSWYHSHF GQRYDVT I HP I HLHGH
B. cineraea SSWYHSHF AQRYDIVY HPIHLHGH
C. cinereus TFWYHSHF GQRYSFVL HPFHLHGH

Lacc3
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H. acidophila

C. neoformans
F. velutipes

C. cinereus

F. proliferatum
S. commune
T. hirsuta

cbs1
HFHGL SMR

HWHGLRQL
HWHGL F QR
HWHGMF QR
HWHGM Y QN
HWHGF F QK
HWHGF F QH

cbhs2
TFWYHSHN

TYWWHSHY
TFWYHSHL
TFWYHSHH
TYWYHSHT
TFWYHSHL
TFWYHSHL

Lacc4

Abb. 64: Sequenzvergleiche der Laccasen aus H. acidophila mit Laccasen aus anderen Pilzen.
Verglichen wurden die fir die Primerableitung verwendeten cbs- und int-Regionen. Dunkelgrau
unterlegte Aminosauren sind identisch, hellgrau unterlegte Aminoséuren sind &hnlich. Die Zugangs-

nummern der angegebenen Organismen sind in Tabelle 21 nachzulesen.

Diese Sequenzvergleiche verdeutlichen, dass die Laccasen von H. acidophila, trotz geringer

Konservierung zueinander und niedriger Homologie zu anderen Laccasen bei Betrachtung des

gesamten Proteins, in den fir die Katalyse wichtigen Kupferbinderegionen eindeutig die fur

Laccasen typischen Aminosaurereste aufweisen.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass Hortaea acidophila Laccasen bildet, welche
sowohl ins Medium sezerniert werden als auch mit den Zellen assoziiert bleiben. Zudem
gelang es, genomische DNA-Sequenzen von vier Laccasegenen zu amplifizieren, die eine
relativ geringe Homologie zueinander und zu anderen Laccasen aufweisen, was auf eine
evolutive Entfernung von H. acidophila zu anderen Pilzen hinweist. Die vollstandige DNA-
Sequenz zweier dieser Gene wurde bestimmt, von den beiden anderen Genen liegen Teil-
sequenzen vor. H. acidophila ist bislang das erste Mitglied der Ordnung Dothideales, in dem

eine Laccase beschrieben und Laccasegene sequenziert worden sind.

4.1 Nachweis einer Laccase von H. acidophila

Zu Beginn dieser Arbeit gab es Hinweise dafr, dass H. acidophila eine extrazelluldre Oxidase
bildet (Pracht, 2002). Die Vermutung, dass es sich bei diesem Enzym um eine Laccase handelt,
lag nahe, da der Pilz zu den Ascomyceten gehdort und Melanin bildet (Holker et al., 2004).
Ascomyceten produzieren in der Regel DHN-Melanin, an dessen Synthese haufig eine Laccase
beteiligt ist (Butler & Day, 1998). Auch fir einige Vertreter der Dothideales, darunter der
nachste Verwandte von H. acidophila, H. werneckii, ist die Synthese von DHN-Melanin nach-
gewiesen (Kogej et al., 2004). Dieser Nachweis wird haufig durch spezifische Hemmung des
DHN-Syntheseweges durch Tricyclazol gefiihrt. Wurde z. B. der DHN-Melanin-Produzent
Gaeumannomyces graminis mit Tricyclazol im Medium angezogen, so waren die Kulturen
rotlich-braun statt schwarz geféarbt (Caesar-Tonthat et al., 1995). Auch bei H. acidophila trat
eine rotliche Farbung bei Tricyclazol-Zugabe auf (Bend, 2005), was auf eine gestdrte Melanin-
synthese hinweist. Eine Laccase aus einem acidophilen Pilz versprach interessante Eigen-
schaften fir die biotechnologische Nutzung. Die Existenz von Laccasen wurde deshalb Gber
laccasespezifische Antikorper sowie Uber die oxidative Aktivitat dieser Enzyme nachgewiesen.
Eine l6sliche extrazellulare Oxidase wurde zusatzlich auf Grund von Kupferabhéngigkeit und

Substratspektrum als Laccase charakterisiert.

4.1.1 Extrazellulare Lokalisation der Oxidase

Laccasen sind in erster Linie extrazelluldare Enzyme (Thurston, 1994). Sie werden entweder
ins Medium sezerniert oder liegen assoziiert mit der Zellwand vor. Meist sind die Proteine
nicht kovalent mit der Zellwand verknipft, sondern liegen mit Melaninfragmenten kom-
plexiert vor und werden mit diesem zusammen in die Zellwand eingelagert. Da sie Uber die

Zellmembran transportiert werden, sind sie extrazellulare Proteine, auch wenn sie mit den
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Zellen assoziiert bleiben. Nur wenige Studien diskutieren das Vorkommen von intrazelluléren
Laccasen (Leitner etal., 2002; Schlosser et al., 1997, Nagai et al., 2003). Auf Grund ihrer
unspezifischen Wirkungsweise ist es unwahrscheinlich, dass aktive Laccasen frei im Cyto-
plasma vorliegen. Tanaka et al. (1992) wiesen in Cochliobolus heterostrophus eine intrazellu-
lare Laccase nach, blieben jedoch den Beweis der Funktionsféhigkeit im Cytoplasma schuldig.
Madglich ist die Lokalisation einer intrazellularen Laccase in Melanosomen, d. h. Organellen,
die von einer Membran umschlossen sind. Solche Melanosomen kdnnen elektronenmikros-
kopisch sichtbar gemacht werden, da sie Melanin bzw. Melaninvorstufen enthalten, die durch
elektronendichte Osmiumionen markiert werden. Bei Cladosporium carrionii, einem Vertreter
der Dothideales sind solche Melanosomen beschrieben (Sanchez-Mirt et al., 1997), und auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von H. acidophila sind ebenfalls Organellen sichtbar,
die Melanosomen darstellen konnten (Holker et al., 2004). Aureobasidium pullulans besitzt
der Zellwand aufgelagerte melaninhaltige Vesikel, doch noch ist unbekannt, ob die Melanin-
synthese erst in der Zellwand erfolgt oder bereits in den im Cytoplasma liegenden Vesikeln
(Caesar-Tonthat et al., 1995).

Der durchgefuhrte ABTS-Plattentest zeigte, dass H. acidophila eine extrazelluldre Oxidase
produziert. Um die Oxidaseaktivitat quantifizieren zu kénnen, wurde diese im Kulturiberstand
einer Flussigkultur und assoziiert mit den Zellen gemessen (Abb. 13). In beiden Fraktionen
war Aktivitat nachweisbar, doch trat sie im Kulturtiberstand zeitverzégert auf, was vermutlich
mit dem zeitaufwandigen Transport des Enzyms uber die Cytoplasmamembran zusammen-
hangt. Fir diesen Export wird in der Regel eine N-terminale Signalsequenz bendtigt (Alberts
etal.,, 1994). Das zellassoziierte Enzym kann entweder wie das lésliche Enzym (ber die
Membran transportiert werden, oder es gelangt Gber Melanosomen nach drauf3en, die mit der
Membran fusionieren. In diesem Fall kdnnten beide Laccasen den hypothetischen Proteinen
Laccl und Lacc2 zugeordnet werden, von denen nur Laccl eine Signalsequenz tragt
(Abb. 59). Das Progamm Psort ermittelte flr Laccl eine 77,8 %ige Wahrscheinlichkeit ein
extrazellulares oder mit der Zellwand assoziiertes Protein zu sein. Fur Lacc2 betragt die
Wahrscheinlichkeit fir die Lokalisation im Cytoplasma 69,6 %, wobei vor allem die fehlende
Signalsequenz eine Rolle spielt. Da nicht bekannt ist, wie Laccasen in die Melanosomen
gelangen, ist es moglich, dass diese Enzyme biochemisch betrachtet cytoplasmatische Proteine
sind. Sicherlich ist es ebenso mdglich, dass es sich bei den beiden enzymatisch nach-
gewiesenen Laccasen um die gleiche Laccase handelt. Dies ist jedoch durch den Fund
mehrerer Laccasegene und die Markierung von Proteinen unterschiedlicher GrofRe durch

laccasespezifische Antikdrper unwahrscheinlich geworden.
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4.1.2 Kupferabhangigkeit der Oxidase

AulRer Laccasen konnen auch Tyrosinasen, Katalasen oder Peroxidasen den letzten Schritt der
Melaninsynthese katalysieren (Butler & Day, 1998). Durch den Nachweis einer Kupfer-
abhéngigkeit der im Kulturtberstand lokalisierten Oxidase konnten die Hdmenzyme Katalase
und Peroxidase als Erklarung fur die gemessene Oxidaseaktivitat ausgeschlossen werden.
Zudem ist die Sekretion von H,O, bei Ascomyceten nicht bekannt (Bell & Wheeler, 1986), so
dass eine extrazelluldre Peroxidase nicht aktiv sein konnte. Nur die ebenfalls kupferabhéngige
Tyrosinase kam aufer der Laccase weiterhin fiir die Oxidaseaktivitat in Betracht.

Die Laccase benétigt zur Katalyse Kupfer im aktiven Zentrum. Aus diesem Grunde kann nur
aktives Enzym gebildet werden, wenn Kupfer im Medium vorhanden ist, wie bei Zugabe von
0,04 uM CuSO, der Fall war (Abb. 14). Wurde H. acidophila ohne Kupfer im Medium an-
gezogen, war bis auf eine geringe Restaktivitat keine Oxidaseaktivitat nachweisbar, was auf eine
Kupferabhéngigkeit des Enzyms hinweist (Abb. 14). Die Restaktivitat wurde durch Kupfer-
eintrag Uber Trypton ins Medium ermdglicht, da die Verwendung von Minimalmedium auf
Grund des schlechten Wachstums der Hefe ausgeschlossen war. Die starke Zunahme der
Aktivitat bei weiterer Erhohung der Kupferkonzentration von 0,04 uM auf 250 uM lasst sich
nicht alleine mit dem Einbau von Kupfer in das inaktive Apoenzym erkléren. Wahrscheinlicher
ist, dass es zusétzlich zu diesem Effekt zu einer Induktion auf Transkriptionsebene kommt, wie
fiir einige Pilze beschrieben. Nach Galhaup & Haltrich (2001) fuhrt Kupferzugabe bei vielen
Pilzen zu hoherer Laccaseausbeute, eine Induktion auf Transkriptionsebene ist z. B. fir
Trametes versicolor (Collins & Dobson, 1997), Pleurotus ostreatus (Palmieri et al., 2001) oder
dem Ascomyceten Gaeumannomyces graminis (Litvintseva & Henson, 2002) nachgewiesen.
Bei Pleurotus ostreatus sind zudem MRE-Regulationselemente in den Laccasegenen nachweis-
bar, die Kupfer binden kénnen, wodurch die Transkription induziert wird (Faraco et al., 2003).
Maogliche Regulationselemente im 5’-terminalen Bereich der Gene laccl und lacc2 legen diese
Schlussfolgerung ebenfalls fur H. acidophila nahe (Abb. 52 und 55).

Ohne Kupferzugabe im Medium wéchst H. acidophila schlechter als bei Zugabe von 0,04 uM
CuSQ,, da Pilze Kupferkonzentrationen von 1-10 uM zum Wachstum bendtigen (Galhaup &
Haltrich, 2001). Wurde H. acidophila in Minimalmedium ohne Trypton und ohne Kupfer-
zusatz angezogen, kam es deshalb zu keinem sichtbaren Wachstum (nicht gezeigt). Auch bei
hohen Kupferkonzentrationen nahm das Wachstum ab. Das beruht darauf, dass Kupfer in
grofRen Mengen toxisch ist, allerdings ist dieser Effekt bei niedrigem pH-Wert weniger stark
ausgepragt als bei neutralem pH-Wert (Gadd, 1993). Vielleicht ist dadurch zu erklaren, dass
H. acidophila selbst bei 1 mM CuSO, im Medium wachsen kann (Bend, 2005). Ein weiterer
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Grund hierfur kann die Schutzfunktion der melaninhaltigen Zellwand sein (Bell & Wheeler,
1986). So kommt es z. B. bei Aureobasidium pullulans zu verstarkter Pigmentierung als

Reaktion auf Kupferzugabe (Caesar-Tonthat et al., 1995).

4.1.3 Substratspezifitat der Oxidase

Laccasen oxidieren ein breites Spektrum an Substraten, darunter in erster Linie Polyphenole
und methoxysubstituierte Monophenole (Abb. 65). Nicht-substituierte Monophenole wie
Tyrosin werden dagegen nicht oxidiert, so dass eine Unterscheidung zu den Tyrosinasen
(Monophenoloxidase, Catecholoxidase) mdglich ist. Da es sich bei der untersuchten Oxidase
auf Grund der Unfahigkeit zur Tyrosinoxidation nicht um eine Tyrosinase handeln kann, ist
das Enzym mit groRBer Wahrscheinlichkeit eine Laccase. Dass typische Laccasesubstrate wie
Syringaldazin und L-DOPA nicht oxidiert werden kdnnen, muss nicht gegen eine Laccase
sprechen, da viele Faktoren die Oxidierbarkeit eines Substrates beeinflussen wie z. B. das
Redoxpotenzial (Xu, 1996), das fir die Laccasen von H. acidophila noch nicht untersucht ist.
Die Tatsache, dass Laccl und Lacc2 Klasse-2- bzw. Klasse-3-Laccasen sind (siehe 4.4.2),
spricht jedoch dafir, dass sie ein mittleres bis stark elektropositives Redoxpotenzial auf-
weisen. Das Substratspektrum wurde nur fur die extrazellulare, I6sliche Laccase bestimmit.
Handelt es sich dabei um Laccl mit einem mittleren elektropositiven Redoxpotenzial wie
postuliert, konnte dies die mangelnde Fahigkeit zur Oxidation einiger Substrate erklaren. Das
natlrliche Substrat der Laccasen aus H. acidophila ist wahrscheinlich der Grundbaustein des
DHN-Melanins, 1,8-DHN. Da dieses Substrat nicht erhaltlich war, wurde 1,6-DHN
verwendet, welches ebenso wie 1,8-DAN oxidiert wurde. Dieser Versuch zeigte, dass eine
Hydroxygruppe fir die Oxidation nicht notwendig ist, da auch Diamine wie DAN umgesetzt
werden. Das einkernige methoxysubstituierte Monophenol DMOP wurde weniger gut oxidiert
als die mehrkernigen Aromaten, was mit der Vermutung lbereinstimmt, dass es sich bei dem

mehrkernigen DHN um das nattrliche Substrat der Laccase handelt.

1,6-Dihydroxynaphthalen (DHN) 1,8-Diaminonaphthalen (DAN)
OH NH,  NH;

Jes
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Ascorbinséaure L-Dihydroxyphenylalanin (DOPA)
OH OH
| 0
HO —CH;—CH —0 OH
CHNH,"
HO OH 00"
Tyrosin (|ZOO' 2,6-Dimethoxyphenol (DMOP)
+H3N—(|3—H
CHa CH30Q
HO
CH30
OH
Syringaldazin
H,CO OCH,
oY= y-or
H;CO OCH,

Abb. 65: Substrate, die der extrazellularen Laccase zur Oxidation angeboten wurden. Es handelt
sich um mehrkernige Polyphenole und Diamine, einkernige Polyphenole, einkernige Monophenole und
methoxysubstituierte Monophenole und um nicht-phenolische Substanzen wie die Ascorbinsdure.

4.1.4 Existenz von Laccasen in H. acidophila

Sowohl im Kulturtberstand als auch mit den Zellen assoziiert konnten Laccasen (ber laccase-
spezifische Antikorper nachgewiesen werden. Da diese Antikorper gegen die Oberflache der
Proteine gerichtet sind und nicht die konservierten Kupferbinderegionen erkennen, ist davon
auszugehen, dass es sich bei den nachgewiesenen Proteinen um Laccasen und nicht um andere
Kupferbindeproteine handelt. Die beiden antikérpermarkierten Proteine sind unterschiedlicher
GroRe, was darauf hinweist, dass in H. acidophila mehrere Laccasen existieren und die Anti-
korper jeweils an andere Laccasen binden. Wahrend der Antikorper gegen die Laccase des
Ascomyceten Melanocarpus albomyces in der Uberstandsfraktion und in der Zellextraktfraktion
ein Protein gleicher Grolle markierte, war das von dem Antikorper gegen die Laccase des
Basidiomyceten Ceriporiopsis subvermispora markierte Protein im Uberstand deutlich kleiner
als das markierte zellassoziierte Protein. Dass im Uberstand und im Zellextrakt verschiedene
Laccasen vorliegen, wurde inzwischen nachgewiesen (Bend, 2005). Durch die Markierung von
Proteinen von H. acidophila durch laccasespezifische Antikorper ist bewiesen, dass der Pilz
Laccasen besitzt. Zwar ist die Western Blot Analyse kein Beweis dafir, dass es sich bei den
markierten Proteinen um die enzymatisch nachgewiesenen Oxidasen handelt, doch ist dies auf
Grund der diskutierten Eigenschaften dieser Oxidasen sehr wahrscheinlich.

150



4 Diskussion

4.1.5 Beteiligung der Oxidase an der Melaninsynthese

Die oben diskutierten Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass es sich bei der l6slichen,
extrazellularen Oxidase tatsachlich um eine Laccase handelt. Die zellassoziierte Oxidase wurde
nicht auf Kupferabhdngigkeit und Substratspektrum hin untersucht, doch ist davon auszugehen,
dass es sich auch bei diesem Enzym um eine Laccase handelt. Sie ist in der melaninkrustierten
Zellwand lokalisiert und es konnte eine zellassoziierte Laccase mit Hilfe von Antikdrpern
nachgewiesen werden. Die Beteiligung einer dieser oder auch beider Laccasen an der Melanin-
synthese ist wahrscheinlich, und ein deutlicher Hinweis ist die kompetitive Hemmung der
Melaninsynthese durch Zugabe von Ascorbinsaure. Das oxidative Enzym verwendet in diesem
Fall die Ascorbinsdure als Substrat und kann deshalb 1,8-DHN nicht mehr zum Melanin
oxidieren. Die Zellen produzieren allerdings weiterhin Melaninvorstufen, welche nach
Verbrauch der Ascorbinséure schlagartig zu Melanin vernetzt werden. Interessant in diesem
Zusammenhang ist auch, dass Melanin bei H. acidophila uberall dort vorzukommen scheint, wo
eine Laccase vermutet wird: im Kulturiberstand, in der Zellwand und in den intrazellul&ren
Melanosomen (Holker et al., 2004; Tetsch et al., 2005). Der letztendliche Beweis fiir die Beteili-
gung der Laccase an der Melaninsynthese kann jedoch nur mit spezifischen Inhibitoren des
Enzyms erbracht werden oder mit Knockout-Experimenten, bei denen die Laccasegene gezielt
ausgeschaltet werden.

Die Frage nach der Funktion des Melanins bei H. acidophila wurde durch Anzuchtversuche
mit gehemmter Melaninsynthese untersucht. In diesen Versuchen schitzte Melanin die Zellen
vor hohen Kupferkonzentrationen, jedoch nicht gegen andere Stressfaktoren wie sichtbares
Licht und niedrige pH-Werte. Auch eine Schutzwirkung gegen UV-Strahlung (254 nm) ist
wahrscheinlich, da Zellen bei Bestrahlungsversuchen hohe Resistenz zeigten (nicht gezeigt).
Es ist bekannt, dass Melanin gegen UV-Strahlung schitzt und Kupfermolekile abfangen kann
(Bell & Wheeler, 1986; Gadd & de Rome, 1988). Dabei reguliert Kupfer die Synthese der
Laccasen, so dass bei starker Belastung mehr Melanin gebildet wird. Gleichzeitig fangen auch
Laccasen direkt Kupfer ein, da die Atome in das Enzym eingebaut werden. Auch wenn dieser
Effekt gering scheint, wird er als Kupferresistenzmechanismus bei Pseudomonas syringae dis-
kutiert (Cha & Cooksey, 1991). Bei einigen Pilzen wird die Melaninsynthese schon bei nicht-
toxischen Kupferkonzentrationen hochreguliert. Hier wird Melanin wahrscheinlich genutzt,
um Kupferionen einzufangen und fiir den Metabolismus bereitzustellen (Caesar-Tonthat et al.,
1995).

Eine Laccase kann moglicherweise verschiedene Funktionen ausiiben (Lyons et al., 2003).

Auch die Aufgaben von l6slicher und zellassoziierter Laccase von H. acidophila kénnen sich
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unterscheiden. So kénnte die zellassoziierte Laccase an der Melaninsynthese beteiligt sein,
wahrend die extrazellulére, frei vorliegende Laccase die Detoxifizierung von phenolischen
Komponenten durchfihrt. Viele der nahen Verwandten von H. acidophila sind Pflanzen-
pathogene (siehe auch 4.4.3), bei denen eine Féhigkeit zur Detoxifizierung von Phytoallexinen
ein evolutiver Vorteil ist. Weitere Verwandte leben auf Steinen, wo Melanin sicherlich Schutz
vor UV-Licht und Austrocknung bietet (Butin et al., 1996; Eriksson, 1981). H. acidophila
wurde von Braunkohle isoliert, so dass es ebenfalls moglich wére, dass die sezernierte Laccase
zum Abbau dieser Substanz dient. Das gebildete Melanin koénnte ein Schutz vor sauren,
kupferhaltigen Minenabwéssern sein, die in ehemaligen Kupferminen (Konstantinidis et al.,
2003) und Braunkohleabbaugebieten haufig vorkommen. In Braunkohletagebauen oxidieren
Bakterien Sulfidminerale und sauern den Boden durch die dabei gebildete Schwefelsdure stark
an (Madigan et al., 2000). Die F&higkeit zu Wachstum bei niedrigen pH-Werten macht vor
diesem Hintergrund Sinn, und es erscheint interessant zu untersuchen, ob H. acidophila
verschiedene Laccasen in Abhédngigkeit des Anzucht-pH-Wertes bildet. Eine Beteiligung der
I6slichen Laccase an der Melaninsynthese ist ebenso mdoglich, da H. acidophila in der
natrlichen Umgebung auf festen Substraten wéchst, wo dieses Enzym maglicherweise lange
genug in rdumlicher Néahe der Zellen verbleibt, um an der Melaninsynthese teilzunehmen zu
konnen.

Laccasen kdnnen auch Virulenzfaktoren sein. Viele Pflanzenpathogene produzieren Laccasen
(Asiegbu et al., 2004), und viele Vertreter der Dothideales und Chaetothyriales sind human-
pathogen. Nach Hamilton & Gomez, 2002, sind pigmentierte Pilze wie Exophiala dermati-
tidis, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus fumigatus und
Sporothrix schenkii, eine wachsende Gefahr fur immunsuppresive Menschen. Patienten mit
Phaeoblastomykosen sterben in 79 % aller Falle (Revankar et al., 2002) und die Medikation
bei Chromoblastomykosen ist immer noch schwierig, so dass Infektionen oft 20 Jahre an-
dauern (de Hoog et al., 2000). Dies hangt damit zusammen, dass die melanisierten Zellwénde
die Zellen vor Antibiotika und dem Immunsystem schiitzen. H. acidophila wéchst bei 37 °C
nicht mehr und ist deshalb trotz seiner nahen Verwandtschaft zu opportunistischen Pilzen wie
H. werneckii sicher nicht humanpathogen. Selbst auf der Haut mit geringerer Temperatur ist
Wachstum wohl nicht oder zumindest nur sehr langsam mdglich. AuBerdem kann man bei
H. werneckii weniger von echter Pathogenitat sprechen als von einer Anpassung an halophile
Standorte, zu denen die Haut gehort (Zaleretal., 1999). H. acidophila ist dagegen nicht
halophil.
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4.2  Nachweis der Laccasegene von H. acidophila

Nachdem feststand, dass H. acidophila Laccasen besitzt, sollten die dazugehtrigen Gene
nachgewiesen werden. Da ascomycetische Laccasen relativ schwach konserviert sind (Berka
etal., 1997), ist das Auffinden der fiir sie kodierenden Gene Uber Sequenzvergleiche haufig
nicht moglich. Ein erster Nachweis der Gene erfolgt daher meist tber PCR, flr deren Erfolg
die Wahl der Primer endscheidend ist. Ausgehend von einer bekannten Proteinsequenz kdnnen
spezifische Primer abgeleitet werden, was bei H. acidophila jedoch nicht moglich war, weil
die Laccasen bisher weder aufgereinigt noch sequenziert sind. Ein weiteres Problem zu Beginn
der Arbeit war, dass Vertreter der Ordnung Dothideales bisher so gut wie nicht genetisch
untersucht wurden, so dass die meisten géangigen molekularbiologischen Methoden neu

etabliert werden mussten.

4.2.1 Extraktion von Nukleinsduren

Fur den Nachweis der Laccasegene wurde genomische DNA bendtigt. Die melaninhaltige
Zellwand ist sehr stabil und erschwert die meisten Verfahren des Zellaufschlusses. Aus diesem
Grund wurden mehrere Methoden auf ihre Tauglichkeit hin untersucht. Mit Hilfe eines kommer-
ziell erhaltlichen Systems speziell fir Hefen und andere Pilze mit stabilen Zellwanden gelang
der Zellaufschluss, doch band die DNA nicht an die verwendete Bindematrix, wie gezeigt
werden konnte, nachdem DNA durch andere Methoden isoliert worden war. Ebenso scheiterte
die Isolierung von mRNA (ber das Dynabead-System, weil nur eine schwache Bindung an die
verwendete Bindematrix erfolgte. Da sich die Nukleinséuren von H. acidophila in ihrer Struktur
wohl nicht von Nukleinsauren anderer Organismen unterscheiden, l&sst sich dieser Effekt nur
durch die Anwesenheit von Melanin erklaren. Melanin ist ebenso wie DNA negativ geladen und
verdrangt die Molekiile so moglicherweise von den Bindestellen an der Silicamatrix. Ebenso
konnte es die Anbindung von mRNA an den PolyT-Rest der Bindematrix stéren. So ist z. B.
bekannt, dass Melanin an die DNA-Polymerase binden und dadurch PCR und RT-PCR stdren
kann (Eckhart et al., 2000). Nach einer RT-PCR konnte im Agarosegel cDNA nachgewiesen
werden, was flr die Isolierung von zumindest geringen mMRNA-Konzentrationen aus
H. acidophila spricht. Das Scheitern des Nachweises dieser cDNA in der PCR kann an zu
geringer Konzentration der spzifischen mRNA, an stérendem Melanin in den Proben oder an
einem Mangel an passenden Haushaltsgenprimern (siehe 4.4.1) liegen.

Aus den genannten Griinden wurden daraufhin Isolierungsmethoden ohne Bindematrix
verwendet. Fir die DNA-Isolierung wurde eine Aufschlussmethode fur filamentose Pilze

verwendet (Raeder & Broda, 1988) die sich jedoch fir den Aufschluss der meist einzellig
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wachsenden Hefe H. acidophila schlecht eignete, da ein Abfiltrieren der Zellen nicht mdglich
war. Auf Grund des so in den Proben verbleibenden Wassers wurde der mechanische Auf-
schluss mit Flussigstickstoff sehr erschwert. Stattdessen wurde eine Aufschlussmethode fir
Hefen (Hoffmann & Winston, 1987) verwendet. Zwar ist die melaninhaltige Zellwand stabiler
als die von Saccharomyces spec., so dass die DNA-Ausbeute geringer ausfiel, aber starkere
mechanische Belastung bei Aufschluss wie die Verwendung des Ribolyser-Instruments
schadigten die DNA (Abb. 16). Die fir Saccharomyces spec. etablierte Methode war zur
Isolierung genomischer DNA aus H. acidophila am besten geeignet und wurde als Standard
etabliert.

Nach demselben Prinzip wurde Gesamt-RNA isoliert, welche jedoch extrem instabil war und
durch RNasen sofort abgebaut wurde. Dies lieR sich auch durch schnelles und sauberes
Arbeiten nicht verhindern. Zudem wurde genomische DNA als Verunreinigung mitisoliert,
doch konnte diese durch DNase-I-Inkubation entfernt werden. Das verwendete Trizol-Reagenz
soll den RNA-Abbau nach Angaben der Hersteller hemmen. Bei Verwendung von selbst
hergestelltem Trizol-Reagenz wurde jedoch noch mehr genomische DNA als Verunreinigung
isoliert und der Abbau von RNA war ebenfalls starker. Dies kann daran liegen, dass
H. acidophila selbst sehr aktive RNasen produziert, die mit dem Aufschluss frei gesetzt
werden. Mdglicherweise kénnte die RNA-Isolierung méglich werden, wenn alle Chemikalien
und ReaktionsgefaBe in RNase-freier Qualitdt gekauft werden und ein spezieller RNA-
Arbeitsplatz eingerichtet wird, da zur Durchfiihrung anderer Methoden verwendete Arbeits-
platze meist mit RNasen verunreinigt sind und nur schwer dekontaminiert werden koénnen.
Obwohl bereits viele Methoden zur RNA-Isolierung etabliert sind, scheitert die RNA-
Isolierung immer wieder auch bei anderen Organismen. So ist es z. B. bisher noch nicht

gelungen, RNA aus Mycel von Trametes pubescens zu isolieren (Galhaup & Haltrich, 2001).

4.2.2 PCR mit laccasespezifischen Primern

Bislang kamen fur den Nachweis von Laccasegenen ausschlie3lich Primer zum Einsatz, die
von den stark konservierten Kupferbindedoménen abeleitet waren, sofern das kodierte Enzym
nicht bekannt war. Bei H. acidophila wurden zuerst Primer verwendet, die von den Kupfer-
bindedoménen basidiomycetischer Laccasen und der kupferhaltigen Dihydrogeodinoxidase
abgeleitet worden waren. Da diese jedoch keine spezifischen Amplifikate lieferten, wurden fiir
diese Arbeit neue Primer von ascomycetischen Laccasen abgeleitet (Abb. 19). Die Kupfer-
bindestellen (cbsl-4) sind fir die Ableitung von Primern bereits haufig beschrieben
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(u. a. d’Souza et al., 1996), die interne Sequenz (int) wurde dagegen in dieser Arbeit erstmalig
flr die Primerableitung benutzt.

Bei der anschlieBenden PCR mit diesen Primern lieferten nur cbs2, int und cbs3 Amplifikate.
Es wurden drei Fragmente erhalten: cbs2/int, cbs2/3 und int/cbs3. An Hand von Sequenz-
vergleichen lieR sich eindeutig erkennen, dass es sich um Fragmente von Laccasegenen
handelt und dass cbs2/int und int/cbs3 nicht zu dem gleichen Gen gehérten wie cbs2/3 (siehe
3.2.5.1). Folglich mussten mindestens zwei Laccasegene in H. acidophila vorliegen. Das
groRere Fragment cbs2/3 wurde vorerst als dem lacc1-Gen zugehdrig bezeichnet, cbs2/int und
int/cbs3 wurden zu lacc2 zusammengefasst. Spater stellte sich heraus, dass es sich um zwei
verschiedene Gene handelt. Das int/cbs3-Fragment wurde deshalb als lacc3 bezeichnet.
Zusétzlich wurde eine Primerkombination cbsl/2 verwendet, die von basidiomycetischen
Laccasen abgeleitet worden war. Sie lieferte ein Amplifikat, welches eine starke Homologie
zu basidiomycetischen Laccasen aufwies. Hieraus liel} sich schlieBen, dass das Fragment
cbs1/2 zu einem anderen Laccasegen gehort als die Fragmente cbs2/int, cbs2/3 und int/cbs3.
Es wurde als dem lacc4-Gen zugehdrig bezeichnet.

Bei Anwesenheit mehrerer Laccasegene sollten bei Verwendung jeder Primerkombination
mehrere Fragmente amplifiziert werden. Uber ,,Nested-PCR* konnte nachgewiesen werden,
dass die cbs2/3-Bande mindestens zwei Fragmente enthielt, die von laccl und lacc2 stammten
(Abb. 31), wie durch Sequenzierung und Southern Blot geklart wurde. Die Southern Blot
Analyse mit restriktionsgespaltener DNA lieferte weitere Hinweise darauf, dass cbs2/3 und
cbs2/int zu zwei verschiedenen Genen gehdoren, da bei Verwendung der gleichen Restriktions-
enzyme aber verschiedener Sonden ein unterschiedliches Bandenmuster erhalten wurde. Pro
Sonde und Restriktionsenzym wurde nur jeweils ein Fragment markiert, was darauf schlieRen
lie3, dass die Sonde nur fiir ein Gen spezifisch war. Dies bedeutet wiederum, dass sich die
unterschiedlichen Laccasegene deutlich voneinander unterscheiden. Wurde ein Southern Blot
mit PCR-Produkten statt mit restriktionsgespaltener DNA durchgefuhrt, markierte die
cbs2/int-Sonde ebenfalls das cbs2/3-PCR-Produkt, da dieses Fragmente beider Gene enthielt.
Die Sonde cbs2/3 enthielt ebenfalls einen Teil von lacc2, markierte jedoch das cbs2/int-
Fragment im Southern Blot nicht. Dies l&sst sich dadurch erkléaren, dass mit der Primerkombi-
nation cbs2/3 das Fragment des laccl-Gens wesentlich starker amplifiziert wurde als das des
lacc2-Gens (Tab. 22). Bei Anwesenheit hoher Konzentrationen der Sonde cbs2/int konnten die
wenigen lacc2-spezifischen cbs2/3-Fragmente hoch spezifisch detektiert werden. Die Sonde
cbs2/3 enthielt dagegen zu wenige lacc2-Molekile, um das PCR-Produkt cbs2/int markieren

zu konnen, da die Konzentration der Sonde kritisch fir den Nachweis ist.
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Um herauszufinden, ob cbs2/int und int/cbs3 zu demselben Laccasegen gehoren, sollte das
cbs2/3-Fragment von lacc?2 isoliert werden. Die Fragmente lieRen sich auf Grund des geringen
GroRenunterschieds in der Gelelektrophorese nicht trennen, konnten jedoch beide in Plasmide
kloniert werden. Diese wurden durch PCR mit der Primerkombination chs2/int daraufhin
untersucht, welches Fragment sie trugen. Dieser Ansatz scheiterte jedoch daran, dass das
cbs2/3-Fragment von lacc2 in sehr geringer Menge amplifiziert wurde. Die meisten Bakterien
trugen daher das Fragment des lacc1-Gens oder Fragmente beider Gene. Dies ist moglich, da

E. coli-Zellen bei der Transformation mehrere Plasmide aufnehmen kdnnen.

4.2.3 Vergleich der verwendeten Primer mit den Laccasegensequenzen von H. acidophila

Auf Grund der Sequenzanalyse der Laccasegenfragmente war bekannt, dass mindestens 4 ver-
schiedene Laccasegene in H. acidophila vorliegen. Theoretisch hatten alle diese Gene fur jede
Primerkombination ein Amplifikat liefern missen. Warum dies nicht der Fall war, erklart ein
Vergleich der Primersequenzen mit den Gensequenzen. Tabelle 22 zeigt diesen Vergleich und
hebt die Fehlstellen der Primer hervor. Betrachtet man eine bestimmte Primerkombination und
die dazugehorigen Fehlstellen fur ein Gen, lasst sich ableiten, ob das jeweilige Fragment des

Gens mit diesen Primern hatte amplifiziert werden mussen.

Tab. 22: Vergleich der verwendeten Primer mit den dazugehdrigen Sequenzen der Laccasegene
von H. acidophila. Fehlstellen sind schwarz hinterlegt und als Fehler addiert. Ab circa 6-7 Fehlstellen
kam es zu keiner Amplifikation mehr (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Primer Codon Fehler
1 2 3 4 5 6 7 8
cbs1l | CAC | TGG CAT | GGC | AT(GC)| CAC | CAG | AAG |von 24
lacc1 | CAC | TGG c GGC | gt cC | cAG T 6
lacc2 | CAC | T|f® C Gol] |€Tc | cdc |cac | A 7
lacc4 | CAC | TGG C GGC | [@TG AT A 10
cbs 1B | ACC | ACG GT(CT)| CAC | TGG | CAC | GGC von 21
lacc1 | ACC eC Arc | cAac | TGG | cAac | GGe 3
lacc2 | AC CG TC | cac | Tif8 | cAC | GGl 6
lacc 4 A cG TC | CAC |TGG |CAC | GGC 5
cbs2 | ACG | TC(GT) |TGG | TAC | CAC | T(GC)G| CAC | T(AT)C|von 24
laccl | AcG | TC/8 Tl¥ | TAC |CAC | TCG |CAC | TAC 3
lacc 2 ECG TCT GG | Tl | CAC TCE CAC | TTC 4
lacc3 | pgcc | NS Mic |7ac [cac |Bc |cac | 71AC 8
lacca | ACH | Tife TG | TAll |cAll |Tcl | cac | Bac 7
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Primer Codon Fehler
1 2 3 4 5 6 7 8

cbs 2B | AGC | GG(ACG)| ACA | TTC |[TGG | TAC |CAC |AGC |von21
lacc1 | gic | GGC A |T8c | Tll§ | TAC | cAac | SS 9
lacc2 | gic | GGC c T GG | 76§ | CAC | feli 11
lacc3 | lIC | GGC uce |[Mec WMic | 1Ac | cac | (e 11
lacc4 | AGC | GGG ACA | TTC | TG |TAll | cAll | kel 5

int | GG(AC)| CAG CGC | TAC | GAC | GT(GC)| ATC | ATC |von21
lacc1 | GGA cﬁ ccle | 189 |cac |[Bc |atc | Frc 6
lacc2 | GGC | CAl CGC |TAC |GAC |G |ATC |[oT¢ 4
lacc3 | lec | caG CGC GAC | GTG |[8€1Cc | ATC 5
cbs3 | CAC | CC(CG) |ATC | CTC | CTG | CAC | GG(GC) von 21
lacc1 | CAC | CCG ATc |cfic | |cac | GeGe 2
lacc2 | CAC | ccc ATC C? ctld |cac | GGe 3
lacc3 | CAC | ccc ATC | cllc (B |cac | Gee 2
cbs4 | CAC | TGC CAC | ATC |GCC | TGG | CAC von 21
laccl | CAC | TGC CAC | ATC G? TGG | cAll 2
lacc2 | CAC | TGC cAC |ATh |cléc | TG | cAc 2

Die Primerkombination cbs1B/2B passt gut zu lacc4, was die experimentellen Daten bestatigt.
Der Primer cbsl ist an alle Gene schlecht angepasst und lieferte deshalb keine Ergebnisse,
cbs1B hétte dagegen fur laccl mit weiteren Kombinationen Amplifikate liefern miissen. Der
Primer cbs2B war abgesehen von lacc4 an alle Laccasegene schlecht angepasst. Die
Primerkombination cbs2/int passt am Besten zu lacc2, amplifizierte jedoch auch ein Fragment
des laccl-Gens, wie die ,,Nested PCR* zeigte. Auf genomischer DNA wurde ebenfalls eine
Bande der entsprechenden Grolie amplifiziert, doch handelte es sich um ein unspezifisches
Amplifikat. Mdglicherweise hatten sich im Gel mehrere Banden Uberlagert, so dass eine falsche
Bande isoliert wurde. Die Primerkombination cbs2/3 amplifizierte das Fragment von laccl am
Besten und das von lacc2 weitaus schwacher. Bei Verwendung von cbs2/3* wurde nur das
Fragment von laccl amplifiziert, wie an Hand der Amplifikation nur einer Bande in der ,,Nested
PCR* nachgewiesen wurde (Abb. 37, Spur 4). Der Primer cbs3* passt auf beide Sequenzen
schlechter als cbs3 eingesetzt (Tab. 7a), doch ist dieser Effekt bei lacc2 starker als bei laccl, so
dass die sowieso schon schwachere Amplifikation von lacc2 ganz unmdglich wurde. Ein
Fragment von lacc3 konnte mit dieser Primerkombination nicht amplifiziert werden, was
erklart, warum eine ,,Nested PCR* mit int/cbs3 auf cbs2/3-PCR-Produkten nur unspezifische
Signale lieferte (nicht gezeigt). Die Primerkombination int/3 passt am Besten zur Sequenz von

lacc3, welches als einziges amplifiziert wurde. Dennoch sind die Primer theoretisch nicht
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wesentlich schlechter fur die Amplifikation von laccl und lacc2 geeignet. Da die Fragment-
grolRen relativ ahnlich sind (Tab. 23), ist es nicht ausgeschlossen, dass sich Spuren der anderen

Produkte in der einzig sichtbaren Bande befinden und deshalb Gbersehen wurden.

Tab. 23: Berechnete GriRen der durch eine bestimmte Primerkombination theoretisch zu
amplifizierenden Fragmente. Die Fragmentgrofien wurden an Hand der bekannten Sequenzen fir alle
vier Laccasegene aus H. acidophila errechnet. Fett gedruckt sind die Fragmente, die urspringlich in
der PCR amplifiziert wurden, fett und kursiv sind die Fragmente, die nach Isolation der vollstdndigen
Gene zur Kontrolle mit dem Advantage-GC Genomic PCR Kit amplifiziert wurden (Graue Balken
dienen der Lesbarkeit).

laccl lacc2 lacc3 lacc4
1/2 143 bp 143 bp / 153 bp
1/int 716 bp 561 bp / /
1/3 1214 bp 1029 bp / /
1/4 1418 bp 1218 bp / /
2/int 597 bp 441 bp 579 bp /
2/3 1092 bp 909 bp 1065 bp /
2/4 1298 bp 1098 bp / /
int/3 521 bp 492 bp 506 bp /
int/4 725 bp 681 bp / /
3/4 227 bp 212 bp / /

Der Primer cbs4 konnte nur fur laccl und lacc2 untersucht werden, da nur bei diesen der
jeweilige Sequenzbereich bekannt war. Da lacc2 in der cbs4-Region ein Intron enthalt, erhéht
sich die Fehleranzahl von 2 auf 5. Das Vorhandensein eines Intron in einer chs-Region wurde
bereits mehrfach beschrieben, so z.B. fur Agaricus bisporus (Perryetal., 1993) oder
Pleurotus ostreatus (Giardina et al., 1995). Fir laccl liegt die Fehleranzahl mit 2 jedoch sehr
niedrig, so dass sich die fehlende Amplifikation nur mit dem hohen GC-Gehalt der DNA
erklaren lasst. Um zu (berpriifen, ob der hohe GC-Gehalt die Amplifikation von laccase-
spezifischen Fragmenten verhindert hatte, wurde eine PCR mit den vielversprechenden
Primerkombinationen cbs1B/3, cbs1B/4 und cbs2/4 und dem Advantage-GC Genomic PCR
Kit durchgefuhrt. Hierbei wurden fur alle Primerkombinationen Amplifikate der erwarteten
GroRen erhalten (Abb. 66). Der Grund flr das Fehlschlagen der Amplifikation mittels Tag-
Polymerase war folglich der hohe GC-Gehalt der DNA.
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M 1 2 M 3 4 Abb. 66: Abhangigkeit der PCR vom

10 kb — 10 kb — GC-Gehalt der verwendeten DNA. Die

PCR wurde auf genomischer DNA unter

: — Verwendung des Advantage-GC Geno-

3 kb | 3 kb mic PCR Kits durchgefiihrt. Primer-

- == kombinationen waren cbs2/3 (1, als Kon-

2 kb [ — ’

2 kb e trolle), chs2/4 (2), cbs1B/3 und chs1B/4.

— — Die Anlagerungstemperatur betrug 62 °C

1kb|— - 1kb — fur cbs2/3, 60 °C fir cbs2/4 und 58 °C

fir cbs1B/3 und chslB/4. M = Marker

500 bp |— 500 bp | (Invertierte Darstellung, Banden dunkel).
250 bp — 250 bp —

-

Manche Primer, vor allem der Primer cbs3 lieferten auch in der Einzelprimerkontrolle Ampli-
fikate, was darauf schlieBen lieR, dass fur diesen Primer mehr als eine Bindestelle existiert. Da
sich die Sequenzen der Kupferbinderegionen auf Grund der Histidinreste ahneln, ist es z. B.
maoglich, dass der Primer cbs3 unter Umstdnden auch an cbs2 bindet. Auch unspezifische
Bindungen kamen vor, doch trotzdem lieferten die meisten Primer sinnvolle Ergebnisse, wenn
die Zugabe eines zweiten spezifischen Primers die unspezifische Bindung des ersten Primers

verhinderte.

4.3  Isolierung der vollstdndigen Laccasegene

An Hand von Sequenzanalysen konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den amplifi-
zierten Fragmenten in der Tat um Laccasegenfragmente handelte (siehe 3.2.5.2). Der nédchste
Schritt war nun, die Sequenz der vollstdndigen Gene zu ermitteln. Dies geschah ausgehend
von genomischer DNA, da diese Sequenzen zusatzlich zu kodierenden Sequenzen auch
Introns und nicht-transkribierte Sequenzbereiche enthalten, deren Analyse aufschlussreich zu
sein versprach. Ausgehend von den erhaltenen Sequenzen auf genomischer DNA konnen dann
in weiterfuhrenden Arbeiten die cDNA-Sequenzen ermittelt werden, die zur heterologen
Expression der Gene bendtigt werden.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, vollstandige Gene ausgehend von bekannten Teilsequenzen
zu isolieren. Die am h&ufigsten angewandte Methode ist die Herstellung einer vollstandigen oder
partiellen Genbank. Wichtig fiir diese Methode ist, dass eine spezifische Gensonde zur Ver-
fligung steht. Verschiedene Laccasegene wurden Uber diese Methode isoliert, wobei teilweise
Sonden zum Einsatz kamen, die fur andere Pilze als den untersuchten spezifisch waren. So

benutzten z. B. Fernandez-Larrea & Stahl (1996) und Berka et al. (1997) eine fur Neurospora
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crassa spezifische Gensonde, um die Laccasegene von Podospora anserina und Myceliophthora
thermophila aufzuspiren. Um das Laccasegen aus N. crassa zu isolieren, ist ebenfalls eine Gen-
bank hergestellt worden (Germann et al., 1988). Die Sonde war hier ein Restriktionsfragment
des Laccasegens aus N. crassa. Sonden kénnen jedoch auch durch PCR mit laccasespezifischen
Primern erzeugt werden, die entweder an Hand konservierter Proteinsequenzen anderer
Laccasen (Tsuji etal., 2001) oder direkt an Hand von sequenzierten Proteinfragmenten der
untersuchten Laccase abgeleitet werden kénnen (Giardina et al., 1995). Andere Methoden zur
Isolierung von vollstdndigen Genen sind verschiedene Modifikationen der Polymeraseketten-
reaktion, darunter die inverse PCR, bei der die unbekannten Sequenzen ausgehend von be-
kannten Sequenzen amplifiziert werden (Temp et al., 1999). Nicht zu vergessen sind kommer-
ziell erhaltliche Kits, die flr die gezielte Isolierung eines Gens optimiert sind. In dieser Arbeit
wurden partielle Genbanken fiir die Laccasegene laccl und lacc2 von H. acidophila hergestellt.
Dieser Ansatz fuhrte aus mehreren Grinden nicht zum Erfolg, wie unter 4.3.1 erldutert wird.

Stattdessen wurden die Laccasegene (ber inverse PCR amplifiziert.

4.3.1 Herstellung und Durchmusterung von Genbanken

Die Herstellung von Genbanken war im Falle der Laccasegene von H. acidophila erfolg-
versprechend, da mit den bekannten Genfragmenten bereits Sonden zur Durchmusterung der
Banken zur Verfiigung standen. Es wurden partielle Genbanken hergestellt, da so die Zahl der
zu untersuchenden Klone minimiert werden kann (Ruijssenaars & Hartmans, 2004; Mansur
et al., 1997). Dazu wurde in einer Southern Blot Analyse die Grof3e der Genfragmente ermittelt,
die jeweils den bekannten Teil der Gene laccl (cbs/int), lacc2 (cbs2/int) und lacc3 (int/cbs3)
trugen, wenn die DNA mit einem bestimmten Restriktionsenzym hydrolysiert wurde. Fur laccl
und lacc2 erzeugten BamHI und EcoRlI DNA-Fragmente, die grof3 genug waren, um die voll-
standigen Gene tragen (Uber 2 kb), aber auch klein genug, um kloniert werden zu kénnen (unter
10 kb). Da die Sonde int/cbs3 keine Fragmente spezifisch markierte und zu diesem Zeitpunkt
ohnehin davon ausgegangen wurde, dass cbs2/int und int/cbs3 Fragmente eines Gens sind,
wurde die Herstellung von Genbanken auf laccl und lacc2 beschrankt.

Uber PCR konnte nachgewiesen werden, dass die aus dem Gel eluierten Fragmente die
Laccasegenfragmente trugen. Diese konnten nach Klonierung in einen geeigneten Vektor in
E. coli-Zellen transformiert werden, wobei nicht jede Art kompetenter Zellen in der Lage war,
nach Aufnahme der Plasmide zu wachsen. Wurden die Bakterien mit einem vereinfachten
Protokoll kompetent gemacht, konnten sie Kontroll-DNA ohne Probleme aufnehmen, wuchsen

jedoch kaum nach Aufnahme von Plasmiden, die DNA von H. acidophila enthielten. Mit einer
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anderen Methode kompetent gemachte Zellen zeigten diese Wachstumsprobleme nicht.
Schlechtes Wachstum von Klonen, die Fremd-DNA in Plasmiden tragen, kann auf fiir E. coli
toxische Genprodukte zuruickzufiihren sein, die unter Einwirkung des lac-Promotors entstehen
(Jana & Deb, 2005). Zudem kann die Proteinbiosynthesemaschinerie von E. coli ins Stocken
kommen, wenn die aufgenommenen Genfragmente andere Codons zur Kodierung der Amino-
séuren besitzen (Tab. 16). Warum davon nur eine Art kompetenter Zellen betroffen war, ist
unklar, doch moglicherweise waren diese Zellen bereits durch das verwendete Verfahren zum
Kompetentmachen vorgeschadigt und dadurch empfindlicher.

Die Durchmusterung der Genbanken erfolgte an Hand einer Koloniehybridisierung mit den
bereits in der Southern Blot Analyse verwendeten Sonden, deren Spezifitat zuvor Gberpruft
wurde (Abb. 36). Dabei zeigte sich, dass die Sonde cbs2/int auch das Fragment chs2/3
schwach erkennen konnte, wie nach den Ergebnissen der ,,Nested PCR* zu erwarten war. Als
Negativkontrolle wurden das Plasmid alleine und die DNA des Wirtsstammes eingesetzt,

welche beide nicht oder nur sehr schwach erkannt wurden.

Koloniehybridisierung von laccl

Obwohl die Sonde chs2/3 in der Koloniehybridisierung mit mehreren Klonen hybridisierte,
wurden aus den entsprechenden Plasmiden jeweils mehrere Fragmente herausgeschnitten, die
wesentlich kleiner waren als die ursprunglich klonierten Fragmente. Die Fragmente sollten
jedoch keine Schnittstelle mehr fur das jeweilige Enzym aufweisen, da sie mit eben diesem
Restriktionsenzym erzeugt worden waren. Das Enzym EcoRI ist dafiir bekannt, dass es bei
hoher Konzentration oder langer Inkubationsdauer sogenannte ,,Star“-Aktivitat aufweist, d. h.
an anderen Stellen als den eigentlichen Schnittstellen schneidet. Dies wurde jedoch experi-
mentell ausgeschlossen. Eine weitere Hypothese zur Erklarung dieses Phdnomens kdnnte die
Anwesenheit von Histonen auf den untersuchten DNA-Abschnitten sein. Histone kénnen die
DNA-Spaltung durch Restriktionsenzyme stéren, wodurch moéglicherweise die DNA vor der
Southern Blot Analyse und vor der Herstellung der DNA-Banken nicht vollstandig gespalten
wurde. Nach der Gelelution lagen dann weitere Schnittstellen frei vor. Bei vorheriger Ver-
wendung von Proteinase K zur Entfernung von Histonen wiesen die Restriktionsfragmente in
der Southern Blot Analyse jedoch die gleiche GréRe auf, wie bei Verwendung von unbehan-
delter DNA (nicht gezeigt). Eine Hydrolyse der Eluate E2i und E23 durch Inkubation mit
EcoRI konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Da sich bei Verwendung eines anderen
Vektors das gleiche Bild ergab und die aus den Plasmiden herausgeschnittenen kleinen

Fragmente in der Southern Blot Analyse samtlich negativ waren, lasst sich schlieRen, dass
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unspezifische, zu kleine Fragmente in die Plasmide kloniert wurden. Bei der Auftrennung von
restriktionsgespaltener DNA in hoher Konzentration im Agarosegel konnen kleine Fragmente
weiter oben im Gel héngen bleiben, wenn sich dort groRe Fragmente bereits angelagert haben
und den Weg versperren. Diese kleinen Fragmente waren mdglicherweise in den Eluaten

enthalten und wurden dann auf Grund ihrer geringen GroRe bevorzugt kloniert.

Koloniehybridisierung von lacc2

Obwohl die Southern Blot Analyse gezeigt hatte, dass die Sonde cbs2/int spezifisch an DNA
von H. acidophila band, hybridisierte diese in der Koloniehybridisierung relativ unspezifisch.
Die meisten positiven Klone waren in der anschlieBenden PCR negativ. Zudem wurde auf dem
Vektor alleine mit der Primerkombination cbs2/int bereits ein 450 bp grof3es Fragment ampli-
fiziert, so dass die PCR nur sinnvoll war, wenn die Inserts ohne Vektorriickgrad eingesetzt
wurden. Das Insert eines Klons, der in der Koloniehybridisierung und in der PCR positiv war,
wurde sequenziert, nachdem die 450-bp-Bande, die bei Uberpriifung des Inserts mit cbs2/int-
Primern erhalten worden war, in ihrer Sequenz mit der Sonde Ubereinstimmte. Die vollstandige
Sequenz des Inserts wies jedoch keine Ahnlichkeit zu Laccasegenen auf und enthielt auch nicht
die Sondensequenz. Nach Uberpriifung von PCR und Plasmid wurde die Sequenzierung wieder-
holt, jedoch mit dem gleichen Ergebnis. Eine Sequenzierung des Inserts ausgehend von der
Sondensequenz scheiterte und bestétigte ebenso wie eine Southern Blot Analyse, dass das Insert
die Sondensequenz nicht enthielt. Die Tatsache, dass die PCR auf dem Insert das richtige Frag-
ment amplifiziert hatte, l1&sst sich nur erklaren, wenn man davon ausgeht, dass das sequenzierte
Plasmid ein Gemisch aus zwei Plasmiden war. Dies hatte zwar bei der Sequenzierung auffallen
mussen, doch enthielt die Plasmidlésung mdglicherweise das gesuchte Plasmid in Spuren, so

dass es bei der Sequenzierung nicht auffiel, jedoch als Matrize fiir die PCR ausreichte.

Durchmusterung der Genbanken tber ein Plattenscreening

Ein ABTS-Plattenscreening zur Auffindung von Laccasegen tragenden Bakterien waére
wesentlich einfacher durchzufiihren als die Koloniehybridisierung. Es war jedoch nicht
maoglich, ein solches System zur Durchmusterung der Genbanken zu etablieren. Um ABTS in
den Platten zu oxidieren, mussen funktionsfahige Laccasen in E. coli exprimiert werden.
Hierzu misste ein Expressionsvektor verwendet werden, und die klonierten Fragmente missen
ein vollstandiges Laccasegen tragen. Zudem dirften die Gene keine Introns besitzen oder
zumindest keine, die den Leserahmen verandern, was jedoch bei den Genen laccl, lacc2 und

lacc3 der Fall war, wie die spatere Sequenzanalyse zeigte. Dieses Problem kdnnte durch
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Verwendung von cDNA statt genomischer DNA fir die Herstellung der Genbanken umgangen
werden. Ein weiteres Problem ist, dass Laccasen meist glykosyliert vorliegen und diese
Glykosylierung in E. coli nicht erfolgen kann. Zwar ist inzwischen bekannt, dass selbst in
Bakterien N-Glykosylierungen statt finden kénnen (Nita-Lazar et al., 2005), doch ist es ein
bekanntes Problem, dass eukaryontische Proteine haufig in E. coli nicht korrekt glykosyliert
werden (Bulter et al., 2003). Da die Glykosylierung jedoch wahrscheinlich fur die Stabilitét
der Laccasen in extrazellularer Umgebung wichtiger ist als fur die Aktivitat, kénnte es
maoglich sein, dass in E. coli synthetisierte Laccasen katalytisch aktiv sind. Zudem muss
ausgeschlossen werden, dass E. coli selbst eine Laccase oder eine andere extrazelluldre
Oxidase produziert. Die Produktion solcher Enzyme von Bakterien und auch E. coli ist bereits
nachgewiesen (Fernandez etal., 1999; Ruijssenaars & Hartmans, 2004), und auf ABTS-
haltigem Komplexmedium waren die Kolonien von E. coli braun-violett gefarbt. Dies weist
stark auf die Anwesenheit einer extrazellularen Oxidase hin. Die Wahl eines anderen Stammes
konnte hier eventuell Abhilfe leisten.

Zum Scheitern des Ansatzes fiihrte letztlich das Problem, dass ABTS-Oxidation nur auf
Minimalmedium deutlich genug zu sehen war, um fir ein Screening geeignet zu sein, wahrend
E. coli auf Minimalmedium kaum wuchs. Zudem erfolgte die Oxidation nur bei pH-Werten bis
5,5 (Abb. 39). Selbst auf Komplexmedium wuchs E. coli nur bis pH 6. Das An-legen der
DNA-Bank in einem Pilz als Wirt wiirde zwar diese Probleme umgehen, doch kommen hier
andere Nachteile zum Tragen, wie z.B. das langsame Wachstum der meisten Pilze im

Vergleich zu E. coli und ihre schlechte Transformierbarkeit (Ruiz-Diez, 2002).

Nach Abschluss dieser Arbeiten stand fest, dass sich die Herstellung von Genbanken zur
Isolierung der Laccasegene von H. acidophila nicht eignete. Es hétte eine hohe Anzahl an
Klonen durchmustert werden miissen, was mit den vorgestellten Methoden nicht mdglich war.
So wurden z.B. zur Auffindung eines Gens aus P. ostreatus 180.000 Klone untersucht
(Giardina et al., 1995). Dies ist nur mittels Koloniehybridisierung moéglich, die sich jedoch mit
den laccasespezifischen Sonden wenig verlasslich zeigte, und deren Spezifitat trotz Erhéhung
der Stringenz nicht verbessert werden konnte. Auch eine Durchmusterung mittels PCR war auf
Grund des unspezifischen, 450 bp grof’en Amplifikats schwierig.

4.3.2 Amplifikation der Laccasegene mittels inverser PCR
Nachdem die Isolierung der Laccasegene durch die Herstellung von Genbanken nicht mdglich

war, wurde die inverse PCR verwendet, um die flankierenden Sequenzabschnitte der
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Fragmente cbs2/int (lacc2), cbs2/3 (laccl), int/cbs3 (lacc3) und cbsl/2 (lacc4) zu ampli-
fizieren. Mit dieser Methode konnen selbst DNA-Abschnitte isoliert werden, die sich nicht
klonieren lassen (Silver & Keerikatte, 1989), wie dies z. B. bei den Restriktionsfragmenten
B23 und E23 der Fall war. Die Sequenzen von laccl und lacc2 wurden (ber diese Methode
vollstéandig erhalten, die von lacc3 und lacc4 teilweise.

In einem ersten Ansatz wurde die inverse PCR mit den bereits zur Herstellung der Genbanken
verwendeten Eluaten durchgefiihrt, da bei diesen Eluaten sicher war, dass sie die gewinschten
Fragmente enthalten (Abb. 35) und auch die GréRe der zu erwartenden PCR-Produkte aus den
Ergebnissen der Southern Blot Analyse abgeleitet werden konnte (Tab. 15). Zudem wurden
die bereits zum Nachweis der Laccasegene verwendeten cbs- und int-Primer flr die inverse
PCR verwendet. Diese Versuche flhrten nicht zum Erfolg. Wahrscheinlich war die DNA-
Konzentration in den Eluaten fur die PCR zu gering, da bei den verschiedenen Féllungs-
schritten zusétzlich DNA verloren ging. Die amplifizierten Fragmente geringen Molekular-
gewichts stammten vermutlich von Primermultimeren, wie sie in der PCR haufig entstehen,
wenn keine spezifische Matrize vorliegt (Silver & Keerikatte, 1989). Die Verwendung von
vollstdndigen Restriktionsansdtzen ohne vorherige Gelelution fiihrte dagegen zur Amplifika-
tion der gewunschten DNA-Sequenzen, wenn direkt von den bekannten Sequenzabschnitten
abgeleitete Primer verwendet wurden. Dies zeigte, dass die PCR sensitiv genug war, um die
Matrize in geringer Konzentration innerhalb der Restriktionsansatze zu erkennen, sofern die
Gesamt-DNA-Konzentration in den Ansatzen hoch genug war. Die cbs- und int-Primer lieferten
wahrscheinlich keine Ergebnisse, da sie nicht vollstdndig mit den entsprechenden Regionen der
Gene Ubereinstimmten (Tab. 22).

Der Erfolg der inversen PCR hing zudem mit der Wahl der Restriktionsenzyme zusammen.
Nur fir die in der Southern Blot Analyse verwendeten Enzyme BamHI, EcoRI, Hindlll und
Xhol war die zu erwartende Fragmentgrofle bekannt. Bei Verwendung anderer Enzyme
konnten theoretisch Fragmente entstehen, die so grolR waren, dass die Amplifikation in der
PCR unmdglich wurde. Es wurden deshalb nur solche Restriktionsenzyme verwendet, die die
DNA vollstandig hydrolysierten, was an der gleichmaBigen Verteilung der Restriktions-
fragmente im Gel nachweisbar war. Eine Ausnahme war das Enzym EcoRlI, da die GroRe der
durch dieses Enzym erzeugten Laccasegentragenden Fragmente aus der Southern Blot
Analyse bekannt war. Ein weiteres Problem war der hohe GC-Gehalt der Laccasegene von
H. acidophila, der bei 60 % liegt, wie spater festgestellt wurde. Auf Grund der starken
Bindung zwischen den Basen G und C ist diese DNA sehr stabil und kann schlecht

aufgeschmolzen werden. Zudem konnen sich stabile Sekundéarstrukturen bilden. Dies
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erschwert die PCR und kann dazu flhren, dass es trotz spezifischer Primer zu keiner
Amplifikation kommt (Chenchik et al., 1996). Deshalb wurden verschiedene PCR-Systeme
verwendet, darunter solche spezifisch flir DNA mit hohen GC-Werten. Zusétzlich zur Tag-
Polymerase, die einige der laccasegenspezifischen Fragmente amplifizieren konnte, lieferte
ausschlielRlich das Enzymgemisch des Advantage-GC Genomic PCR Kits mit einem speziel-
len Zusatz zum Aufschmelzen von stabiler, GC-reicher DNA laccasegenspezifische Frag-
mente.

Generell lasst sich sagen, dass die inverse PCR fehleranfallig und deshalb am erfolgreichsten
war, wenn das Protokoll so wenig Teilschritte wie moglich enthielt. Dies kommt vermutlich
daher, dass bei jeder zusatzlichen Fallung DNA verloren geht. Nur die Fallung nach der
Ligation war fir den Erfolg notwendig, um die Ligase zu entfernen und vor allem um die
DNA-Konzentration zu erhohen, da diese fir die Selbstligation besonders niedrig eingestellt
werden muss. Wenn der Ligationsansatz ohne Fallung verwendet wird, muss auf Grund der
geringen Konzentration eine groRere Menge des Ansatzes zum PCR-Ansatz gegeben werden,
wodurch auch eine groRere Menge des Ligasepuffers mit mdglicherweise stérenden Inhalts-
stoffen in die PCR eingebracht wird. In manchen Féllen kam es auch ohne F&llung zur
Amplifikation, doch bei fehleranfalligen PCR-Reaktionen, z. B. bei der Amplifikation sehr
grolRer Fragmente, war dies nicht der Fall.

Wurde die ringférmige DNA durch eine zweite Restriktionsspaltung linearisiert, konnten nur
noch inverse Primer zur Amplifikation beitragen. Die Linearisierung soll die PCR vereinfachen
(Arendse et al., 1999), doch wurde beobachtet, dass es nach Linearisierung haufig zu tberhaupt
keiner Amplifikation kam, was jedoch auch mit der anschliefenden Fallung zusammenhdangen
kann. Auch gibt es keinen Grund, warum es auf ringférmiger DNA zu keiner Amplifiktion
kommen sollte, da auch auf Plasmiden PCR durchgefiihrt werden kann. Moglicherweise ist die
Linearisierung ndétig, wenn es sich um sehr kleine DNA-Fragmente handelt, die als ringférmiges
Molekdl eine zu groRe Kriimmung aufweisen, als dass die Polymerase daran entlang laufen
konnte. Die spezifischen Fragmente wiesen jedoch eine Spanne von nur 400 bp bis circa 8 kb
auf und wurden alle ohne vorherige Linearisierung amplifiziert. Der Einsatz der Kinase machte
nur bei Verwendung von aus dem Gel eluierten Fragmenten einen Sinn, da bei der Gelelution
die fur die Ligation notwendigen Phosphatreste am 5’-Ende verloren gehen kénnen, doch war
hierbei kein positiver Effekt zu verzeichnen.

In allen PCR-Ansétzen wurde durch Kontroll-PCR DNA nachgewiesen, auch wenn es nicht zu
spezifischen Amplifikationen mit den inversen Primern kam. Die Fehlerquelle lag also

entweder in der PCR-Reaktion selbst oder in der Ligation. Die GC-reichen Fragmente sind
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schwer zu amplifizieren, vor allem wenn wenig Matrize vorliegt, groRe Fragmente amplifiziert
werden sollen (die in der Kontroll-PCR amplifizierten Fragmente waren hochstens 1 kb groR)
und zusatzlich stérende lonen durch andere Puffer mit in den Ansatz gelangen. Es ist deutlich
zu sehen, dass die Amplifikation schwécher wird, je gréRer die amplifizierten Fragmente sind.
Ein weiterer kritischer Punkt ist die intramolekulare Ligation, die kaum beeinflusst und nicht
uberpruft werden kann. Bei diesem Schritt kommt es héufig zu unspezifischen Verknipfungen,
vor allem wenn die DNA-Konzentration in den Ligaseansatzen zu hoch ist (Rosenthal &
Jones, 1990). Trotz dieser Probleme lieferte die inverse PCR die vollstandigen Sequenzen von
laccl und lacc2 und Teilsequenzen von lacc3 und lacc4, welche durch Primer-Walking

sequenziert wurden.

4.4  Sequenzanalyse der Laccasegene und der hypothetischen Laccasen

Die uber inverse PCR erhaltenen Sequenzen wurden zuerst daraufhin Gberpruft, ob es sich
tatséchlich um Laccasegene handelt. Es wurde kontrolliert, ob die Kupferbinderegionen an den
erwarteten Stellen aufzufinden waren. Anschliefend wurden die Introns mit Hilfe von
Sequenzvergleichen und der GT-AG-Regel aus den Genen entfernt, Start- und Stopcodons
festgelegt und diese Gene mittels Computeranalyse in eine hypothetische Proteinsequenz
umgeschrieben. Dieses Umschreiben an Hand der genomischen DNA-Sequenz ist durchaus
gangig (Mikuni & Morohoshi, 1997, d’Souza et al., 1996; Kwon & Anderson, 2002), doch
muss bedacht werden, dass die Lage eines Introns nur mit Sicherheit bestimmt werden kann,
wenn die Gensequenzen auf cDNA und genomischer DNA miteinander verglichen werden.
Deshalb sind die abgeleiteten Proteinsequenzen bis zur erfolgreichen Durchfiihrung dieser
Versuche als vorlaufig zu betrachten. Sowohl Gensequenzen als auch Proteinsequenzen
wurden in Hinsicht auf verschiedene Sequenzparameter wie GC-Gehalt, Glykosylierungs-
stellen, Signalsequenzen und Aminosaurezusammensetzung untersucht. Zudem wurden die

Sequenzen der hypothetischen Laccasen von H. acidophila mit anderen Laccasen verglichen.

4.4.1 Eigenschaften der Laccasegene

Die Sequenzen von laccl und lacc2 sowie die Genfragmente lacc3 und lacc4 wurden auf
Grund der Anwesenheit und der Lage ihrer Kupferbindesequenzen als Laccasegene erkannt.
Ein Abgleich mit anderen Laccasegenen auf DNA-Ebene war nicht mdglich, da die Sequenz-
unterschiede zu groR fur einen sinnvollen Vergleich waren. Bedenkt man, dass die Homo-

logien zu anderen Laccasen schon auf Proteinebene nur circa 40 % Identitdt betrugen und die
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meisten Aminosauren wiederum von mehreren Codons kodiert werden kdnnen, wird deutlich,
dass die DNA-Sequenzen erheblich starker voneinander abweichen als die Proteinsequenzen.
Auf Proteinebene waren dagegen Sequenzvergleiche mdglich (4.4.3), an Hand derer die Start-
und Stopcodons der Gene festgelegt wurden. AnschlieRend konnten Eigenschaften der Gene
wie Basenzusammensetzung und die Verwendung von alternativen Codons (Codon Usage)
untersucht werden. Zudem wurden die nichtkodierenden Bereiche am 5’- und 3’-Ende der

Gene auf regulatorische Strukturen hin untersucht.

Festlegung der kodierenden Genbereiche

Die Start- und Stopcodons konnten nur fir laccl und lacc2 festgelegt werden, da die ent-
sprechenden Regionen von lacc3 und lacc4 nicht bekannt sind. Um die Startcodons fest-
zulegen, wurden alle ATG-Codons stromaufwaérts der cbs1-Region untersucht. Nach Knippers
(1997) konnen auch die Codons TTG und GTG als Startcodons dienen, doch ist dies selten
und Uberwiegend flr Prokaryonten beschrieben. Es wurde Uberprift, ob die hypothetischen
Startcodons im gleichen Leserahmen liegen wie cbsl und wie groR der Abstand zu diesem ist.
Zudem wurde die Aminosduresequenz der angrenzenden Codons bestimmt, um zu unter-
suchen, ob sich in diesem Bereich eine Signalsequenz fiir den Proteinexport befindet. Als
letztes Kriterium wurde die Sequenz stromaufwaérts des hypothetischen Startcodons daraufhin
untersucht, ob Promotorelemente aufzufinden waren. Nach Qin et al. (2004) werden im 5’-
untranslatierten Bereich ATG-Codons unterdriickt, so dass nur wenige als Startcodon zur Ver-
fligung stehende ATG-Codons in diesem Bereich vorhanden sind.

Fur laccl wurden sechs auf Grund ihrer Lage in Frage kommende Startcodons untersucht. Nur
eines dieser Startcodons erfillte folgende Kriterien: Es liegt im Leserahmen mit cbsl und mit
145 Aminoséuren (AS) in einem geeigneten Abstand zu diesem. Die meisten untersuchten
Laccasegene aus Ascomyceten weisen zwischen dem Startcodon und cbsl etwa 120 AS auf
(Tab. 24). Der Leserahmen zwischen dem Startcodon und cbsl kann sich zwar durch ein Intron
verschieben, doch sind Introns vor cbsl scheinbar nicht haufig. Dass sie vorkommen konnen,
zeigt u. a. das yA-Gen von Aspergillus nidulans (Aramayo & Timberlake, 1990). Vor dem ge-
wahlten Startcodon von laccl liegen einige hypothetische Promotorelemente und im Anschluss
an das Startcodon wurde eine modgliche Signalsequenz gefunden. Die Anwesenheit einer Signal-
sequenz hinter diesem Startcodon ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es sich um ein Start-
codon handelt (Garavaglia et al., 2004). Ein Stopcodon wurde ebenfalls in einem geeigneten
Abstand zu chs4 von 41 AS gefunden. Zudem sind die letzten vier Aminoséuren von Laccl

stark konserviert (Abb. 67). Dieses Sequenzmotiv kommt bei vielen ascomycetischen Laccasen
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vor und ist eine Spaltungsstelle, an der bei manchen Laccasen der C-Terminus abgespalten wird
(Hakulinen et al., 2002). Die Tatsache, dass dieses Motiv sogar bei einigen Laccasen konserviert
ist, bei denen der C-Terminus nicht abgespalten wird, weist daraufhin, dass der C-Terminus eine
wichtige Funktion wahrnehmen konnte (Kiiskinen & Saloheimo, 2004). Das Sequenzmotiv liegt
direkt vor dem Stopcodon wie dies auch bei Laccl der Fall ist (Abb. 51).

Organismen ASvorcbsl | ASnachcbs4 Tab. 24: Abstand von Start- und Stop-
— codons zu cbsl und cbs4. Angegeben ist
G. graminis 128 50 die Anzahl der Aminosauren (AS), die vor
C. lagenarium 126 49 cbs1 und nach chs4 der Laccasen aus den
» aufgelisteten Pilzen liegen. Die Sequenzen
C. parasitica 126 51 der Laccasen von P. anserina, N. crassa
P. anserina 143 50 (+ 16) und M. albomyces setzen sich nach dem
N. crassa 144 51 (+ 13) D_SGL-Motlv (Abb. 67) fort. Hier erfolgt
eine enzymatische Abspaltung des C-
M. albomyces 142 51 (+14) Terminus (Zahlen in Klammern, graue
B. fuckeliana 118 50 Balken dienen der Lesbarkeit).
A. nidulans 81 /

Der Beginn von lacc2 war schwieriger auszumachen. Das Startcodon, welches als hypo-
thetischer Start gewahlt wurde, liegt im gleichen Leserahmen wie cbsl und weist stromaufwarts
einige hypothetische Promotorelemente auf. Es ist jedoch nur 41 AS von cbsl entfernt und
stromabwaérts befindet sich keine Signalsequenz. Ein weiteres Startcodon, das auf Grund der
stromabwartsliegenden Signalsequenz in Erwédgung gezogen wurde, liegt circa 1100 bp und
damit fast 300 AS vor chsl. Wéhrend andere Laccasen mit kiirzeren N-Termini in der Daten-
bank zu finden sind (A. nidulans mit 81 AS vor cbsl), wurde noch kein Gen mit 300 AS
zwischen dem Startcodon und cbs1 beschrieben. Zudem mdusste dieser Abschnitt mindestens ein
Intron tragen, da das Startcodon nicht mit cbsl im Leserahmen liegt. Da die meisten Introns in
Laccasegenen eine Lange von zwischen 40 bp und 220 bp aufweisen (Aramayo & Timberlake,
1990; Choi et al., 1992), ist die Existenz eines so grofien Introns jedoch nicht wahrscheinlich.
Da die N-Termini der Laccasegene nicht konserviert sind (Chefetz et al., 1998), kann die Lage
eines solchen Introns auch nicht an Hand der genomischen DNA-Sequenz ermittelt werden. Aus
diesem Grund wurde das naher an cbsl liegende ATG als Startcodon fur das Umschreiben der
DNA- in die Proteinsequenz ausgewdhlt. Das alternative Startcodon wurde jedoch ebenfalls
hinsichtlich des Vorkommens einer Signalsequenz und von Promotorstrukturen untersucht. Die
an dieses Startcodon anschlieBende Region kann ebenfalls zur Ableitung von Primern fiir die
PCR auf cDNA verwendet werden (siehe 4.6). Das Stopcodon von lacc2 liegt 51 AS hinter
cbs4. Es ist zu dem DSGL-Motiv homolog, jedoch nicht so stark wie das von laccl (Abb. 67).
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Abb. 67: Konservierte C-Termini von asco-
Colletotrichum lagenarium DSGL mycetischen Laccasen. Das dargestellte
Podospora anserina DSGL DSGL-Motiv ist bei vielen ascomycetischen
Neurospora crassa DSG I Laccasen vorhanden. Es kann als Spaltungs-
Gaeumannomyces graminis DSG I stelle fur eine posttranslationale Modifikation
Cryphonectria parasitica DSGV des C-Terminus dienen oder am Ende der
Laccl DSGL Sequenz direkt vor dem Stopcodon liegen. Es
Lacc? GSGG sind nur einige der Laccasen vorgestellt, die

dieses Motiv tragen.

Die Lage der Introns wurde ebenfalls mit Hilfe von Sequenzvergleichen festgelegt, wobei
diese jeweils so postuliert wurde, dass moglichst wenige und kurze Introns ausreichten, um
Stopcodons zu entfernen und der GT-AG-Regel (Mironov & Gelfand, 2004) zu genugen. Die
Lage von Introns in basidiomycetischen Genen ist im Gegensatz zu ascomycetischen Laccase-
genen sehr konserviert (Fernandez-Larrea & Stahl, 1996). Interessant ist deshalb, dass die
Lage der Introns innerhalb der Laccasegene von H. acidophila zumindest teilweise konserviert
zu sein scheint. Das laccl-Gen besitzt zwei seiner drei hypothetischen Introns zwischen cbs2
und int und eines hinter cbs4. Das lacc2-Gen besitzt nur zwei Introns, die beide hinter cbs4
liegen. Das Fragment des lacc3-Gens weist ebenfalls ein Intron zwischen cbs2 und int auf.
Das Fragment lacc4 weist keine Introns auf, doch ist die Sequenz ab cbs2 noch unbekannt. Bei
dieser Analyse muss beriicksichtigt werden, dass bei der Amplifikation der Gene aufgetretene
Fehler die Festlegung der Introngrenzen beeinflussen konnen, wenn dadurch falsche
Stopcodons entstehen oder die Fehler in den konservierten GT-AG-Sequenzmotiven liegen.
Insgesamt ist dies jedoch unwahrscheinlich, da bei Annotation eines falschen Introns mit
groRer Wahrscheinlichkeit die gesamte nachfolgende Sequenz verdndert worden waére. An
zwei Stellen wurden Fehler in der Sequenz (u. a. ein falsches Stopcodon) bei der Analyse
gefunden und mit Hilfe von PCR mit Kontrollprimern (Abb. 51 und 54) korrigiert. Das
Auffinden dieser Fehler zeigte, dass es moglich ist, die Lage von Introns Uber Sequenz-
vergleiche sehr genau zu ermitteln. Problematisch ist allerdings, dass Introns auRer den kon-
servierten GT-AG-Resten zu Beginn und am Ende nur wenige konservierte Sequenzmerkmale
besitzen (Mironov & Gelfand, 2004). Es gibt zwar weitere Konsensussequenzen direkt vor
und nach einem Intron, doch sind diese nur schwach konserviert und schon bei gut unter-
suchten Organismen gibt es viele Introns, die diesen Regel nicht folgen (Knippers, 1997). Sie
wurden deshalb nicht in die Analyse der Laccasegene von H. acidophila einbezogen, da tber
die Genstruktur von H. acidophila noch nichts bekannt ist.

Die GroR3e von Introns variiert im Allgemeinen zwischen 40 bp und 125 bp (Deutsch & Long,
1999), wobei die kleinsten beschriebenen Introns 18-21 bp groR sind. Bei der Untersuchung

der Intron-Struktur von Aspergillus spec. zeigte sich, dass das durchschnittliche Gen 2 Introns
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pro 1 kb kodierende Sequenz enthielt und diese Introns im Durchschnitt 40-75 bp grof3 waren
(Deutsch & Long, 1999). Bei beschriebenen Laccasegenen aus Pilzen variiert die Introngrofie
von circa 40-220 bp (Choi et al., 1992). Die Introns von H. acidophila liegen mit 24-141 bp
Lange und 2-3 Introns pro 2 kb im wesentlich in diesem Bereich. Wahrend basidiomycetische
Laccasegene haufig viele Introns enthalten, variiert die Anzahl an Introns bei ascomycetischen
Laccasegenen im Bereich von 1-12 (Tab. 25), wobei die meisten Laccasegene 1-5 Introns
besitzen. Dagegen enthalten Laccasegene von T. versicolor z. B. 10 (Ong etal., 1997) und
11 Introns (Mikuni & Morohoshi, 1997), von T. villosa 8 und 10 Introns (Yaver et al. 1996) und
ein Gen von P. ostreatus sogar 19 Introns (Giardina et al., 1995).

Tab. 25: Anzahl der Introns in Laccasegenen einiger Ascomyceten (Graue Balken dienen der
Lesbarkeit).

Organismus Anzahl der Introns Quelle

N. crassa 1 Germann et al., 1988

A. nidulans TilA 2 Scherer & Fischer, 2001

G. graminis 2 Litvintseva & Henson, 2002
F. proliferatum 2-5 Kwon & Anderson, 2002

C. lagenarium 3 Tsuiji et al., 2001

P. anserina 0-3 Fernandez-Larrea & Stahl, 1996
A. nidulans yA 5 Aramayo & Timberlake, 1990
M. albomyces 5 Kiiskinen & Saloheimo, 2004
M. thermophila 6 Berka et al., 1997

C. parasitica 12 Choi et al., 1992

Abschlieend soll auf die Mdglichkeit eingegangen werden, dass es sich bei den untersuchten
Genen von H. acidophila um Pseudogene handeln konnte. Diese besitzen Strukturmerkmale
intakter Gene, werden jedoch nicht abgelesen oder bilden zumindest kein funktionsfahiges Gen-
produkt (Lewin, 1997). Sie enthalten haufig eine groRe Anzahl an Mutationen, die sich in Form
von Stopcodons akkumulieren kénnen. Haufig stammen sie von cDNA-Stiicken ab, die aus-
gehend von mRNA umgeschrieben und ins Genom integriert wurden, und enthalten deshalb oft
keine Introns sowie am 3’-Ende PolyA-Reste und an den Enden Sequenzwiederholungen.
Keines dieser Merkmale findet sich bei den Laccasegenen von H. acidophila. Fur laccl und
lacc2 kann deshalb relativ sicher ausgeschlossen werden, dass es sich um Pseudogene handelt,
da hier die vollstandige Sequenz bekannt ist. Bei den bekannten Sequenzabschnitten von lacc3
und lacc4 deutet zwar nichts daraufhin, dass es sich um Pseudogene handeln kénnte, doch muss
die vollstandige Sequenz vorhanden sein, damit diese Frage entschieden werden kann.
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Untersuchung der nichtkodierenden 5’- und 3’-Enden der Laccasegene

Im Unterschied zu prokaryontischen Genen sind eukaryontische Gene stark reguliert. Promotor-
strukturen und solche, die fir den Translationsstart wichtig sind, sind deutlich schwacher
konserviert als bei Prokaryonten. Verschiedene Lehrbicher widersprechen sich z. T. in der
Beschreibung konservierter Regulationselementen. Um darzulegen, welche Merkmale fiir die
Analyse der Gene laccl und lacc2 herangezogen wurden, soll eine kurze Zusammenfassung
eukaryontischer Promotorstrukturen und Regulationselementen gegeben werden (Abb. 68). Die
Angaben entstammen im wesentlichen Lewin (1997) und Knippers (1997).

Der Transkriptionsstartpunkt eukaryontischer Gene ist meist ein Adenin und liegt in dem so
genannten Inr-Element, einer pyrimidinreichen Sequenz. Circa 29-34 bp stromaufwérts davon
liegt die Hauptkomponente des Promotors, die TATA-Box, die jedoch nicht so stark konserviert
ist wie die der Prokaryonten. Vor der TATA-Box (Konsensussequenz: GTATA/c™+A%) liegt
meist eine GC-reiche Region mit GC-Boxen. Weiter stromaufwaérts, 70-80 bp vom Transkrip-
tionsstartpunkt entfernt, liegen die CAAT-Boxen, die ebenso wie die so genannten GC-Boxen in
umgekehrter Orientierung und grofRer Anzahl auftreten kénnen. Ein weiterer wichtiger Bereich
liegt 90-100 bp stromaufwarts und enthalt so genannte CACCC-Elemente. Die drei letztgenann-
ten Regulationselemente halten nicht immer diese strenge Reihefolge ein. Bei Haushaltsgenen
fehlt meist eine TATA-Box und der Transkriptionsstartpunkt ist nicht eindeutig definiert.

CAAT-Boxen fehlen haufig, wahrend meist viele GC-Boxen vorkommen.

Start Stop
5-NKB 3-NKB
K_H N
- N
5| Promotor +1 RBS | ATG TAG Poly-A | 3

| CACCC GC CAAT TATA Inr-Element

Abb. 68: Schematische Darstellung eines Gens mit Promotorbereich. Die Transkription beginnt am
Transkriptionsstartpunkt (+1, rechtwinkliger Pfeil). Die gebildete mMRNA besteht aus einem 5’-Nicht-
kodierungsbereich (5’-NKB), dem kodierenden Abschnitt des Gens und einem 3’-Nichtkodierungs-
bereich (3°-NKB). Am Ende des 3’-NKB, der u. a. fir die Stabilitdt der Boten-RNA verantwortlich ist,
liegt die Polyadenylierungsstelle (Poly-A). Im 5’-NKB tragt die mRNA eine Ribosomenbindestelle
(RBS), die vor dem Startcodon liegt, an dem die Translation beginnt. Hinter dem Stopcodon bricht die
Translation ab. Der Promotorbereich (vergroferter Ausschnitt) tragt die TATA-Box, an der die RNA-
Polymerase bindet. Dahinter liegt das Inr-Element, das den Transkriptionsstartpunkt markiert. Vor der
TATA-Box befinden sich regulatorische Elemente wie CACCC-Elemente und CAAT-bzw. GC-Boxen.
Diese kdnnen in gréBerer Stlickzahl und teilweise in umgekehrter Orientierung vorkommen.
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Der nichtkodierende 5’-Bereich eines Gens ist normalerweise zwischen 50-100 bp lang und
enthalt die Ribosomenbindestelle, die bei Eukaryoten nur schwach konserviert ist. Eine bei
Lewin (1997) angegebene Konsensussequenz fiir diese lautet GCC®/ACCATG. Der 3’-nicht-
kodierende Bereich kann mehrere Hundert Basenpaare lang sein und ist flr die Stabilitat der
MRNA entscheidend. Die Sequenzabschnitte ATTTA destabilisieren die mRNA.

Im 5’-nichtkodierenden Bereich von laccl wurden zwei hypothetische Inr-Elemente und
TATA-Boxen gefunden, von denen die naher am Startcodon liegende die wahrscheinlichere
ist. Verschiedene Promotorstrukturen wie GC-Boxen, CAAT-Elemente, ein CACCC-Element
und ein fur pilzliche Promotoren spezifisches TGGGTT-Element (Soden & Dobson, 2003)
sind nachweisbar, was daftr spricht, dass es sich bei dieser Region um den Promotorbereich
des Gens handelt. Gene, deren Transkriptionsrate durch Metalle gesteigert werden kann,
tragen in ihrem Promotorbereich sogenannte MRE-Elemente. Ein solches Element mit der
Konsensussequenz TGCRCNC (R = A oder G, N = A, C, G oder T nach Galhaup et al., 2002)
ist im laccl-Promotorbereich vorhanden, was auf eine kupferabhéngige Induktion der
Transkription hinweist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen des Wachstumsversuchs mit
limitierter Kupferkonzentration (Abb. 14), die die Kupferabhéngigkeit der sezernierten Laccase
nachwiesen. Der 3’-terminale Bereich von laccl weist eine Destabilisierungssequenz auf,
doch konnte eine der Konsensussequenz entsprechende Polyadenylierungsstelle nicht ge-
funden werden. Der bekannte Bereich von circa 200 bp ist wahrscheinlich zu kurz, um diese
zu enthalten.

Fur das Gen lacc2 wurden zwei mdgliche 5’-nichtkodierende Bereiche untersucht, die vor den
hypothetischen Startcodons lagen. Im 5’-Bereich des naher an cbsl liegenden Startcodons
befindet sich ein hypothetisches Inr-Element mit TATA-Box, die jedoch von der Konsensus-
sequenz abweicht. GC-Boxen, CACCC-Elemente und eine CAAT-Box sind ebenfalls vor-
handen. Ein MRE-Element ist nicht nachweisbar, so dass lacc2 mdoglicherweise nicht durch
Kupfer induziert wird. Die Kupferabhéngigkeit wurde bisher nur fir die 16sliche, extrazellulére
und nicht fir die wahrscheinlich von lacc2 kodierte, intrazelluldre bzw. zellassoziierte Laccase
nachgewiesen. Der weiter stromaufwaérts liegende 5°-Bereich vor dem alternativen Startcodon
enthélt eine TATA-Box, die der Konsensussequenz ahnelt, sowie eine GC- und eine CAAT-
Box. Zusétzlich ist ein MRE-Element nachweisbar. Ein Inr-Element wurde nicht gefunden, und
das vorhandene CACCC-Element ist wahrscheinlich zu dicht vor dem Startcodon lokalisiert, um
ein solches Regulationselement zu sein. Insgesamt kann an Hand dieser Daten nicht entschieden
werden, welcher 5’-Bereich den Promotor von lacc2 tragt. Die circa 200 bp des bekannten

3’-nichtkodierenden Bereichs enthalten eine Destabilisierungssequenz, jedoch ebenso wie der
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Bereich von laccl keine Polyadenylierungsstelle, die der Konsensussequenz entspricht. Auch
bei anderen Laccasegenen wie z. B. dem von C. lagenarium wurde keine PolyA-Stelle gefunden
(Tsuji et al.,, 2001). Die diskutierten hypothetischen Regulationselemente weichen teilweise
deutlich von den Konsensussequenzen ab. Da kaum etwas Uber die genomische Organisation
von Vertretern der Ordnung Dothideales — nicht zu sprechen von H. acidophila selbst — bekannt
ist, mussen Abweichungen von den Konsensussequenzen in Betracht gezogen werden.
Sequenzierfehler wurden durch zwei- bis dreimaliges Sequenzieren aller Sequenzen weitgehend
ausgeschlossen. Die PCR birgt jedoch Risiken, da keine Polymerase ohne Fehler arbeitet. Das
verwendete Polymerase-Gemisch des Advantage-GC Genomic PCR Kits weist im Gegensatz
zur Tag-Polymerase eine 3’-5’-Fehlerkontrollfunktion auf und verspricht eine hohe Spezifitét
(BD Biosciences, Handbuch).

GC-Gehalt

Der GC-Gehalt ist ein Parameter zur Ermittlung von Verwandtschaftsverhaltnissen von Orga-
nismen. Gram-positive Bakterien z. B. werden an Hand des GC-Gehalts ihrer DNA in solche
mit niedrigem und solche mit hohem GC-Gehalt eingeteilt (Madigan et al., 2000). Die Grenze
zwischen hohem und niedrigem GC-Gehalt liegt hier bei etwa 60 %, und im Allgemeinen
weisen Bakterien einen GC-Gehalt von 20-80 % auf. Bei Eukaryonten ist dieser Bereich etwas
Kleiner. Pilzliche DNA weist in der Regel einen GC-Gehalt von 20 % bis knapp tber 60 %
auf. Gene, die besonders stabil sein mussen, wie z. B. Gene von thermophilen Organismen,
weisen einen hoheren GC-Gehalt auf (Berka et al., 1997).

Die meisten untersuchten Laccasegene weisen ebenfalls einen GC-Gehalt um die 60 % auf
und liegen damit im oberen Bereich des GC-Gehalts bei Pilzen. Bei N. crassa liegt der GC-
Gehalt bei 56,9 %, wobei er in den Exons hoher liegt als in den Introns (Germann et al., 1988).
Codons mit G oder C am Ende werden stark bevorzugt. Bei dem thermophilen Pilz
M. thermophila ist dieser Effekt mit 65,5 % GC-Gehalt und 90 % Codons mit G oder C an
3. Position noch starker ausgepragt (Berka et al., 1997). Auch basidiomycetische Laccasegene
kdnnen einen hohen GC-Gehalt aufweisen, so z. B. eines aus T. versicolor mit 63 % (Mikuni
& Morohoshi, 1997). Die Laccasegene aus H. acidophila liegen mit Werten um 60 % in
diesem Bereich. Auch hier weisen die Introns einen niedrigeren GC-Gehalt auf, und ein G
oder C an 3. Position des Codons wird bevorzugt (Tab. 17 und Tab. 18). Der GC-Gehalt des
Fragmentes lacc4 ist niedriger, was vermutlich darauf zurtickzufuhren ist, dass nur ein kleiner
Sequenzabschnitt zur Verfligung steht. Der 5’-Bereich von laccl weist ebenfalls einen

niedrigeren GC-Gehalt auf als das gesamte Gen.
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Verwendung alternativer Codons (Codon Usage)

Obwohl bis zu sechs Codons fiir eine Aminoséure kodieren kdnnen, wird meist eins dieser
Codons héaufiger fir die Kodierung der jeweiligen Aminosdure verwendet als die anderen.
Diese Vorliebe fir bestimmte Codons ist zudem spezifisch fur einen bestimmten Organismus.
Wenn ein Gen heterolog exprimiert wird, kann es zu Problemen kommen, wenn Wirt und
Donor unterschiedlichen Codons den Vorzug geben, da die Proteinbiosynthesemaschinerie auf
die in dem jeweiligen Organismus vorherrschenden Bedingungen eingestellt ist (Bulter et al.,
2003; Jana & Deb, 2005).

Ausgehend von den Sequenzdaten der Gene laccl-4 konnte eine Tabelle mit den bevorzugt
verwendeten Codons bei H. acidophila erstellt werden. Bevorzugt werden meist Codons mit G
oder C am Ende. In Tabelle 26 wird die Codonpréferenz von H. acidophila mit den Codon-
praferenzen von Organismen verglichen, die hdufig als Expressionssystem verwendet werden,
wobei von H. acidophila nur die beiden vollstdndig sequenzierten Gene laccl und lacc2
bertcksichtigt wurden. Es zeigte sich, dass E. coli eine deutlich andere Codonpréferenz aufweist
als H. acidophila. Das von der Hefe haufig zur Kodierung von Prolin verwendte Codon CCC ist
eines der sechs am wenigsten verwendeten Codons bei E. coli. Zwei der seltesten Codons bei S.
cerevisiae sind bei H. acidophila am haufigsten, CCG fir Prolin und CTC fir Leucin. Tabelle
26 zeigt aullerdem, dass sich aufer E. coli auch die beiden Hefen S. cerevisiae und P. pastoris
auf Grund ihrer Codonpraferenzen nicht gut fir die Expression von den Laccasegenen aus
H. acidophila eignen. Die filamentdsen Pilze A. niger und T. atroviride verwenden dagegen fast
vollstandig die gleichen bevorzugten Codons wie H. acidophila. Eine Expression in
S. cerevisiae oder P. pastoris kénnte dennoch mdglich sein, wenn die Gensequenzen von

H. acidophila vor Klonierung gezielt verandert werden (Sinclair & Choy, 2002).

Tab. 26: Bevorzugt verwendete Codons in H. acidophila und in einigen h&aufig zur heterologen
Expression verwendeten Organismen. Die Angaben fir H. acidophila beziehen sich nur auf die
Gene laccl und lacc2. Die Angaben fur die anderen Pilze stammen von www.kazusa.or.jp/codon/
(Ausnahme: S. cerevisiae, Sinclair & Choy, 2002). Von H. acidophila abweichende Codons sind fett
gedruckt (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

AS | H. acidophila| E.coli K12 | S. cerevisiae | P. pastoris A. niger T. atroviride
Ala GCC GCG GCT GCT GCC GCC
Cys TGC TGC TGT TGT TGC TGC
Asp GAC GAT GAC GAT GAC GAC
Glu GAG GAA GAA GAA GAG GAG
Phe TTC TTT TTC TTT TTC TTC
Gly GGC GGC GGT GGT GGC GGC
His CAC CAT CAC CAT CAC CAC
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AS | H. acidophila| E.coli K12 | S. cerevisiae | P. pastoris A. niger T. atroviride
lle ATC ATT ATC/ATT ATT ATC ATC
Lys AAG AAA AAG AAG AAG AAG
Leu CTG/CTC CTG TTG TTG CTG CTG
Asn AAC AAC AAC AAC AAC AAC
Pro CCG/CcCC CCG CCA CCA CCC CCC
GlIn CAG CAG CAA CAA CAG CAG
Arg CGC CGC AGA AGA CGC CGC
Ser TCG AGC TCT/TCC TCT TCC AGC
Thr ACC ACC ACC/ACT ACT ACC ACC
Val GTC/GTG GTG GTT/GTC GTT GTC GTC
Tyr TAC TAT TAC TAC TAC TAC

Die unterschiedliche Codonpraferenz kann auch ein Grund sein, warum die unter 2.12.1
beschriebenen Haushaltsgenprimer keine Amplifikate geliefert haben. Obwohl die Genprodukte
der Haushaltsgene in allen Organismen konserviert sein sollten, weichen sie moglicherweise in
der einen oder anderen Aminosdure voneinander ab. Wenn sich dann zusatzlich die Codon-
praferenz von dem Organismus, der flr die Ableitung der Primer verwendet wurde, von der von
H. acidophila unterscheidet, akkumulieren sich mehrere Fehlstellen des Primers, so dass es zu
keiner Bindung an die Matrize kommen kann. Die fir das ATPase-Gen und GPD-Gen spezi-
fischen Primer waren fiir S. cerevisiae etabliert. Bei diesem Organismus unterscheidet sich die
Codonpréferenz stark von der von H. acidophila. Die Primer fur das PGK-Gen wurden von den
Sequenzen von Trichoderma viride und T. reesei abgeleitet (Schlosser, 2000) und sollten
deshalb eigentlich zu der DNA von H. acidophila passen. Das B-Aktin-Gen wird h&ufig als
Haushaltsgen verwendet (Murphy et al., 2003). Die Primer fur dieses Gen wurden fur diese
Arbeit von Ashbya gossipii abgeleitet, einem Pilz, dessen Codonpraferenz sich nur bei zwei
Aminosauren von der von H. acidophila unterscheidet. Dies konnte erklaren, warum dieser
Primer als einziger Haushaltsgenprimer ein Fragment aus H. acidophila-DNA amplifiziert hat.
Dass diese Amplifikation so schwach war, liegt mdglicherweise ebenso wie das Fehlschlagen
der Amplifikation mit den PGK-Primern an dem hohen GC-Gehalt der DNA.

4.4.2 Eigenschaften der hypothetischen Laccasen

Nach dem Umschreiben der DNA-Sequenzen der Gene laccl-4 in die Proteinsequenzen
wurden die daraus resultierenden hypothetischen Protiene Laccl-4 hinsichtlich potenzieller
N-Glykosylierungsstellen und N-terminaler Signalsequenzen untersucht. AuBerdem wurden

Kyte-Doolittle-Plots zur Analyse der Hydrophobizitatsverteilung erstellt. An Hand der
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Aminosaurezusammensetzung der Proteine wurde Uberprift, ob eine Anpassung an saure
Umgebungsbedingungen festzustellen ist. Da bisher nicht bewiesen ist, dass die von laccl-4
kodierten Proteine wirklich die postulierten, funktionsfahigen Laccasen I-1V darstellen,
werden die Genprodukte im Folgenden meist mit Laccl-4 bezeichnet.

Vorhandensein potenzieller N-Glykosylierungsstellen

N-terminale Glykosylierungsstellen besitzen die Konsensussequenz N-X-T/S, wobei X jede
Aminoséure auBer Prolin sein kann (Nita-Lazar et al., 2005). Diese Bedingung ist notwendig,
jedoch nicht hinreichend fiir eine Anheftung von Zuckerresten an den Asparaginséurerest.
Laccasen sind in der Regel extrazelluldre Proteine mit starker Glykosylierung, die die Stabilitét
im extrazelluldren Raum erhéht (Cai et al., 2005; Jolivalt et al., 2005). Auch auf enzymatischer
Ebene gibt es Hinweise darauf, dass die Lacasen von H. acidophila glykosyliert sind (Bend,
2005). Die Tatsache, dass die Proteine Laccl-4 potenzielle N-Glykosylierungsstellen besitzen,
ist deshalb ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei diesen isolierten Genen um die
Strukturgene der auf enzymatischer Ebene untersuchten Laccasen handelt.

Laccl enthélt 9 potenzielle N-Glykosylierungsstellen und liegt damit im Bereich anderer
untersuchter Laccasen (Tab. 27). Lacc2 enthdlt mit nur 2 potenziellen N-Glykosylierungs-
stellen auffallend wenige. Dies konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass es sich bei
diesem Protein nicht um ein extrazellulares Enzym im eigentlichen Sinne handelt, sondern um
eines, welches in Vesikeln vorliegt und nur beim Export des synthetisierten Melanins mit
ausgeschleust wird, wonach es mdglicherweise nicht mehr aktiv sein muss. Auch in der
Sequenz einer Laccase des Speisepilzes Volvariellavolvacea finden sich nur 2 N-
Glykosylierungsstellen, wenn dieser Pilz in Festphasenfermentation angezogen wird (Chen
et al., 2004). Die genaue Lokalisation dieser Laccase ist bisher nicht beschrieben. Bekannt ist
nur, dass sich die Laccase von beschriebenen extrazelluldren Laccasen aus dem gleichen Pilz
unterscheidet. Nicht alle N-Glykosylierungsstellen miissen auch verwendet werden. So werden
von den 9 potenziellen Stellen in der Laccase von M. albomyces nur 7 glykosyliert (Kiiskinen
& Saloheimo, 2004). Die 5 N-Glykosylierungsstellen des Fragments von Lacc3 und die 2 des
noch kirzeren Fragments von Lacc4 weisen darauf hin, dass auch diese beiden Proteine stark

glykosyliert sein kdnnten.
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Tab. 27: Anzahl der potenziellen N-Glykosylierungsstellen in Laccasen einiger Pilze. Nicht alle
diese Stellen mussen im reifen Protein glykosyliert vorliegen (Graue Balken dienen der Lesbarkeit).

Organismus N-Glykosy- Quelle

lierungsstellen
N. crassa 7 Germann et al., 1988
P. cinnabarinus 7 Eggert et al., 1998
G. graminis 6-8 Litvintseva & Henson, 2002
S. commune 6 Hatamoto et al., 1999
M. albomyces 9 Kiiskinen & Saloheimo, 2004
P. anserina 10 Fernandez-Larrea & Stahl, 1996
A. nidulans yA 8 Aramayo & Timberlake, 1990
A. bisporus 5 Perry et al., 1993
M. thermophila 11 Berka et al., 1997

Vorhandensein von Signalsequenzen fir den Proteinexport

In Eukaryonten werden extrazelluldre Proteine an einer Signalsequenz erkannt und ins Endo-
plasmatische Retikulum transportiert (Alberts et al., 1994). Bei diesem Transport wird die
Signalsequenz normalerweise abgeschnitten. Das Protein wird in den Golgi-Apparat weiter-
geleitet und dort fur den Transport zur Zelloberflache vorbereitet. N-terminale Signalsequenzen
konnen an Hand ihrer Struktur und einer hohen Dichte an hydrophoben Aminosdureresten
erkannt werden, obwohl es keine eindeutige Konsensussequenz gibt. Diese N-terminalen Signal-
sequenzen wurden u. a. bei sezernierten Laccasen von M. thermophila, P. anserina, C. para-
sitica, M. albomyces, G. graminis und A. bisporus gefunden.

Bei Laccl wurde direkt hinter dem als Startcodon gewdéhlten ATG eine Signalsequenz
gefunden, die verschwand, wenn ein spateres ATG als Startcodon gewéhlt wurde. Dadurch
bestétigt sich, dass das richtige Startcodon zum Umschreiben der Sequenz verwendet wurde.
Die hohe Wahrscheinlichkeit extrazelluldr lokalisiert zu sein, passt zu der Tatsache, dass
Laccl viele N-Glykosylierungsstellen aufweist und zudem ein extrazellulares Enzym im
Kulturliberstand nachgewiesen wurde. Fir Lacc2 konnte stromabwaérts von dem zum Um-
schreiben der Sequenz verwendeten Startcodon keine N-terminale Signalsequenz nach-
gewiesen werden, und auch flir andere Kompartimente spezifische Signalsequenzen fehlen.
Ob jedoch fur den Einschluss in melanosomenartige Organellen eine Signalsequenz bendtigt
wird, ist unbekannt. Die Tatsache, dass nur wenige N-Glykosylierungsstellen in Lacc2
vorhanden sind, ist ein weiterer Hinweis auf eine intrazellulare Lokalisation. Obwohl dies
nicht bewiesen ist und zudem weitere Lacasegene in H. acidophila existieren, scheint es
wahrscheinlich, dass lacc2 fur das zellassoziierte Enzym kodiert. Dieses konnte nur nach

Zellaufschluss isoliert werden, was daftr spricht, dass es sich um ein intrazellulares Enzym
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handelt, das wahrscheinlich nicht frei im Cytoplasma vorliegt, sondern in Melanosomen
eingeschlossen ist. Hinweise darauf ergeben sich auch aus der Existenz elektronendichter
Organellen in den Zellen von H. acidophila (Holker et al., 2004). Mit diesen Organellen
konnte die Laccase liber die Cytoplasmamembran nach drauf3en gelangen, wenn das syntheti-
sierte Melanin (oder teilpolymerisierte Vorstufen) in die Zellwand eingebaut wird. Dies
konnte erklaren, warum Laccaseaktivitdt an den Zellen gemessen wurde, ohne dass die Zellen
aufgeschlossen wurden (Abb. 13). Allerdings konnte diese Aktivitat auch von Laccl stammen,
das gerade Uber die Membran transportiert wird. Das Computerprogramm ProteomeP errechnet
einen Wert, der eine Aussage dartber erlaubt, ob ein Protein extrazellular vorliegt, auch wenn es
keine typische N-terminale Signalsequenz besitzt. Hierbei werden Strukturmerkmale des
gesamten Proteins herangezogen. Dieser Wert liegt fir Lacc2 sehr hoch, was mit der vor-
gestellten Hypothese Ubereinstimmt. Allerdings muss erwéhnt werden, dass flir Lacc2 ein
weiteres hypothetisches Startcodon mit darauf folgender Signalsequenz gefunden wurde.
Handelt es sich bei diesem ATG um das Startcodon, ware Lacc2 ein reguléres, extrazellulares
Protein, da die N-terminale Signalsequenz der entscheidende Faktor fiir den Export ist. Wie
unter 4.4.1 diskutiert ist es jedoch unwahrscheinlich, dass dieses Startcodon das zu Lacc2
gehdrige ist. Moglicherweise liegt an dieser Stelle das Startcodon eines anderen Gens.

Hydrophobizitat der Laccasen

Die Hydrophobizitatsverteilung der hypothetischen Laccasen von H. acidophila wurde tber
Kyte-Doolittle-Plots analysiert. Es zeigte sich, dass alle vier Laccasen ein &hnliches Profil
aufweisen, so weit die Sequenz vorhanden ist. Die Profile anderer Laccasen unterschieden sich
davon, wenn sie im Kyte-Doolittle-Plot analysiert wurden. Dies zeigt, dass die Laccasen von
H. acidophila trotz geringer Sequenzkonservierung einige Ubergeordnete Gemeinsamkeiten
aufweisen. Der grofite Teil der Proteine ist dem Profil nach hydrophil (negative Werte).
Membrandomaénen, die man an Werten groRer als 1,6 erkennen wirde, kommen nicht vor.
Einige Bereiche sind deutlich hydrophob, einer davon am C-Terminus. Der C-Terminus
scheint eine katalytische Funktion aufzuweisen, da er bei vielen ascomycetischen Laccasen
konserviert ist (Hakulinen et al., 2002). Die Signalsequenz von Laccl ist aufféallig durch die
extreme Hydrophobizitat. Fur Lacc2 ist das Hydrophobizitatsprofil der hypothetischen Signal-
sequenz stromaufwarts von Lacc2 zusatzlich zu dem Profil des gesamten Proteins gezeigt. Der
Kyte-Doolittle-Plot untersucht jedoch nur die Primérstruktur des ungefalteten Proteins. Durch
die Faltung gelangen hydrophobe Reste meist ins Innere wahrend hydrophile nach aufl3en

zeigen, doch ist Gber diese Sekundarstruktur von Laccl1-4 bisher nichts bekannt.
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Redoxpotenzial

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Analyse der Laccasen, auch im Hinblick auf eine
Eignung fur industrielle Prozesse, ist das Redoxpotenzial. Dieses l&sst sich nur flr die auf-
gereinigten Enzyme bestimmen, doch kann die Sequenzanalyse einen ersten Hinweis liefern.
So werden Laccasen auf Grund einer Aminoséure, die mit dem Typl-Kupfer in Verbindung
steht, in drei Klassen eingeteilt (Karahanian et al., 1998). Laccasen mit dem am wenigsten
positiven Redoxpotenzial tragen einen Methioninrest an dieser Stelle. Dies kommt z. B. bei
einer Laccase aus A. nidulans vor (Aramayo & Timberlake, 1990) und ist auch bei Ascorbat-
oxidasen und anderen Multikupferoxidasen der Fall (Messerschmidt & Huber 1990; Kumar
et al., 2003). Enzyme der Klasse 2 mit elektropositiveren Redoxpotenzial als Klasse-1-Laccasen
tragen einen Leucinrest und solche der Klasse 3 mit dem elektropositivsten Redoxpotenzial
einen Phenylalaninrest. Laccl ist folglich eine Klasse-2-Laccase und Lacc2 eine Klasse-3-
Laccase. Somit sollte das Redoxpotenzial zumindest von Lacc2 sehr elektropositiv sein. Je
elektropositiver das Enzym gegenuber dem Substrat ist, desto besser funktioniert die Oxi-
dation (Xu, 1996). Ein stark elektropositives Redoxpotenzial verweist deshalb auf eine gute
Eignung der Enzyme zur Oxidation verschiedener Substrate. Abbildung 69 zeigt die flr die
Kupferbindung wichtigen Aminoséurereste der Kupferbindedoménen an Hand von Laccl1-4.

Hypothetische chsl chs2 cbs3 chs4
Genprodukte

Laccl EWEG EsEyY BPMEMH HEE1 AWEINNE
Lacc2 HIEHE ESEF | @PIELH HEzl WX X @
Lacc3 EAEY | EP1[EMH
Lacc4 WG SN

Abb. 69: Fur die Kupferbindung wichtige Aminosaurereste der Kupferbindedoménen. Die dar-
gestellten Sequenzen gehdrten zu Laccl-4. Die fur die Kupferbindung notwendigen Aminoséuren (bunt
hinterlegt) sind bei allen Laccasen konserviert, die anderen Aminosduren innerhalb der Kupferbinde-
sequenzen kénnen in Grenzen variieren. Die konservierte mit dem Typl-Kupfer assoziierte Amino-
séure, die fir die Hohe des Redoxpotenzials wichtig ist, kann entweder ein M, L oder F sein
(Kastchen). Typl-assoziierte AS sind schwarz, Typ2-Kupfer-assoziierte hellgrau und Typ3-Kupfer-
assoziierte grau hinterlegt.

4.4.3 Homologien und Verwandtschaftsverhaltnisse
Die Genfragmente cbs2/int, chs2/3, int/cbs3 und cbs1/2 wurden durch Sequenzvergleiche als
Laccasegenfragmente bestimmt. Einzig das Fragment cbs2/3 enthielt eine der zur Primer-

Ableitung verwendeten konservierten Regionen: die int-Region. Die anderen Fragmente
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enthielten jeweils nur die Sequenz, die zwischen diesen konservierten Regionen lag. Zu
diesem Zeitpunkt war kein fir eine Kupferbindedoméne kodierender Sequenzabschnitt aus
H. acidophila bekannt. Nach Abschluss der Arbeiten waren von jedem Gen mindestens zwei
Kupferbindesequenzen bekannt, so dass sichergestellt war, dass alle Sequenzen fur Kupfer-
bindeproteine und damit wahrscheinlich fur Laccasen kodieren. Die vollstandigen Laccase-
gene wurden ebenfalls ber Sequenzvergleiche analysiert, um den Konservierungsgrad der
Gene und der daraus abgeleiteten Enzyme zu ermitteln.

Die hypothetischen Proteinsequenzen von Laccl-3 wiesen die groRten Homologien zu asco-
mycetischen Laccasen auf, Lacc4 dagegen zu basidiomycetischen Laccasen. Allerdings waren
alle ermittelten Homologien recht niedrig, was im Allgemeinen flr ascoymcetische Laccasen
gilt (Fernandez-Larrea & Stahl, 1996). Vor allem die Sequenzabschnitte zwischen den cbs-
Regionen sind sehr divergierend (Kwon & Anderson, 2002). Die mittels Standard-PCR
erhaltenen Laccasegenfragmente wurden analysiert, ohne maogliche Introns aus den Sequenzen
zu entfernen. Ein Vergleich mit den annotierten Genen und Genfragmenten zeigt jedoch, dass
die konservierten Abschnitte, die fur die Sequenzanalyse der Fragmente verwendet worden
waren (Abb. 29), keine Introns enthielten. Die Fragmente cbs2/3 und cbs2/int sind zu 35 %
identisch, die vollstdndigen Proteinen Laccl und Lacc2 nur zu 27 %. Die Homologie von
Laccl und Lacc3 zueinander ist dagegen mit 44 % Identitat hoher als die von cbs2/3 und int/3
zueinander mit nur 39 % Identitat. Betrachtet man die Homologien der vier Laccasen aus
H. acidophila zueinander, féllt auf, dass Laccl und Lacc3 mit 44 % Identitdt und 62 %
Ahnlichkeit am starksten zueinander homolog sind. Die anderen Proteine und Protein-
fragmente weisen alle ldentitatswerte zueinander zwischen 23 % und 28 % auf, was flr
Laccasen aus dem gleichen Organismus sehr gering ist. Auf Grund dieser geringen Homologie
lasst sich ausschliel3en, dass die Proteine von Allelen des gleichen Gens kodiert werden. Im
Vergleich dazu sind zwei Laccasen aus T. villosa zu 80 % identisch (Yaver et al., 1996) und
zwei aus Agaricus bisporus sogar zu 93 % (Perry et al., 1993). Das Fragment int/cbs3 weist
eine deutlich geringere Konservierung auf als die Fragmente cbs2/int und cbs2/3, so dass in
Frage gestellt werden musste, ob es sich berhaupt um ein Laccasegen handelt. Da keine
uberlappende Sequenz zu cbs2/int existierte, war zudem unklar ob int/cbs3 und cbs2/int zu
einem einzigen lacc2-Gen gehorte. Die vollstandige Sequenz fir lacc2 zeigte, dass letzteres
nicht der Fall ist. Die fast vollstdndige Sequenz von lacc3 zeigte jedoch, dass auch dieses Gen
fur eine Laccase kodiert. Die Homologien liegen fur lacc3 im gleichen Bereich wie fur alle
anderen Laccasegene aus H. acidophila.
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Die Laccasen mit den hoéchsten Homologien zu den Laccasen und Laccasefragmenten von
H. acidophila gehodrten Gberwiegend zu den gleichen Pilzen, wenn Laccl-3 betrachtet werden.
Laccasesequenzen, die nur als Teilsequenz in der Datenbank stehen, wie die von Stagonophora
spec., Phaeosphaeria spartinicola, P. halima und Buergenerula spartinae zeigen hohe Homo-
logien zu den kurzen Laccasegenfragmenten cbs2/int, cbs2/3 und int/3, jedoch geringe Homo-
logien zu den vollstandigen bzw. fast vollstandigen Sequenzen von Laccl-3, was jedoch mit der
Methode zusammenhéngt, mit der diese Sequenzen verglichen werden. Die héchsten Homo-
logien sowohl flr cbs1/2 als auch fiir Lacc4 ergaben sich zu basidiomycetischen Laccasen. Es
stellt sich die Frage, wie H. acidophila ein Laccasegen besitzen kann, dass basidiomycetischen
Genen dhnelt, aber drei Gene die ascomycetischen Genen dhneln. Da horizontaler Gentransfer
auf Prokaryonten beschrankt zu sein scheint, (Madigan et al., 2000) kann ein direkter Austausch
von Genen zwischen Basidiomyceten und Ascomyceten ausgeschlossen werden. Es kdnnten
hochstens Gene uber Bakterien, die als ,,Genfahren“ fungieren, von Pilz zu Pilz transportiert
werden (Brakhage et al., 2005). Moéglicherweise stammt das lacc4-Gen aber auch aus einer Zeit
vor der phylogenetischen Trennung der beiden Pilzklassen oder die Sequenzahnlichkeit kommt
dadurch zustande, dass diese Laccase eine dhnliche Funktion erfiillt wie basidiomycetische
Laccasen (z. B. Abbau von Braunkohle, Huminsduren u. &.). Andererseits ist das bekannte
Fragement von Lacc4 sehr kurz, so dass mehr Sequenzinformation vielleicht andere Homo-
logien zu Tage fordern wird.

Die insgesamt niedrigen Homologien der vier hypothetischen Laccasen und Laccasefragmente
und die noch niedrigere Homologie der dazugehdrigen Gene und Genabschnitte beweist, dass
die Laccasen von H. acidophila evolutiv von anderen bekannten Laccasen entfernt sind.
Wahrend basidiomycetische Laccasen Homologien von 98 % ldentitat zueinander aufweisen
konnen (Berkaetal., 1997), sind die hochsten Identitatswerte fur die Laccasen aus
H. acidophila 48 % (Laccl), 46 % (Lacc2), 40 % (Lacc3) und 44 % (Lacc4). Fur andere
Ascomyceten liegen diese Werte in einem ahnlichen Bereich. So ist die Laccase aus
C. parasitica zu 57 % und die von P. anserina zu 62 % identisch mit der Laccase von
N.crassa und (Choietal., 1992; Fernandez-Larrea & Stahl, 1996). Die Laccasen aus
G. graminis weisen Homologien von 38-42 % zu anderen Laccasen auf (Litvintseva &
Henson, 2002). Betrachtet man nur die konservierten Kupferbindedomanen, so zeigt sich eine
Konservierung aller fiir die Kupferbindung wichtigen Aminosauren, doch unterscheiden sich
die gesamten Kupferbindesequenzen der Laccasen aus H. acidophila untereinander stark
(Abb. 63). Fir jede Laccase gibt es jedoch Laccasen aus anderen Pilzen, die sehr dhnliche
Kupferbindedomanen besitzen (Abb. 64).
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Die Pilze, deren Laccasen die hochsten Homologien zu den Laccasen aus H. acidophila
aufweisen, sind tberwiegend pflanzenpathogen oder zumindest mit Pflanzen assoziiert. So ist
z. B. F. proliferatum ein Weizenpathogen (Kwon & Anderson, 2002), B. cinerea infiziert Wein
(Schouten et al., 2002), C. parasitica ist der Erreger der Kastanienfaule (Choi et al., 1992),
G. graminis infiziert Wurzeln von Getreiden (Litvintseva & Henson, 2002), C. lagenarium
verursacht Anthracnose der Gurkenpflanzen (Tsuji et al., 2000) und P. halima, P. spartinicola,
B. spartinae and Stagonophora spec. wurden von verwesenden Blattern von Spartina alterni-
flora (Lyons et al., 2003) isoliert. Eine Verwandtschaft von H. acidophila zu pflanzenpatho-
genen Pilzen ist auch insofern moglich, als viele schwarze Hefen mit Pflanzen assoziiert leben
(Eriksson, 1981), darunter der zu den Dothideales gehtrende Aureobasidium pullulans
(Yurlova et al., 1999). Es muss jedoch in Erwagung gezogen werden, dass pflanzenpathogene
Pilze auf Grund ihrer 6konomischen Relevanz besser erforscht und deshalb in den Daten-
banken Uberreprasentiert sind. Ob H. acidophila mit Pflanzen assoziiert wachsen kann, wurde
bislang nicht untersucht.

Die erwahnten Pilze gehoéren zu folgenden Ordnungen: Diaporthales (C. parasitica),
Helotiales (B. cinerea), Hypocreales (F. proliferatum, Magnaportha grisea), Phyllacorales
(C. lagenarium) und vor allem Sordariales (G. graminis, N. crassa, P. anserina, M. thermo-
philum, M. albomyces, C. thermophilum). Weder ein Laccasegen noch eine Laccasesequenz
sind fur M. grisea beschrieben, doch ein hypothetisches Protein aus diesem Pilz weist eine
sehr hohe Homologie zu den Laccasen von H. acidophila auf. Da eine Laccase aus M. grisea
aufgereinigt wurde (lyer & Chattoo, 2003), ist es gut mdglich, dass es sich bei dem
hypothetischen Protein um diese Laccase handelt. Der folgende Stammbaum (Abb. 70) zeigt

die Verwandtschaftsverhaltnisse der Ordnungen untereinander.

182



4 Diskussion

Schizosaccharomyces pombe TY Schizosaccharomycetales

Pneumocystis carinii T Pneumocystidales
Neolecta irregularis T Neolectales
Taphrina populina TY Taphrinales
Aspergillus flavus A Eurotial
Aspergillus fumigatus A urotiaies

| Histoplasma capsulatum AY Onygenales
Exophiala dermatitidis AY Chaetothyriales
Xylaria carpophila Xylariales
Cryphonectria parasitica T Diaporthales
Ophiostoma ulmi T Ophiostomatales

Colletotrichum gloeosporioides A Phyllachorales
Fusarium solani AY Hypocreales

Podospora pauciseta T
Neurospora crassa T  Sordariales

Botryosphaeria ribis T

Hortaea werneckii AY Dothideales
Aureobasidium pullulans AY

Dothidea insculpta TY
Mycosphaerella mycopappi T

Cochliobolus sativus T Pleosporales

[T 3T

Morchella esculenta T
Tuber magnatum T

Pezizales

Yarrowia lipolytica TY Lipomycetales

b

Pichia anomala TY

thl‘iq Sacharomyces cerevisiae TY Saccharomycetales

‘ E Candida albicans AY

Abb. 70: Schematischer Stammbaum der Ascomyceten basierend auf der Priméarstruktur des
18S rRNA Gen (verandert nach Prillinger et al., 2002). T = teleomorphe Form, A = anamorphe
Form, Y = Hefestadien.
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Ein generelles Problem der Sequenzanalyse ist, dass sich nur Sequenzen vergleichen lassen,
die in den Datenbanken vorhanden sind. Aus Vertretern der Ordnung Dothideales sind noch
keine Laccasen beschrieben, auch wenn einige dieser Pilze bereits genetisch bearbeitet
werden. Dies gilt z. B. fiir Hortaea werneckii (Petrovic et al., 2002), Exophiala dermatitidis
(Szaniszlo, 2002) und Aureobasidium pullulans (Yurlovaetal.,, 1999; Rose etal., 2000).
Zudem sind von einigen Pilzen mehrere Laccasen beschrieben und jede in der genutzten
Datenbank vorhandene Sequenz wird in die Analyse einbezogen, so dass unter den Treffern
viele Mehrfachnennungen sind. Ebenso befinden darunter viele hypothetische Proteine ohne
Funktionszuweisung, die nicht berlcksichtigt wurden, da nicht sicher gestellt ist, ob es sich
Uberhaupt um Laccasen handelt. Aufler Laccasen zeigte der Datenbankvergleich nur die
Dihydrogeodinoxidase aus Aspergillus terreus, ebenfalls ein Kupferbindeprotein (Huang
et al., 1995), und das Fet3-Protein aus Saccharomyces cerevisiae an. Dieses Protein ist eine
Ferroxidase, die auch mit dem Kupferstoffwechsel in Zusammenhang gebracht wird (Stoj &
Kosman, 2003).

4.4.4 Anpassungen der Laccasen an niedrige pH-Werte

Proteine, die einer sauren Umgebung ausgesetzt sind, muissen an die dort herrschenden
Bedingungen angepasst sein, da es sonst zu StabilitatseinbuRen kommt. Wahrend Proteine mit
anderen extremophilen Eigenschaften wie z. B. der Thermophilie bereits gut untersucht sind,
ist Uber acidophile Proteine noch wenig bekannt (Schwermann et al., 1994). Zudem stammen
die veroffentlichen Daten in erster Linie von Prokaryonten. Da die Mikroorganismen den pH-
Wert des Cytoplasmas in der Regel neutral halten, missen nur Proteine, die direkt mit dem
Aulenmedium in Kontakt kommen, an die sauren Bedingungen angepasst sein.

Bereits 1979 wurde eine Studie Uber acidophile Membranproteine aus dem Bakterium
Thermoplasma acidophilum veréffentlicht (Yang & Haug, 1979). Die Proteine wiesen mit 62 %
eine groRe Anzahl an hydrophoben Aminoséuren auf, welche durch Bildung hydrophober
Interaktionen zur Stabilisierung der Proteine beitragen kénnen. Geladene Aminosauren waren
insgesamt selten, und die sauren Reste iiberwogen die basischen mit bis zu 9 % Uberschuss.
Insgesamt lagen hochstens 28 % geladene Gruppen vor, die jedoch bei niedrigem pH-Wert
durch Protonierung weiter reduziert wurden. Diese deutliche Reduktion vor allem der posi-
tiven Ladungen verhindert eine Destabilisierung der Proteine auf Grund von elektrostatischer
Abstollung bei hoher Protonenstérke. Eine weitere Stabilisierung kommt durch neutrale und
anionische Kohlenhydrate zustande, die Komplexe miteinander bilden kénnen (Yang & Haug,

1979). Die Zuckerreste der N-Glykosylierungen von Laccasen erhéhen die negative Ladung
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der Enzymoberflache (Perry et al., 1993) und sollten somit ebenfalls in der Lage sein, solche
Komplexe zu bilden und die Enyzme zu stabilisieren. Da T. thermophilum auch thermophil ist,
kdnnen sich allerdings verschiedene Anpassungsmechanismen (berlagern. So ist z. B. die
Verstarkung der hydrophoben Wechselwirkungen bei thermophilen Proteinen bekannt (Yang
& Haug, 1979).

Ebenfalls untersucht ist eine acidophile Amylase aus Alicyclobacillus acidocaldarius
(Schwermann et al., 1994). Auch dieses Gram-positive Bakterium ist thermophil. Die Amylase
liegt im Unterschied zu den Membranproteinen aus T. acidophilum frei 16slich im extrazellu-
laren Raum vor, wodurch die geringere Hydrophobizitat der acidophilen Amylasen erklart
werden kann. Fir Membranproteine wie die bei T. thermophilum untersuchten, ist eine hohe
Hydrophobizitat zu erwarten, wahrend ein lésliches Protein eher hydrophile Reste aufweisen
sollte. Im Vergleich zu nicht-acidophilen Amylasen wurde keine Erhéhung der Hydrophobi-
zitdt festgestellt. Die Amylase enthalt 30 % weniger geladene Aminosdurereste, dafur aber
mehr ungeladene polare Reste. Im Vergleich zu anderen Amylasen erfolgten diese Austausche
vor allen auf der Oberflache des Enzyms. Auf diese Weise wird die Dichte von positiven und
negativen Ladungen herabgesetzt, was eine AbstoBung positiv geladener Gruppen bei
niedrigem pH verhindert. Negativ geladene Gruppen werden zudem bei niedrigem pH-Wert
protoniert, wodurch sich die Ladungsverteilung des Proteins verandert und stabilisierende
Strukturen wie Wasserstoffbriickenbindungen zerstort werden kénnen. Bei pH-Werten (ber
dem pl des Proteins kann es zu einer Destabilisierung durch deprotonierte S&uregruppen
kommen, die sich auf Grund ihrer negativen Ladung wiederum gegenseitig abstof3en. Dies
wird durch Herabsetzung der Ladungen ebenfalls verhindert.

Auch bei Sulfolobos acidocaldarius, einem acidophilen Archaebakterium, wurden in einem
S-Layer-Protein auf der Zelloberflache nur 2,6 % und in einer extrazelluldaren Aspartatprotease
nur 6 % geladene Aminosauren gefunden (Schwermann et al., 1994). Beide Proteine enthalten
daftir auffallend viele ungeladene polare Aminosauren wie Serin und Threonin und Kleine
apolare Aminosauren wie Alanin, Glycin und Prolin. Noch ist nicht geklart, ob wenige Aus-
tausche zur Erh6hung der Acidostabilitat ausreichen wie es bei der Thermophilie der Fall ist
(Schwermann et al., 1994). Ein weiteres extrazelluldres Enzym aus A. acidocaldarius, ein
Endoglucanase, weist ebenfalls weniger geladene und dafiir mehr ungeladene polare und
apolare Aminosauren auf (Eckert & Schneider, 2003). Vor allem der Gehalt an Lysin und
Arginin ist um 6-10 % reduziert. Bei einer Cellulase aus dem gleichen Organismus konnten in
der Primérstruktur keine Aminoséuren gefunden werden, die nachweislich fur die Stabilitat bei

niedrigen pH-Werten verantwortlich sind (Huang et al., 2005). Betrachtet man dagegen das
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gefaltete Enzym, so fallt eine deutlich negative Oberflachenladung auf. Auch halophile
Proteine weisen bei hoher lonenstarke eine negative Oberflachenladung auf (Eisenberg &
Wachtel, 1987). Dieser Uberschuss von negativen Ladungen an der Zelloberfliche findet sich
auch bei der Xylanase C aus Aspergillus kawachii (Fushinobu et al., 1998), und kommt vor
allem durch die Anwesenheit von Glutamat und Aspartat zustande. Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen diesen Aminosauren scheinen dort fur zusétzliche Stabilitit zu sorgen,
doch machen sie das Protein gleichzeitig anfélliger fur Protonierung. VVon der Priméarsequenz
ist diese Ladungsverteilung schwer abzuleiten, da die entsprechenden Aminosduren nur in
bestimmten nicht konservierten Bereichen vorkommen. Das Protein weist zudem einen sehr
niedrigen pl auf, was bei den Laccasen von H. acidophila ebenfalls der Fall ist (Bend, 2005).
Bei Acetobacter aceti wurden in der Ribonucleotidmutase vermehrt Salzbriicken nachgewiesen,
an deren Bildung Arginin beteiligt ist (Settembre et al., 2004). Die bekannten Mechanismen
der Acidostabilitat konnen folgendermalien zusammengefasst werden:
1. Mehr hydrophobe Aminosauren fuhren zu mehr hydrophoben Wechselwirkungen.
2. Durch weniger geladene Aminosauren wird sowohl die Destabilisierung durch
positive Ladungen bei hoher Protonendichte als auch durch negative Ladungen bei
pH-Werten oberhalb des pl des Protein verhindert. Durch weniger negativ geladene
Aminosauren wird zudem die Zerstérung von Wasserstoffbriicken durch Proto-
nierung von Sauregruppen vermieden.
3. Durch starke Reduktion von Lysin- und Argininresten kommt es zu einer negativen
Oberflachenladung. Die negativ geladenen Aminosauren konnen verstarkt zur
Bildung von Wasserstoffbriicken dienen.
4.  Anionische Kohlenhydrate stabilisieren das Protein durch Komplexbildung.
5. Bildung von Salzbriicken zwischen einzelnen Argininresten kann zu einer zusatz-

lichen Stabilisierung fuhren.

Die Proteine Laccl und Lacc2 und die Proteinfragmente von Lacc3 und Lacc4 sind auf ihre
Aminosaurezusammensetzung hin untersucht worden, um zu tberprifen, ob eine Anpassung an
saure Umweltbedingungen aus ihrer Primdrstruktur abzulesen ist. Den grofiten Anteil an der
Zusammensetzung machen bei allen Proteinen die kleinen aliphatischen, d. h. apolaren Amino-
séuren aus. Laccl und Lacc2 sind mit um 58 % hydrophoben Aminoséuren zwar hydrophober
als der Durchschnitt der zum Vergleich herangezogenen nicht-acidophilen Laccasen mit 55,8 %
hydrophoben Aminoséuren, doch sind bei diesen Laccasen die Schwankungen sehr hoch. Im

Vergleich zu den Proteinen aus T. thermophilum ist die Hydrophobizitat von Laccl und Lacc2
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jedoch nicht deutlich niedriger, obwohl es sich bei diesen nicht um Membranproteine handelt.
Eine Stabilisierung durch starke hydrophobe Wechselwirkung kénnte somit fur viele Laccasen
eine Rolle spielen, da diese durch ihre extrazelluldre Lokalisation hdufig mit unginstigen
Umweltbedingungen konfrontiert werden.

Saure und basische Aminoséuren halten sich bei Laccl bis Lacc4 mit maximal 3 % Unter-
schied ungefahr die Waage (Abb. 61). Betrachtet man die Menge der geladenen Aminosauren
bei Laccl und Lacc2 im Vergleich zu anderen Laccasen, so stellt man fest, dass sowohl diese
Werte als auch die fur die Menge an Lysin und Arginin niedriger liegen als der Mittelwert der
nicht-acidophilen Laccasen. Die Reduktion des Lysin- und Argininanteils ist bei Lacc2 deut-
lich hoher als 10 % wie flr A. acidocaldarius beschrieben. Fir Laccl gilt dies fur den
Lysinanteil. Die Werte fur Lacc3 und Lacc4 sind auf Grund der unvollstandigen Sequenz
weniger aussagekréftig, doch ist bei beiden Fragmenten zumindest die Lysingehalt ebenfalls
stark herabgesetzt. Ein direkter Vergleich mit der Aminosaurezusammensetzung der unter-
suchten Proteine von T. thermophilum zeigt, dass vor allem der Gehalt an Lysin und Arginin
bei H. acidophila noch weiter herabgesetzt ist, wahrend sich die Aminosdurezusammen-
setzung ansonsten &hnelt.

Diese Daten deuten auf eine Anpassung der Laccasen von H. acidophila an saure Umwelt-
bedingungen hin. Die Menge an geladenen Aminosauren ist insgesamt herabgesetzt, wobei
dieser Effekt vor allem auf der Verringerung der positiven Ladungen beruht. Die Tatsache,
dass die Laccasen ber einen weiten pH-Bereich stabil sind (Bend, 2005), l&sst sich durch die
geringe Anzahl an geladenen Aminosduren erklaren. Dabei muss allerdings bedacht werden,
dass Austausche auf der Oberflache der Proteine eine grélRere Wirkung haben als solche im
Inneren des Proteins. Zurzeit kdnnen jedoch noch keine Aussagen Uber die rdumliche Struktur
der Laccasen aus H. acidophila gemacht werden, wobei der niedrige pl der aus H. acidophila
isolierten Laccasen (Bend, 2005) allerdings fir eine negative Oberflachenladung spricht.
Zusétzlich werden die Laccasen durch die negativ geladenen Kohlenhydrate auf der Protein-
oberflache stabilisiert.

Die relativ hohe Hydrophobizitat dieser Proteine kann ebenfalls zu einer Verstarkung der
hydrophoben Wechselwirkungen fiihren. Zwar zeigen sich die Proteine im Hydrophobizitéts-
profil eher hydrophil, doch sind diese Hydrophobizitatswerte auf Grund der zu ihrer Ermitt-
lung verwendeten Methode nicht unbedingt mit den errechneten prozentualen Anteilen der
hydrophoben Aminosduren an der Proteinzusammensetzung zu vergleichen. Um Letztere zu
errechnen, musste definiert werden, welche Aminosauren als hydrophob klassifiziert werden.

Dazu wurde die Definition von Haug & Yang (1979) ibernommen, um die Werte untereinander
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vergleichbar zu machen, doch gibt es durchaus andere Definitionen. So werden niedrigere Werte
ermittelt, wenn z. B. die Aminoséure Glycin nicht als hydrophob gewertet wird.

Wenn man davon ausgeht, dass Laccl ein extrazelluldres, Lacc2 hingegen ein cytoplasma-
tisches Protein darstellt, ist zu erwarten, dass sich beide Proteine in ihrer Aminosédure-
zusammensetzung voneinander unterscheiden. Dies ist jedoch nicht der Fall. Trotz geringer
Sequenzidentitat der vier Laccasen untereinander weisen sowohl die Hydrophobizitatsprofile
als auch die Aminosiurezusammensetzung der Proteine eine groRe Ahnlichkeit zueinander
auf. Die Abweichungen bei Lacc4 kommen sicherlich dadurch zustande, dass von diesem
Protein nur eine kleine Teilsequenz zur Verflgung steht. Nur die geringere Anzahl an
N-Glykosylierungsstellen von Lacc2 und das Fehlen der N-terminalen Signalsequenz stutzt
die These, dass es sich bei Lacc2 um ein cytoplasmatisches Protein handelt. Da die durch
SecretomeP ermittelten Daten allerdings darauf hinweisen, dass das Protein Lacc2 Struktur-
merkmale eines extrazelluldren Proteins besitzt, wird die Theorie der Lokalisation in cyto-
plasmatischen Vesikeln und der Transport mit diesen Vesikeln aus der Zelle heraus weiter
gestutzt. Dass diese Vesikel mit dem sekretorischen Signalweg des Endoplasmatischen
Retikulums zusammenhéangen, ist auf Grund der fehlenden Signalsequenz von Lacc2 unwahr-
scheinlich. Vielmehr ist davon auszugehen, dass es sich um melanosomenahnliche Vesikel
handelt, in denen mdglicherweise sogar ein saurer pH-Wert vorherrscht, was das aufer-
gewohnlich niedrige pH-Optimum der intrazelluldren Laccase erklaren wirde (Bend, 2005).
Uber die Lokalisation von Melanin in Vesikeln ist bisher kaum etwas bekannt, obwohl
Melanosomen in Ascomyceten beschrieben sind (Sanchez-Mirt et al., 1997). Einige Autoren
vermuten, dass das Melanin cytoplasmatischen Vesikeln aufgelagert sei (San-Blas et al., 1996),
andere vermuten es dagegen in Vesikeln in der Néhe des Endoplasmatischen Retikulums und

der Cytoplasmamembran (Sanchez-Mirt et al., 1997).

4.5 Potenzieller Nutzen der Laccasen

Extremophile Enzyme spielen eine wichtige Rolle bei industriellen Prozessen (Sharp &
Munster, 1986). Wahrend thermophile Laccasen z. B. aus Chaetomium thermophilum und
Melanocarpus albomyces bereits untersucht wurden (Chefetz etal., 1998; Kiiskinen et al.,
2002), sind Laccasen, die an extreme pH-Werte angepasst sind, bisher selten beschrieben.
Zwei alkalophile Laccasen stammen aus Bacillus halodurans (Ruijssenaars & Hartmans, 2004)
und Myrothecium verrucaria (Sulistyaningdyah et al., 2004). Laccasen mit saurem pH-
Optimum sind bisher nicht beschrieben, obwohl zumindest eine Laccase aus Trametes

multicolor unter sauren Bedingungen zu arbeiten in der Lage ist (Leitner et al., 2002). Hier
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wurden neben ABTS auch phenolische Substrate untersucht, die noch bei pH 2 oxidiert
wurden. Die Aktivitat der meisten Laccasen gegenliber ABTS nimmt bei sinkendem pH-Wert
zu, solange die Stabilitat gewdhrleistet ist, da Anionen, die die Reaktion storen, bei niedrigem
pH-Wert abnehmen (Ruijssenaars & Hartmans, 2004). Zumindest eine der Laccasen von
H. acidophila scheint in der Lage zu sein, DMOP bei einem pH-Wert von 1,5 zu oxidieren
(Bend, 2005). Ob die untersuchten Gene und hypothetischen Proteinsequenzen jedoch den an
Hand ihrer oxidativen Wirkung nachgewiesenen Laccasen entsprechen, kann erst nach
Aufreinigung der Proteine und anschlieBender Ansequenzierung geklart werden. Zudem muss
in Betracht gezogen werden, dass noch weitere Laccasegene in H. acidophila existieren
kdnnten. So sind in einigen Basidiomyceten inzwischen bis zu 8 Laccasegene beschrieben
(Hoegger et al., 2004).

Vor einem Einsatz der Laccasen in der Industrie muss das Redoxpotenzial untersucht werden,
da es einen wesentlichen Einfluss darauf hat, welche Substrate spezifisch umgesetzt werden
kdnnen (Xu, 1996). Es ist bereits nachweisbar, dass Laccl und Lacc2 zu den Klasse-2- und
Klasse-3-Laccasen gehdren und dadurch ein mittleres bis stark elektropositives Redox-
potenzial aufweisen. Weiterhin stellt sich die Frage nach den Einsatzorten der acidophilen
Laccasen. In bekannten industriellen Prozessen wie der Papierbleiche werden meist alkalo-
phile Laccasen benétigt (Ruijssenaars & Hartmans, 2004). Acidophile Laccasen kdnnten
jedoch zur Detoxifizierung von Bdden verwendet werden (Jovialt et al., 2005), wenn diese
gleichzeitig stark versauert sind. Ein besonders interessantes Gebiet ist die Modifikation von
Naturstoffen mit Hilfe von Laccasen, woran auch saure Prozesse beteiligt sein kdnnen. Vor
allem Polyphenole kénnten so schonend modifiziert werden (Pilz et al., 2003). Polyphenole,
die naturlichen Substrate der Laccasen, sind wichtige Antioxidantien und weisen schiitzende
Effekte gegen Krebs, koronare Herzerkrankungen und andere von oxidativem Stress her-
rihrende Erkrankungen auf (Tapiero etal., 2002). Ascomycetische Laccasen mit ihren
Polyphenol polymerisierenden Eigenschaften sollten fiir diese Aufgaben besser geeignet sein
als die meisten basidiomycetischen Laccasen mit Lignin als nattrlichem Substrat, die zudem
meist Abbauschritte katalysieren (Gianfreda et al., 1999; Bell & Wheeler, 1986).

4.6 Ausblick

Die vorgestellte Arbeit liefert wichtige Informationen Uber die Laccasegene von
H. acidophila. Damit sind die Grundlagen geschaffen, um diese Gene heterolog zu

exprimieren. An Hand der Praferenz der Codonverwendung und der wahrscheinlich starken
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Glykosylierung der Laccasen lasst sich ableiten, dass die Expression in einem filamentsen
Pilz wie Aspergillus spec. oder Trichoderma spec. am aussichtsreichsten ware. Wéhrend Bak-
terien auf Grund ihrer Unféhigkeit zur korrekten Glykosylierung eukaryontischer Proteine und
anderen Préferenzen der Codonverwendung fiir die heterologe Expression ungunstig erscheinen,
fihren S. cerevisiae und P. pastoris hdufig eine Hyperglykosylierung der synthetisierten
Proteine durch (Cassland & Jonsson, 1999; Otterbein et al., 2000). Zudem ist auch bei diesen
Organismen die Codonpréferenz deutlich anders als bei H. acidophila.

Vor der heterologen Expression muss festgelegt werden, welche der Laccasen die interessan-
testen Eigenschaften auf enzymatischer Ebene aufweist, und damit am geeignetsten fiir den
Einsatz in der Industrie ist. Auf Grund der vorgestellten Daten muss davon ausgegangen
werden, dass in H. acidophila mindestens vier verschiedene Laccasen existieren, die mog-
licherweise verschiedene Aufgaben erflllen und eine unterschiedliche Lokalisation aufweisen,
wie z. B. den extrazelluldren Raum, die Zellwand und die cytoplasmatischen Melanosomen.
Ist dieses Enzym ausgewahlt, muss das dazugehorige Gen gefunden und flr die Expression
vorbereitet werden. Das kann geschehen, indem ein bekannter Teil der Proteinsequenz in
DNA-Sequenz umgeschrieben und mit der DNA-Sequenz verglichen wird. Da noch nicht
bekannt ist, ob die untersuchten Gene mit den in H. acidophila nachgewiesenen Laccasen
ubereinstimmen, und ebenfalls nicht auszuschliel3en ist, dass noch mehr als vier Laccasegene
bei diesem Organismus vorhanden sind, wurde der Schwerpunkt in dieser Arbeit darauf
gelegt, moglichst viele Informationen Uber moglichst viele der Laccasegene zu erhalten und
Methoden zu etablieren, mit denen diese Gene aufgespiirt und vollstandig sequenziert werden
kdnnen. Weiter bearbeitet werden sollte zukinftig das Gen, das das Enzym mit den interessan-
testen Eigenschaften kodiert.

Zwei der Laccasegene sind auf genomischer Ebene vollstandig sequenziert, zwei andere teil-
weise. Zur heterologen Expression mussen die cDNA-Sequenzen der Laccasegene verwendet
werden, da die Introns ansonsten den Leserahmen verandern wirden. Da die Sequenzen von
laccl und lacc2 bekannt sind, ist es moglich am 5’- und am 3’-Ende Primer abzuleiten, mit
denen das vollstandige Gen ausgehend von cDNA amplifiziert werden kann. Da das 5’-Ende
von lacc2 nicht sicher festgelegt werden konnte, kann alternativ auch ein Primer von dem
weiter stromaufwarts gelegenen 5’-Ende abgeleitet werden. Von lacc3 und lacc4 misste
hierzu zuerst die vollstdndige Sequenz ermittelt werden, was jedoch mit Hilfe der in dieser
Arbeit etablierten inversen PCR mit relativ geringem Aufwand mdglich sein sollte. Um diese
Versuche durchzufiihren, muss eine Methode zur RNA-Extraktion fur H. acidophila etabliert

werden. Einzelne Methoden wurden in dieser Arbeit bereits ausprobiert und mdgliche
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Fehlerquellen diskutiert. Sobald cDNA zur Verfugung steht, kdnnen Induktions- und Ex-
pressionsversuche mit den verschiedenen Laccasegenen durchgefiihrt werden, um zu kléren,
ob sie unterschiedlich reguliert sind und ob die Transkription durch Kupfer oder andere Zu-
satze stimuliert werden kann. Flr Expressionsstudien mussen zusatzlich Haushaltsgenprimer
abgeleitet werden, was jedoch auf Grund der ermittelten Codonpréferenz von H. acidophila
nun einfacher sein sollte als zu Beginn dieser Arbeit. Nachdem durch heterologe Expression
ausreichend Laccase zur Verfligung steht, kann diese auf ihre Eignung fir spezielle

industrielle Prozesse hin untersucht und gegebenenfalls optimiert werden.
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5 Zusammenfassung

Hortaea acidophila ist ein Ascomycet der Ordnung Dothideales und wird auf Grund seiner
Fahigkeit zur Melaninbildung als schwarze Hefe bezeichnet. Diese Pilze wachsen héufig in
Habitaten geringer Wasseraktivitat wie auf Steinen oder Blattoberflachen und sind z. T. oppor-
tunistische Krankheitserreger. Interessantestes Merkmal von H. acidophila ist eine ausgepragte
Acidophilie, so dass der Pilz selbst bei einem pH-Wert von 0,6 noch wachsen kann. Wie viele
Ascomyceten kdnnen schwarze Hefen DHN-Melanin bilden, an dessen Synthese u. a. Laccasen
beteiligt sind. Diese Enzyme sind Polyphenoloxidasen und besitzen vier Kupferatome im
katalytischen Zentrum. Die Laccase entzieht den Substraten ein Elektron, welches ber die
Kupferatome auf Sauerstoff ibertragen wird, der nach Aufnahme von vier Elektronen zum H,O
reduziert wird. Laccasen werden industriell u. a. zur Papierbleiche, in der Textilindustrie und zur
Modifikation von Naturstoffen genutzt. Da eine Laccase aus H. acidophila wahrscheinlich an
saure Umweltbedingungen angepasst ist, lasst sich vermuten, dass sie interessante Eigenschaften
fur eine biotechnologische Nutzung besitzt. Dafiir muss das fur die Laccase kodierende Gen
isoliert und heterolog exprimiert werden. Aufgabe der vorliegenden Arbeit war daher, Hortaea
acidophila fir genetische Arbeiten zu erschlielen und das oder die Laccasegene aufzuspiren.

Im Unterschied zu basidiomycetischen Laccasen sind ascomycetische Laccasen bisher nicht
sehr gut untersucht, was z. T. damit zusammen héngt, dass letztere — abgesehen von den
Kupferbinderegionen — meist nur schwach konserviert sind. Zudem sind schwarze Hefen
genetisch insgesamt wenig erforscht, so dass die meisten Methoden fiir H. acidophila in dieser
Arbeit neu etabliert werden mussten.

In einem ersten Schritt wurde auf enzymatischer Ebene nachgewiesen, dass H. acidophila
Oxidasen besitzt, die sowohl mit den Zellen assoziiert bleiben als auch ins Medium sezerniert
werden. Zumindest die sezernierte Oxidase ist kupferabhdngig und kann kein Tyrosin
oxidieren, was sie als Laccase auszeichnet. Schlieflich konnten Laccasen sowohl im Kultur-
uberstand als auch im Zellextrakt tber spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Eine
kompetitive Hemmung durch Zugabe von Ascorbinséure zeigte eine Beteiligung der Enzyme
an der Melaninsynthese.

Nachdem nun die Existenz von Laccasen in H. acidophila bekannt war, wurden die Laccase-
gene ausgehend von genomischer DNA (ber Polymerasekettenreaktion (PCR) nachgewiesen.
Hierzu dienten Primer, die an Hand der konservierten Kupferbindesequenzen anderer asco-
mycetischer Laccasen abgeleitet worden waren. Die vier daraufhin amplifizierten Fragmente

wiesen auf Aminosdureebene deutliche Homologien zu anderen ascomycetischen Laccasen
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5 Zusammenfassung

auf und wurden als Grundlage fiir die inverse PCR verwendet, mit der gezielt unbekannten
Sequenzabschnitte amplifiziert werden kénnen, die an bekannte Sequenzen angrenzen. Die
Laccasegene laccl und lacc2 wurden so vollstandig, lacc3 und lacc4 teilweise sequenziert.
Alle Gene und Genabschnitte wurden in die Aminosauresequenz tbersetzt und konnten durch
die Lage der konservierten Kupferbinderegionen und durch Sequenzvergleiche mit anderen
Laccasen eindeutig als flr Laccasen kodierend identifiziert werden. Bisher ist noch nicht
bekannt, ob die untersuchten Gene mit den in H. acidophila nachgewiesenen Laccasen Uber-
einstimmen und ob noch mehr als vier Laccasegene vorhanden sind. Deshalb erschien es
sinnvoller, im weiteren Verlauf der Arbeit mdglichst viele Informationen Uber die nach-
gewiesenen Laccasegene und ihre hypothetischen Genprodukte zu ermitteln als sich auf ein
Gen zu konzentrieren.

Wahrend das hypothetische Protein Laccl eine N-terminale Signalsequenz fiir den Protein-
export und mehrere N-Glykosylierungsstellen aufweist, besitzt Lacc2 keine Signalsequenz und
ist deshalb mit groRer Wahrscheinlichkeit in melanosomenartigen Organellen im Cytoplasma
lokalisiert. Dafiir spricht auch die geringe Anzahl von nur zwei N-Glykosylierungsstellen. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von H. acidophila sind diese Melanosomen sichtbar,
und auch bei anderen Vertretern der Ordnung Dothideales sind sie nachgewiesen. Wéhrend
Laccl-3 (berwiegend zu ascomycetischen Laccasen homolog sind, zeigt der bekannte
Abschnitt von Lacc4 mehr Ahnlichkeiten mit basidiomycetischen Laccasen. Die Homologien
zu anderen Laccasen sind insgesamt mit maximal 48 % ldentitat relativ gering, doch sind die
wichtigen Aminoséuren innerhalb der Kupferbinderegionen deutlich konserviert. Untereinander
unterscheiden sich die Laccasen aus H. acidophila in ihrer Aminosauresequenz ungewdohnlich
stark. Laccl und Lacc2 weisen einige Merkmale von Proteinen auf, die an ein saures Milieu
angepasst sind, darunter vor allem eine deutliche Herabsetzung der Anzahl geladener Amino-
séuren. Da die Faltung dieser Laccasen nicht bekannt ist, konnen jedoch keine endgultigen
Aussagen bezlglich der Anpassung an saure Bedingungen gemacht werden, bei der die Ober-
flache der Proteine eine groRe Rolle spielt.

Mit diesen Ergebnissen sind die Grundlagen geschaffen, um die Laccasegene heterolog zu
exprimieren. Nun muss die Laccase mit den interessantesten Eigenschaften fur den Einsatz in

der Industrie bestimmt und das dazugehdrige Gen fiir die Expression vorbereitet werden.
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7 Anhang

7.1  Abkulrzungsliste
7.1.1 Allgemeine Abklrzungen

Abb. Abbildung

act Aktin

ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)
Amp Ampicillin

Amp’ Ampicillinresistenz

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

Aqua demin. demineralisiertes Wasser

AS Aminosaure

BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat
BLAST “Basic Local Alignment Search Tool”
bp Basenpaar

BSA Bovines Serumalbumin

cbs copper binding site/sequence

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht (Niederlande)
cDNA komplementare DNA

CFU colony forming unit

CIAP calf intestine alkaline phosphatase
DAN Diaminonaphthalen

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DHN Dihydroxynaphthalen

DIG Digoxigenin

DMF N,N’-Dimethylformamid

DMOP Dimethoxyphenol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuclease
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dNTP
DOPA
dsDNA
DTT
EDTA
EGTA
EMBL
EPK
FASTA
g
gDNA
GHB
GPD
hnRNA
19G-Fc
int
IPTG
ITS

kb

kDa
laccl-4
Laccl-4
lacZ

M
MCS
MRE
mMRNA
NBT
NCBI
nm

OD 600
Ori
PAGE
PCI

Desoxynukleotidtriphophat

Dihydroxyphenylalanin

doppelstrangige DNA

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigséure
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsaure
European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg
Einzelprimerkontrolle

FAST-ALL (fast protein or fast nucleotide comparison)
Erdbeschleunigung

genomische DNA

v-Glutaminyl-4-hydroxybenzen
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
heterogenous nuclear RNA

Fc-Fragment des Immunglobulin G

interne Sequenz

Isopropyl-B-D-thiogalactosid

internal transcribed spacer

Kilobasen

Kilodalton

Laccasegene von H. acidophila

Genprodukte von laccl-4, hypothetische Laccasen I-1V
fur die B-Galactosidase kodierendes Gen

Marker (Protein-, DNA-)

multiple cloning site

metal responsive element

Boten-RNA

Nitroblautetrazoliumchlorid

National Center for Biotechnology Information, Bethesda/MD (USA)
Nanometer

optische Dichte (bei 600 nm)

Replikationsursprung
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
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PCR
PDA
Pfu
PGK
% (VIv)
% (wW/v)
Pwo
RBS
rDNA
RNA
RNase
RT
RT-PCR
SDS
SSuU

T

Tab.
Taq

Tm
Temed
Tris
tRNA
TS

U
U/min
uv
XGal

Polymerasekettenreaktion
Kartoffel-Dextrose-Agar

Pyrococcus furiosus
Phosphoglucokinase

prozentualer Volumenanteil
prozentualer Massenanteil pro Volumeneinheit
Pyrococcus woesei
Ribosomenbindestelle

ribosomale DNA

Ribonukleinsdure

Ribonuclease

Raumtemperatur

Reverse Transkription-PCR
Natriumdodecylsulfat

small subunit (kleine Untereinheit der Ribosomen)
Temperatur

Tabelle

Thermus aquaticus
Schmelztemperatur
N,N,N,N’-Tetramethylethylendiamin
Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

Teilsequenz

Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
Umdrehungen pro Minute
ultraviolett

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-(beta)-D-galactosid

7.1.2 Abkulrzungen fur PCR-Produkte und Restriktionsfragmente

PCR-Produkte

Prinzipiell wird jedes PCR-Produkt durch eine Kombination der zur Amplifikation verwende-

ten Primer bezeichnet. Beispiel: Primer cbsl und chs2 ergeben das PCR-Produkt chs1/2.
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Bei der inversen PCR wurden die Primer nach dem bekannten PCR-Produkt benannt, welches
als Ausgangspunkt fir die inverse PCR diente. Fur das Fragment cbs2/int heien die
spezifischen Primer demnach inv2i. Die inversen Primer 5’-inv2i und 3’-inv2i ergeben das
PCR-Produkt 2i-inv. Zuséatzlich wird den PCR-Produkten der inversen PCR eine Abkiirzung
fir das Restriktionsenzym vorgestellt, welches zur Vorbereitung der DNA-Matrize fiir die
PCR verwendet wurde: B (BamHI), E (EcoRlI), A (Avill), P (Pvull) und Sm (Smal) und Stu

(Stul). Daraus ergeben sich die folgenden Fragmentnamen:

B23-inv inverses PCR-Produkt fir laccl (cbs2/3), BamHI hydrolysiert
E23-inv inverses PCR-Produkt fiir laccl (cbs2/3), EcoRI hydrolysiert
Alaccl-inv inverses PCR-Produkt fir laccl (invlaccl), Avill hydrolysiert
Placcl-inv inverses PCR-Produkt fir laccl (invlaccl), Pvull hydrolysiert
B2i-inv inverses PCR-Produkt fir lacc2 (cbs2/int), BamHI hydrolysiert
E2i-inv inverses PCR-Produkt fiir lacc2 (cbs2/int), EcoRI hydrolysiert
A3i-inv inverses PCR-Produkt flr lacc3 (int/cbs3),  Avill hydrolysiert
Sm3i-inv inverses PCR-Produkt fir lacc3 (int/cbs3), Smal hydrolysiert
Stul2-inv inverses PCR-Produkt fiir lacc4 (cbs1/2),  Stul hydrolysiert

Restriktionsfragmente

Die aus dem Gel eluierten Restriktionsfragmente tragen den Anfangsbuchstaben fiir das
Enzym mit dem sie hydroylsiert wurden (B = BamHI, E = EcoRl).

B2i mit BamHI hydrolysierte DNA, an die die Sonde cbs2/int gebunden hat
E2i mit EcoRI hydrolysierte DNA, an die die Sonde chs2/int gebunden hat
B23 mit BamHI hydrolysierte DNA, and die die Sonde cbs2/3 gebunden hat
E23 mit EcoRI hydrolysierte DNA, and die die Sonde cbs2/3 gebunden hat

Durch Vorstellen eines ,,p“ wird das Plasmid bezeichnet, das das jeweilige PCR-Produkt oder
Restriktionsfragment enthalt. Beispiele: pcbs1/2, pB2i, pAlaccl-inv.
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7.1.3 Abkulrzungen fur Sequenzen

DNA

A Adenin M A oder C

C Cytosin N G,A, T,oderC

G Guanin R A oder G

T Thymin S G oder C

B G, T,oder C \ G, A, oder C

D G, A, oderT W AoderT

H A, T,oder C Y CoderT

K GoderT

Protein

A Ala Alanin M Met Methionin

C Cys Cystein N Asn Asparagin

D Asp Aspartat P Pro Prolin

E Glu Glutamat Q Gln Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Ser Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I lle Isoleucin \Y Val Valin

K Lys Lysin wW Trp Tryptophan
Leu Leucin Y Tyr Tyrosin

7.1.4 Nomenklatur der Laccasegene und Laccasen

Die isolierten Laccasegene werden mit laccl-4 bezeichnet. Die hypothetischen Genprodukte
dieser Gene heilen folglich Laccl-4. Dabei werden die Bezeichnungen lacc3/lacc4 und
Lacc3/Lacc4 zur Vereinfachung auch verwendet, wenn von den Fragmenten die Sprache ist.
Die Laccasegene kodieren fiir die Laccasen I-1V. Da jedoch in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen wurde, dass die Genprodukte der Gene laccl-4 funktionsféahige Laccasen sind,

wird generell von Laccl-4 statt von Laccase I-1V gesprochen.
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