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Zusammenfassung

In der Vergangenheit rickte das Thema eines Uberhéhten Salzkonsums und damit
einhergehend verschiedener chronischer Erkrankungen in den Fokus der Wissenschatft.
Enzyme wie Hydrolasen und speziell Peptidasen werden bereits industriell eingesetzt, da sie
keine Cofaktoren bengtigen, oft bei hohen pH-Werten stabil sind und eine breite Spaltspezifitat
haben. Eine neue Anwendung von Peptidasen konnte die Generierung von L-Arginyl-
dipeptiden sein. Diese Dipeptide haben keinen Eigengeschmack, sind aber in der Lage, den
vorhandenen Salzgeschmack zu intensivieren. Um diese Dipeptide zu generieren, sollten in
der vorliegenden Arbeit arginylspezifische Peptidasen aus Basidiomyceten isoliert und
identifiziert werden.

Zunachst wurden verschiedene Peptidasegene aus Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium und Schizophyllum commune isoliert und in Escherichia coli bzw.
Komagataella phaffii exprimiert. Eine Serinpeptidase (ABB73029) aus P. chrysosporium sowie
eine Aspartatpeptidase aus T. versicolor (EIW62808) wurden erfolgreich gereinigt.
Aktivitaitsassays zeigten, dass es sich bei der Aspartatpeptidase nicht um eine
arginylspezifische Peptidase handelt, wahrend die Schnittstellenanalyse fir die
Serinpeptidase aus P. chrysosporium auf eine Exopeptidase hindeutet.

In einem zweiten Ansatz wurden 29 Basidiomyceten in Minimalmedium mit 1 % Gluten Uber
einen Zeitraum von 24 Tagen kultiviert und hinsichtlich ihrer Endo- und Exopeptidaseaktivitat
untersucht. Von den 29 Pilzen wurden insgesamt funf interessante Spezies mit
arginylspezifischer Peptidaseaktivitdt ausgewahlt, darunter Agrocybe aegerita, Fomitopsis
pinicola, Flammulina velutipes, Hypholoma sublateritium und Pleurotus eryngii. Nach
Reinigung des Kulturtiiberstandes mittels Gré3enausschlusschromatographie, wurden aktive
Fraktionen mit dem Substrat Casein inkubiert und die Spaltprodukte analysiert. Nur fur
Peptidasen aus A. aegerita, F. velutipes und P. eryngii wurden Schnittstellen detektiert. Da
neben arginylspezifischen Schnittstellen auch ein hoher Anteil unerwiinschter Exo-
peptidaseschnittstellen ermittelt wurde, handelt es sich bei den Enzymen vermutlich um
Exopeptidasen anstatt arginylspezifische Peptidasen.

Die Generierung salzgeschmackverstarkender Dipeptide sollte final mit Hilfe einer
Dipeptidylpeptidase V (DPPV) aus Pleurotus floridanus erfolgen. PfIDPPV wurde heterolog in
E. coli produziert und zeigte Optima bei pH 8,5 und 60 °C gegenuber dem Substrat H-L-Ala-L-
Ala-para-Nitroanilin. Zudem wurde die Aktivitdt durch keinen Peptidaseinhibitor vollstandig

inhibiert.

Schlagworte: Basidomyceten, Dipeptidylpeptidase, heterologe Expression, L-Arginyldipeptide,
Peptidasen, Pleurotus floridanus, Salzgeschmackverstarker
Il
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Abstract

In the past, the topic of excessive salt consumption associated with various chronic diseases
became a focus of nutritional science. Enzymes such as hydrolases and specifically
peptidases are widely used in industry since they do not require cofactors, are often stable at
high pH values, and have a broad cleavage specificity. Thus, a new approach to use
peptidases would be the generation of L-arginyl dipeptides, which do not have a taste on their
own, but are able to enhance the salty taste. This thesis should focus on the isolation and
characterisation of arginyl-specific peptidase genes from basidiomycetes to generate these
dipeptides.

First, various peptidase genes from Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium and
Schizophyllum commune were isolated and expressed in Escherichia coli or Komagataella
phaffii. The serine (ABB73029) peptidase from P. chrysosporium and the aspartate peptidase
from T. versicolor (EIW62808) were successfully purified. Activity assays showed that the
aspartate peptidase from T. versicolor is not an arginyl-specific peptidase, while the analysis
of cleavage sites indicates that the serine peptidase from P. chrysosporium is an exopeptidase.
Next, 29 basidiomycetes were cultivated over 24 days in minimal medium with 1 % gluten and
analysed regarding their endo- and exopeptidase activity. Out of 29 fungi, five interesting
species with arginyl-specific peptidase activity were chosen, namely Agrocybe aegerita,
Fomitopsis pinicola, Flammulina velutipes, Hypholoma sublateritium and Pleurotus eryngii.
After purification of the culture supernatant using size exclusion chromatography, active
fractions were used to hydrolyse the substrate casein, and cleavage products were analysed.
Cleavage sites were only detected for A. aegerita, F. velutipes and P. eryngii. Beside arginyl-
specific cleavage sites also a high amount of undesired exopeptidase cleavage sites was
determined assuming that these peptidases are probably exopeptidases rather than arginyl-
specific peptidases.

Generation of salt taste enhancing dipeptides should finally be achieved with a dipeptidyl-
peptidase V (DPPV) from Pleurotus floridanus. PfIDPPV was heterologously produced in
E. coli, had optima at pH 8.5 and 60 °C and was not completely inhibited by the tested

peptidase inhibitors.

Keywords: basidiomycetes, dipeptidylpeptidase, L-arginyl dipeptides, heterologous

expression, peptidases, Pleurotus floridanus, salt taste enhancer
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au Arbitrary unit (arbitrare Einheit)

Aae Agrocybe aegerita

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCIP/NBT 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat/para-Nitroblautetrazoliumchlorid
BMMY Buffered methanol complex medium

(gepuffertes Minimalmedium mit Methanol)

BSA Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures

cDNA Komplementare DNA

CSpA cspA Promotor (cold-shock protein A)

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DPP Dipeptidylpeptidase

DSMz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DTT Dithiothreitol

E-64 N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucin-4-guanidinobutylamid

EC Enzyme commission (Enzymklassifizierung)

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum

Exo Exopeptidaseschnittstellen

Exo R Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung der Aminoséure Arginin
fuhren

Fpi Flammulina velutipes

FPLC Fast protein liquid chromatography (schnelle
Proteinflissigchromatographie)

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

FU Fluorescence unit (Fluoreszenzeinheit)

Fve Fomitopsis pinicola

gDNA Genomische DNA

Gfr Grifola frondosa

Glu-C Glutamylspezifische Endopeptidase von Staphylococcus aureus V8

Vil
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GRAS
HK
HPLC

Hsu
IAA
IPTG
k. A.
kb

kDa
LAL
LB
LC-MS

m/z
MBT
MCS
MeOH
MM
MRNA
MW
MWCO
Na*
NaCl
NaOH
NCBI

Ni2*-NTA
n. k.

NK
NRPS
NusA
ODeoo
oSP

Generally recognized as safe (allgemein als sicher anerkannt)
Hauptkultur

High performance liquid chromatography
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie)

Hypholoma sublateritium

lodacetamid

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Keine Angaben

Kilobase

Kilodalton

L-Aminosaure Ligase

Lysogeny broth (Komplexmedium)

Liquid chromatography tandem mass spectrometry
(Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung)
Molar

Masse-Ladungsverhaltnis

Maltose-binding protein (Maltose-bindendes Protein)
Multiple cloning site (multiple Klonierungsstelle)

Methanol

Minimalmedium

Messenger RNA (Boten-Ribonukleinsaure)

Molecular weight (molekulare Masse)

Molecular weight cut off (Molekllmassengrenze)
Natriumionen

Natriumchlorid

Natronlauge

National center for biotechnology information

(Nationales Zentrum fir Biotechnologische Informationen)
Nickel-nitrilotriacetic acid (Nickel-Nitrilotriessigsaure)
Nicht klassifiziert

Negativkontrolle

Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen

N-utilization substance A

Optical density (Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm)
Ohne Signalpeptid

Pellet
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PAGE
Pch
PCR
Per
Pfl

pl

PK
PMSF
pNA
PNK
Pos
gPCR
QTOF
rpm
RT
SDS
SEC
SET

SNL
SP
SUMO

TAE
TBS

TBS-T

TCA
TE
TEMED
TrxA

us

viv

Polyacrylamide gel electrophoresis (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
Phanerochaete chrysosporium

Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

Pleurotus eryngii

Pleurotus florida

Isoelektrischer Punkt

Positivkontrolle

Phenylmethylsulfonylfluorid

Para-Nitroanilin

Polynukleotid Kinase

Pleurotus ostreatus

Quantitative PCR

Quadrupole time of flight (Quadropol-Flugzeitmassenspektrometer)
Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)

Raumtemperatur

Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

Size exclusion chromatography (Gréf3enausschlusschromatographie)
Solubility-enhancer peptide sequence

(Peptidsequenz zur Verbesserung der Ldslichkeit)
Standardnahrlésung

Signalpeptid

Small Ubiquitin-related modifier

(Familie der ubiquitin-ahnlichen Proteine)

Tris-Acetat-EDTA

Tris buffered saline

(2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol gepufferte Kochsalzldsung)
Tris buffered saline with Tween 20
(2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol gepufferte Kochsalzlésung
mit Tween 20)

Trichloressigsaure

Tris mit EDTA

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Thioredoxin A

Unit (umol mint)

Uberstand

Volume by volume (Volumen pro Volumen)

X
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wiv
WHO
YEPD
YNB

Weight by volume (Masse pro Volumen)
Weltgesundheitsorganisation
Yeast extract peptone dextrose (Hefeextrakt Pepton Dextrose)

Yeast nitrogen base (stickstoffhaltiges Basismedium)

Aminosauren werden nach dem internationalen Ein- bzw. Dreibuchstabencode abgekirzt.

Xl



Kirsten Vorwerk Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Anteil der Lander, die verschiedene Strategien zur Senkung des Salzkonsums
umsetzen. Es wurden nur Lander mit einer Initiative zur Salzreduktion
bericksichtigt (Stand 2021)........coooe i 3

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Schnittstelle von Peptidasen anhand der
Nomenklatur von Schechter und Berger (1967). P3 bis P3’stellen Aminosauren
AES SUDSIIALS . ..eeviiiii it e e e e e e 5

Abbildung 3: Aufbau der FRET Peptide 1 und 2. Die Aminoséuren sind im
Einbuchstabencode dargestellt. FAM: Fluorescein dient als Donor. Dabcyl dient
QIS AKZEPIO. .oeiiiiiiieieeeeeee ettt 49

Abbildung 4: SDS-Gel nach Reinigung der Aspartatpeptidase (EIW62808) aus T. versicolor
mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. P: Pellet. LF: I6sliche Fraktion. D:
Durchfluss. W1 bis W3: Waschschritt 1 bis 2. E1 und E2: Elutionsfraktion 1 und

Abbildung 5: SDS-Gel nach Reinigung der Metallopeptidase (EIW51569) aus T. versicolor
mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. P: Pellet. LF: l6sliche Fraktion. D:
Durchfluss. W1 bis W3: Waschschritt 1 bis 2. E1 und E2: Elutionsfraktion 1 und

Abbildung 6: SDS-Gel nach Reinigung der Serinpeptidase (EIW59803) aus T. versicolor
mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. P: Pellet. LF: I6sliche Fraktion. D:
Durchfluss. W1 bis W3: Waschschritt 1 bis 2. E1 und E2: Elutionsfraktion 1 und

Abbildung 7: Ergebnisse des Azocaseinassay nhach Expression der Metallopeptidase aus T.
versicolor (XP_008032702) in K. phaffii (N=3). .........uuummmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 55
Abbildung 8: Ergebnisse des FRET-Assays nach Expression der Metallopeptidase aus T.
versicolor (XP_008032702) in K. phaffii (N=2). .........uuuuimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieene 55
Abbildung 9: Ergebnisse des Azocaseinassays nach Reinigung der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand.
LF: I6sliche Fraktion. D: Durchfluss. W1 bis W4: Waschschritt 1 bis 4 (n=3). E1
und E2: Elutionsfraktion 1 und 2 (N=2). ...oooeeiieieii e 56
Abbildung 10: Ergebnisse des FRET-Assays nach Reinigung der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand.
LF: l6sliche Fraktion. D: Durchfluss. W1 bis W4: Waschschritt 1 bis 4. E1 und E2:

Elutionsfraktion 1 und 2 (N=2). ..o 57
Abbildung 11: Ergebnisse des Azocaseinassays nach Expression der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium in K. phaffii (Nn=3)........ccoooiiiiiiiiiiies 58

Xl



Kirsten Vorwerk Abbildungsverzeichnis

Abbildung 12: Ergebnisse des FRET-Assays nach Expression der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium in K. phaffii (N=2)......ccccooooiiiiiiiiiii s 58
Abbildung 13: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) von Fraktion 22 bis
25 nach Reinigung der Serinpeptidase (ABB73029) aus P. chrysosporium mittels
FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, die
Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der Exopeptidaseschnittstellen
(Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung von Arginin
flihren (Exo R). US: UDErStand...........cc.coveiuieiuieiieiie et 59
Abbildung 14: pH-Verlauf des Kulturiiberstandes von A. aegerita (Aae), F. pinicola (Fpi),
F. velutipes (Fve), H. sublateritium (Hsu) und P. eryngii (Per). Kultivierung in
Minimalmedium (1 % Gluten) Gber einen Zeitraum von 24 Tagen (24 °C, 150
10101 TP PP PUT TP PPPPTTRTPP 61
Abbildung 15: Zymographie (1 mg mL* Casein) des Kulturtiberstandes von A. aegerita tiber
eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained
STANAAN). coeeiiieiiiiiieee e 62
Abbildung 16: Zymographie (1 mg mL*? Casein) des Kulturliberstandes von F. velutipes tber
eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained
SEANAAIA). coeiiiii e e e e e e aaaaaaaae 62
Abbildung 17: Zymographie (1 mg mL* Casein) des Kulturliberstandes von F. pinicola tiber
eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained
SEANAAIA). coeiiiiiii e e e e e aaaaaarae 62
Abbildung 18: Zymographie (1 mg mL? Casein) des Kulturtiberstandes von H. sublateritium
Uber eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained
STANAAN). «.eeeiieieiiieie e 63
Abbildung 19: Zymographie (1 mg mL* Casein) des Kulturliberstandes von P. eryngii tiber
eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained
STANAAN). ..eeeiiiieiiii e 63
Abbildung 20: Ergebnisse des Azocaseinassays von A. aegerita (Aae), F. pinicola (Fpi), F.
velutipes (Fve), H. sublateritium (Hsu) und P. eryngii (Per). Es wurde der
Kulturiiberstand an verschiedenen Tagen (Zahl) bzw. das lysierte Pellet an Tag
W O e YL V=T oo = (g ) PP 64



Kirsten Vorwerk Abbildungsverzeichnis

Abbildung 21: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von A. aegerita (Aae, Tag 10) nach Reinigung des
Kulturiberstandes mittels FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl
der Schnittstellen, die Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur
Abspaltung von Arginin fhren (EXO R). ....cooviiiiiiiiiiccee e, 68

Abbildung 22: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL?* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von P. eryngii (Per, Tag 3) nach Reinigung des
Kulturiberstandes mittels FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl
der Schnittstellen, die Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur
Abspaltung von Arginin fihren (EX0 R). .......uuiiiiiiiiiiiiiiiii 69

Abbildung 23: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von F. velutipes (Fve, Tag 10 nach Reinigung des
Kulturiberstandes mittels FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl
der Schnittstellen, die Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur
Abspaltung von Arginin fhren (EXO R). ....coovi i, 70

Abbildung 24: Ergebnisse des pNA-Assays der zwolf Fraktionen nach FPLC-basierter Ni2*-
NTA Reinigung der heterolog produzierten PfIDPPV. Als Substrat wurde H-L-Ala-
L-Ala-PNA VEIWENUEL. ...oeviiiiiiii et e e e e e e e 72

Abbildung 25: SDS-PAGE (a), semi-native PAGE (b) und Western Blot (c) der
rekombinanten PfIDPPV (Bande 1). M: Precision Plus Protein Unstained (a, b)
oder All Blue Standard (c) (Bio-Rad). .........ccoeiiiiiiiiiiicei e, 72

Abbildung 26: Effekt des pH-Wertes auf die Aktivitat (Quadrat) und Stabilitat (Kreis) der
PfIDPPV. Es wurde Britton-Robinson-Puffer im pH-Bereich von 2 bis 9,5
verwendet. Fur die pH-Stabilitat wurden die Proben fir eine Stunde bei den
entsprechenden pH-Werten inkubiert und anschlieend ein Aktivitatsassay unter
optimalen Bedingungen (pH 8,5) durchgefiihrt. Die relative DPPV Aktivitat [%6]
wurde gegenuber der hdchsten Aktivitat in jedem Experiment definiert. ............. 73

Abbildung 27: Effekt der Temperatur auf die Aktivitat (Quadrat) und Stabilitat (Kreis) der
PfIDPPV. Fir die Temperaturstabilitdt wurden die Proben fir eine Stunde bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert. AnschlieRend wurde ein Aktivitdtsassay
unter optimalen Bedingungen (60 °C) durchgefiihrt. Die relative DPPV Aktivitat

[%] wurde gegeniiber der hdchsten Aktivitét in jedem Experiment definiert. ....... 73

XV



Kirsten Vorwerk Abbildungsverzeichnis

Abbildung 28: Lineare Michaelis-Menten Regression zur Umsetzung von H-L-Ala-L-Ala-pNA
(o (ULl T LTI o {10 o P 74

Abbildung 29: Effekt verschiedener Inhibitoren auf die Aktivitat der PfIDPPV gegentiber dem
Substrat H-L-Ala-L-Ala-pNA. Die relative Aktivitat [%] der Kontrolle (-) wurde als
100 % definiert (gestrichelte Lini€). .......ccooveeiiiiiiieee e 75

XV



Kirsten Vo

rwerk Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis
Tabelle 1: Ubersicht tber Dipeptidylpeptidasen (DPP). n. k.: nicht klassifiziert. k. A.: keine
ANGADEN. ... 9
Tabelle 2: Verwendete VEKIOIEN. ........uu i e e e e e e e 16
Tabelle 3: Ubersicht tber die verschiedenen Peptidasegene aus P. chrysosporium,
S. commune UN T. VEISICOION. .....uuiuiiie e e e e e eeaeeeenees 17
Tabelle 4: Uberblick der verwendeten Primer zur Klonierung verschiedener Peptidasegene
aus Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium und Schizophyllum
[010] 1 41 411 01T TSP PTTR P TUPPPPPPPPPN 18
Tabelle 5: Verwendete Basidiomyceten. k. A.: keine Angaben. ...........ccccceeeviiiiiiiiiiiiienne e, 21
Tabelle 6: Name und Genotyp der fiir die Klonierung und Expression verschiedener
Peptidasegene verwendeten OrganiSMEN. ..........ueeviieeeiiiiiiiiiiiie e eeee e 23
Tabelle 7: Ubersicht (iber die Basidiomyceten aus dem Peptidase Screening, sowie die
Kultivierungsdauer in der Vor- und Hauptkultur. 24P: lysiertes Pellet an Tag 24.
........................................................................................................................... 24
Tabelle 8: Zusammensetzung der Standardnahrldsung (SNL) zur Kultivierung der
Basidiomyceten in der VOrKUITUL. ..........ooooiiiii i, 25
Tabelle 9: Zusammensetzung des Minimalmediums zur Kultivierung der Basidiomyceten in
OEr HAUPTKUIUT . ... 25
Tabelle 10: Zusammensetzung der SpurenelementlosuNng. ........coooeeeeeiiieeei e, 25
Tabelle 11: Zusammensetzung des Lysogeny Broth (LB) Mediums zur Kultivierung von E.
o7 SRR 26
Tabelle 12: Zusammensetzung des YEPD Mediums zur Kultivierung von K. phaffii. ............ 27
Tabelle 13: Zusammensetzung der His™- Platten zur Kultivierung von K. phaffii................... 27
Tabelle 14: Zusammensetzung des YNB (yeast nitrogen base) Mediums. .................ccoo.. 27
Tabelle 15: Zusammensetzung des BMMY Mediums zur Kultivierung von K. phaffii. ........... 27
Tabelle 16: MSSI Verdau zur Linearisierung des pPIC9 Vektors. ........ccccceeeviiiiiiiiiiiiiienneeen, 28
Tabelle 17: Ansatz zur Synthese komplementérer DNA (CDNA)..........coviiiiiiiieiiiiiiiicee e, 29
Tabelle 18: Zusammensetzung des Lysis-Puffers zur Isolierung genomischer DNA............. 30
Tabelle 19: Zusammensetzung des TE-Puffers (Tris EDTA) zur Isolierung genomischer DNA
(0 A TS ESEERPR 30
Tabelle 20: Reaktionsansatz zur Amplifizierung von DNA Fragmenten mittels Phusion®
High-Fidelity DNA POIYMEIaSE. ......oouuiiiiii e 31
Tabelle 21: Programm zur Amplifizierung von DNA Fragmenten mittels Phusion® High-

Tabelle 22

Fidelity DNA Polymerase. Tm: Primerspezifische Annealingtemperatur. ............ 31
: Reaktionsansatz fur die Kolonie-PCR mittels Dream™Taq DNA Polymerase....31
XVI



Kirsten Vorwerk

Tabellenverzeichnis

Tabelle 23;

Tabelle 24
Tabelle 25;

Tabelle 26;

Tabelle 27:
Tabelle 28:
Tabelle 29:

Tabelle 30:

Tabelle 31;

Tabelle 32:
Tabelle 33:
Tabelle 34:
Tabelle 35:

Tabelle 36:
Tabelle 37;

Tabelle 38:
Tabelle 39:
Tabelle 40:

Tabelle 41:
Tabelle 42:
Tabelle 43:

Programm fir die Kolonie-PCR mittels Dream™Taq DNA Polymerase. Tm:

Primerspezifische Annealingtemperatur. ...........cccceeeiieeiiiiciiiiiiin e 32
Vektorspezifische Primer flr die Kolonie-PCR. ........ccccooviiiiiiiiiiiiie e, 32
Programm fir die Touchdown-PCR mittels Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase. Tm: Primerspezifische Annealingtemperatur.................cccccceeeeennn... 33
Zusammensetzung des 1X TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffers und des 6X DNA
Ladepuffers fir die Agarosegelelektrophorese. ..........ccovvvvviiiiiiiiiieeniiiiicee e, 33
Ansatz fur den Restriktionsverdau doppelstrangiger DNA. ..., 34
Reaktionsansatz zur Dephosphorylierung der 5" Enden von DNA. .................... 34

Reaktionsansatz zur Phosphorylierung von DNA mittels T4 Polynukleotid Kinase.

........................................................................................................................... 35
Ubersicht Gber die Expression verschiedener Peptidasegene in E. coli. HK:
Hauptkultur. N: N-Terminus. C: C-TerminuUS. .........ccouiieeerreiiiiiiinneeeereeenieinanaeeeens 37
Ubersicht tiber die Expression verschiedener Peptidasegene in K. phaffii. HK:
Hauptkultur. N: N-Terminus. C: C-Terminus. SP: Signalpeptid...............cceeeeenn. 38
Verwendete Losungen fir die denaturierende und semi-native SDS-PAGE....... 39
Zusammensetzung eines diskontinuierlichen Gels mit 12 % Acrylamid.............. 39
Zusammensetzung eines 12 %-igen Single Gels. ......cccooveeiiiiiiiiiiiiieeeen, 40
Zusammensetzung des 2X Single Gel Puffers zur Herstellung eines 12 %-igen

SINGIE GIS. .o e e e e e e aarae 40
Zusammensetzung des 10X TBS (Tris buffered saline) Puffers. ............ccc........ 41
Zusammensetzung des 1X TBS-T (Tris buffered saline with Tween 20) Puffers.

........................................................................................................................... 41
Verwendete Losungen flr die Zymographie...........cccceeeiieeiiiiiiiiiiiieeeeeeceinn, 41
Zusammensetzung eines Zymographie-Gels mit 12 % Acrylamid...................... 42

Puffer und Chemikalien fur den tryptischen Verdau von Proteinbanden aus einem

SIS -G e 44
Ansatz fur den proteolytischen Verdau von Casein (1 mg mL™Y)......ccccoceveveinenne a7
Liste der verwendeten para-Nitroanilin Substrate. ............ccccccciiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 51

Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) von Fraktion 22 bis 25
nach Reinigung der Serinpeptidase (ABB73029) aus P. chrysosporium mittels
FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, der
Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur

Abspaltung von Arginin fihren (EXO R). ....oiiiiiiiiii e 60

XVII



Kirsten Vorwerk Tabellenverzeichnis

Tabelle 44;

Tabelle 45;

Tabelle 46;

Tabelle 47:
Tabelle 48:

Tabelle 49:

Tabelle 50;:

Tabelle 51;

Ubersicht tiber die verschiedenen Basidiomyceten und die Kultivierungstage, an
denen der Kulturiberstand auf Peptidaseaktivitat untersucht wurde. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. .....ccooooe oo 63
Uberblick tiber die arginylspezifische Peptidaseaktivitat der ausgewahlten
Kulturlberstande verschiedener Basidiomyceten............cccccceeeiiiieeviieeiiiiinee e, 65
Uberblick tiber die aktiven Unterfraktionen der einzelnen Basidiomyceten nach
Reinigung mittels FPLC-basierter SEC. ..........ooviiiiiiii e 66
Ubersicht Gber verschiedene Substrate und deren Argininanteil. ....................... 67
Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) ausgewahiter
Unterfraktionen von A. aegerita (Aae, Tag 10) nach Reinigung des
Kulturiberstandes mittels FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl
der Schnittstellen, der Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo
R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen,
die zur Abspaltung von Arginin fuhren (EXO R). .........uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieens 68
Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) ausgewahiter
Unterfraktionen von P. eryngii (Per, Tag 3) nach Reinigung des
Kulturiiberstandes mittels FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl
der Schnittstellen, der Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo
R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo) und der Exopeptidaseschnittstellen, die
zur Abspaltung von Arginin flhren (EXO R).......ccooiiiiiiiii e, 69
Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) ausgewahiter
Unterfraktionen von F. velutipes (Fve, Tag 10) nach Reinigung des
Kulturiiberstandes mittels FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl
der Schnittstellen, der Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo
R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo) und der Exopeptidaseschnittstellen, die
zur Abspaltung von Arginin fUhren (EXO R)..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinenns 70
Uberblick tiber die kinetischen Parameter der PfIDPPV, AfDPPV (Beauvais et al.,
1997a), AoDppE und AoDppF (Maeda et al., 2016). Als Substrat wurde H-L-Ala-
L-Ala-pNA verwendet. k. A.: keine Angaben. ... 74

XVIII



Kirsten Vorwerk Einleitung

1. Einleitung

1.1. Speisesalz in Lebensmitteln

Zu den vier Geschmacksrichtungen zahlen sif3, sauer, bitter und salzig. Fir die
Geschmacksrichtung salzig sind die zellularen und molekularen Mechanismen bisher nicht
vollstéandig aufgeklart (Roper 2015). Es wird aber vermutet, dass der salzige Geschmack uber
den amilorid-sensitiven bzw. amilorid-unsensitiven Weg wahrgenommen wird (Schindler et al.,
2011).

Speisesalz (Natriumchlorid, NaCl) ist ein wichtiger Bestandteil in Lebensmitteln, beeinflusst
die Struktur und Geschmackswahrnehmung von Lebensmitteln, hat eine antimokrobielle
Wirkung und Uberdeckt einen bitteren oder astringierenden Geschmack (Rao and
Lalmuanpuia 2020). Speisesalz ist somit nicht nur fir den Geschmack von Lebensmitteln,
sondern auch fur deren Textur und Haltbarkeit wichtig (Schindler et al., 2011; Gongalves et
al., 2017). Es wird vorwiegend bei der Verarbeitung von Lebensmitteln verwendet, u. a. bei

Saucen, Dressings und Sii3igkeiten, aber auch in Backwaren und Fertigprodukten.

1.2. Gesundheitliche Beeintrachtigung durch Speisesalz

Mengenmaliig betrachtet findet man Salz vermehrt in Fertiggerichten und Knabbersachen,
aber auch Brot, Milch oder Wurstwaren tragen zu einem erhfhten Salzkonsum bei (Schindler
et al., 2011; Goncalves et al.,, 2017). Jedoch bringt ein Uberhdhter Salzkonsum auch
gesundheitliche Gefahren mit sich. Es kann zu einem erhdhten Risiko fur Bluthochdruck, zur
Zunahme an Herzkreislauferkrankungen oder Osteoporose kommen (Schindler et al., 2011,
Gongalves et al.,, 2017). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfiehlt erwachsenen
Menschern daher, die Tagesmenge von 5 g Speisesalz nicht zu Uberschreiten. Eine Studie
aus dem Jahr 2013 hat jedoch gezeigt, dass Menschen in der westlichen Welt fast das
Doppelte dieser Menge (8 bis 11 g) zu sich nehmen. Das erklarte Ziel der WHO bis 2025 ist
daher eine Reduzierung der Salzzufuhr um bis zu 30 % (World Health Organization 2012; Gray
2013).

Die Empfehlung der WHO von weniger als 5 g Speisesalz pro Tag wird besonders in
westlichen La&ndern deutlich Uberschritten. Gerade in Industrielandern wie Grof3britannien,
Irland oder den USA sind 80 % des erhdhten Salzkonsums auf den Verzehr von verarbeiteten
Lebensmitteln (z. B. Fertigprodukte) zuriickzufuhren. Als Folge nehmen Herzkreislauf-

erkrankungen, die durch Bluthochdruck verursacht werden, stetig zu und zahlen damit weltweit
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zu den haufigsten Todesursachen durch nicht-Ubertragbare Krankheiten. 2012 kam eine
weltweit angelegte Studie zu dem Schluss, dass ca. 15 % (2,3 Mio.) der Todesfélle durch
Herzinfarkt oder Schlaganfall mit einem erhéhtem Salzkonsum in Verbindung stehen
(Schindler et al., 2011; Gray 2013). 2017 starben 10,4 Millionen Menschen an Bluthochdruck,
von denen 3,2 Millionen Todesfalle mit einem Uberhdhten Salzkonsum in Verbindung gebracht
werden (Santos et al., 2021). Die Reduzierung der taglichen Salzzufuhr ist daher von grof3em
Interesse.

In Studien konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte Aufnahme von Speisesalz den
Blutdruck senken kann, besonders bei Patienten, die bereits an Bluthochdruck leiden (Cook
et al., 2007; Robinson et al., 2019). Bluthochdruck steht zudem in Zusammenhang mit einem
erhohten Risiko fur Nierenerkrankungen, Schlaganfallen und Herzkreislauferkrankungen
(Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, Linksventrikelhypertrophie) (Cianciaruso et al., 1998; Cook et
al., 2007; He et al., 2013; Robinson et al., 2019). Neben Auswirkungen auf das Herz und die
Nieren wirkt sich ein erhéhter Konsum von Speisesalz auch auf das Gefal3system, die Haut,
das Gehirn und die Knochen aus. Ausloser dafur sind erhdhte Enziindungsreaktionen und
oxitativer Stress, die u. a. zu einer Verhartung der Arterien fihren kdnnen und in
Zusammenhang mit Schlaganfallen stehen (Nagata et al., 2004; Robinson et al., 2019).
Uberschiissige Ablagerungen von Na*-lonen in der Haut sind zudem Anzeichen fiir Alterung,
Diabetes Typ 2 oder Hyperlipidamie (Robinson et al., 2019). Andere Studien zeigen einen
Zusammenhang zwischen einem erhéhten Salzkonsum und Asthma, Magenkrebs, Anzeichen
fir Alzheimer-ahnliche kognitive Veranderungen, Nierenbeckenentziindungen, Osteoprose
oder der Bildung von Nierensteinen (Cappuccio et al., 2000; Kurosawa et al., 2006; Robinson
et al., 2019; Fyfe 2020; Wang 2020). Insgesamt birgt ein berhohter Salzkonsum zahlreiche

gesundheitliche Risiken und sollte daher vermieden werden.

1.3. Strategien zur Senkung

Besonders in einkommensstarken Landern nimmt der Konsum von Fertiggeerichten und
verarbeiteten Lebensmitteln stetig zu (Santos et al., 2019). Daher gibt es immer mehr nationale
und internationale Richtlinien zur Reduzierung des taglichen Salzkonsums. Von 2010 bis 2014
hat sich die Anzahl der Initiativen zur Salzreduktion verdoppelt. 2021 gab es insgesamt 96
Initiativen zur Salzreduktion (Santos et al., 2021).

Alle Initiativen beinhalten finf wichtige Kernbereiche, wobei die Lander unterschiedliche
Schwerpunkte bei der Umsetzung der Richtlininen setzen (Abbildung 1). Die Kernbereiche
umfassen die Reduzierung des Salzgehaltes in Lebensmitteln, Bildungsprogramme und
Erndhrungsrichtlinien fir o6ffentliche Einrichtungen wie Schulen oder Krankenhausern,

Sensibilisierung der Verbraucher, Kennzeichnung von Verpackungen und eine Salzsteuer
2
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(World Health Organization 2016; Santos et al., 2019). Der Grof3teil der Lander (75 %) setzt
auf Bildungsprogramme und Ernahrungsrichtlinien fur o6ffentliche Einrichtungen sowie
salzarmere Fertigprodukte (71 %), wéahrend eine Salzsteuer lediglich in 5 % der Lander

umgesetzt wird (Santos et al., 2021).

Salzsteuer
Kennzeichnung

Sensibilisierung

salzarme
Fertigprodukte

Bildungsprogramme

0 20 40 60 80 100
Anteil der Lander [%]

Abbildung 1: Anteil der Lander, die verschiedene Strategien zur Senkung des
Salzkonsums umsetzen. Es wurden nur Lander mit einer Initiative zur Salzreduktion
berticksichtigt (Stand 2021).

In einigen Landern wurden bereits erste Erfolge erzielt. Canada konnte mittels freiwiliger
Richtlinien in verschiedenen Einrichungen (Schulen, Arbeitsplatz, Krankenh&user) oder der
Kennzeichnung von Speisekarten in Restaurants die Aufnahme von Speisesalz im Zeitraum
von 2004 bis 2015 um bis zu 19 % senken. Auch in Finnland konnte durch zahlreiche
Maflnahmen eine Senkung der Aufnahme von Speisesalz um bis zu 29 % (1979 bis 2002)
erreicht werden. Dabei setzte Finnland sowohl auf freiwillige Richtlininen, als auch auf eine
Beschaffungspolitik fir Schulen. Zusatzlich setzen sowohl Canada als auch Finnland auf
verpflichtende Warnhinweise auf Verpackungen. Um dennoch das erklarte Ziel der WHO, eine
Reduzierung der Salzzufuhr um bis zu 30 % bis 2025, zu erreichen, missen die erfolgreichen
Strategien (Kennzeichnung von Lebensmitteln, Sensibilisierung der Verbraucher,
Bildungsprogramme) in weiteren L&ndern angewendet werden. Zudem sind strengere
Uberwachungen und ein Bewertungssystem zur Kontrolle der Salzreduktion nétig (Santos et
al., 2021).

Neben den genannten Strategien zur Reduzierung von NacCl in Lebensmitteln gibt es weitere
Anséatze, den Gehalt an Speisesalz in Lebensmitteln zu reduzieren. Durch Salzersatzstoffe wie
Kalium-, Calcium- oder Magnesiumchlorid soll NaCl vollstandig in Lebensmitteln ersetzt

werden.
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Allerdings hangt die Wirkung der Salzersatzstoffe von der Konzentration ab, und die
Ersatzstoffe haben oft einen bitteren oder metallischen Beigeschmack. Auch die Inhaltsstoffe
natirlich vorkommender Gewilrze oder Krauter (Knoblauch, Ingwer, Pfeffer, Chilli), die
antimikrobielle Eigenschaften haben, kdnnen eingesetzt werden (Rao and Lalmuanpuia 2020).
Neben dem vollstandigen Ersatz von NaCl gibt es neuere Ansatze, die sich mit
Salzgeschmackverstarkern wie L-Lysin, L-Arginin, Trehalose oder Glutamat befassen. Ziel
dabei ist es, den vorhandenen Salzgeschmack ohne unerwiinschten Fehlgeschmack zu
intensivieren, sodass bei der Herstellung von Lebensmitteln weniger Salz verwendet werden
kann (Nakata et al., 1995; Maehashi et al., 1999; Schindler et al., 2011; Rao and Lalmuanpuia
2020). Ein Beispiel zur Reduzierung von Speisesaz in Lebensmitteln sind L-Arginyldipeptide
(Schindler et al., 2011; Xu et al., 2017).

1.3.1. Arginyldipeptide

Bisher wurden L-Arginyldipeptide kaum fiir die Reduzierung von Speisesalz in Lebensmitteln
in Betracht gezogen. Dennoch konnte eine Studie mit humanen Geschmackspapillen zeigen,
dass die Dipeptide Ala-Arg, Arg-Ala und Arg-Pro die Zellantwort gegeniiber NaCl signifikant
steigern, wahrend fur Glu-Arg und Arg-Glu keine gesteigerte Zellantwort gemessen werden
konnte (Xu et al., 2017). Die Zellantwort hangt zusatzlich von der Konzentration der Dipeptide
ab. Fir das Dipeptid Ala-Arg konnten Effekte zwischen 10 und 100 pM gemessen werden.
Bisher konnte jedoch kein Effekt auf die Zellantwort anhand der Aminoséureabfolge im
Dipeptid festgestellt werden, sodass dies vermutlich vernachlassigt werden kann (Xu et al.,
2017). Zudem wurde gezeigt, dass beispielsweise isoliertes L-Arginin in geringen
Konzentrationen (5 mM) bitter und in hoheren Konzentrationen (10 mM) sif3 schmeckt,
wahrend L-Arginyldipetide keinen Eigengeschmack aufweisen (Schindler et al., 2011; Xu et
al., 2017).

Dipeptide und somit L-Arginyldipeptide kdnnen u. a. chemisch synthetisiert werden (Derave et
al., 2010). Allerdings handelt es sich dabei um einen mehrstufigen und komplexen Prozess,
der fUr die industrielle Anwendung zu teuer ist (Merrifield 1976; Nilsson et al., 2005; Noguchi
et al., 2012). Weiterhin gibt es nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPS), bei denen die
Ausbeuten allerdings sehr gering und die Enzyme ATP-abhangig sind (Doekel and Marahiel
2000). Eine andere Mdglichkeit, Dipeptide zu generieren, sind L-Aminosaureligasen (LAL), die
zwei Aminosduren unter ATP-Verbrauch kondensieren. Nachteile dieser Methde sind ein
hoher ATP-Verbrauch und eher geringe Ausbeuten. Zudem sind nicht alle L-
Aminoséaureligasen fir die Generierung salzgeschmackverstarkender Dipeptide geeignet

(Tabata et al., 2005; Bordewick et al., 2021).
4
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Neben der gezielten Verknipfung von einzelnen Aminoséuren bietet die hydrolytische
Spaltung von Proteinen eine weitere Mdoglichkeit zur Generierung von Dipeptiden. Mit
geeigneten Peptidasen kann eine spezifische Spaltung von Substraten und damit die Bildung
spezifischer Produkte erreicht werden. Zuséatzlich kénnen Nebenreaktionen reduziert werden
(Tavano 2013). Ein weiterer Grund, aus dem Enzyme chemischen Verfahren in der Industrie
bevorzugt werden, ist die Tatsache, dass enzymatische Reaktionen schneller und effizienter
ablaufen, weniger Substrat eingesetzt werden muss und die Toxizitat geringer ist (Neto,
Garzon, Pedezzi, & Cabral, 2018).

1.4. Peptidasen

Peptidasen sind in der Natur weit verbreitet und gehodren zur Klasse der Hydrolasen (EC 3.4.),
die Peptidbindungen in Anwesenheit von Wasser nach dem induced fit Prinzip spalten
(Abbildung 2; Neto, Garzon, Pedezzi, & Cabral, 2018). Viele Peptidasen werden als inaktive
Vorlaufer produziert und erst durch Veranderungen in der Umgebung oder die Bindung
kleinerer Peptide in die aktive Konformation Uberfuhrt (Li et al., 2013). Aktuell gibt es 261
bekannte Peptidasefamilien, die wiederum in Clans eingeteilt werden kénnen (Rawlings and
Bateman 2019).

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Schnittstelle von Peptidasen anhand der
Nomenklatur von Schechter und Berger (1967). P3 bis P3 stellen Aminosauren des

Substrats dar.

Peptidasen werden anhand verschiedener Kategorien (Ursprung, katalytische Reaktion,
Wirkmechanismus (aktives Zentrum), Sequenzhomologie) in Gruppen eingeteilt (da Silva,
2017; Rawlings et al., 2014). Anhand des Wirkmechanismus unterscheidet man zwischen
Endo- und Exopeptidasen. Endopeptidasen, z. B. Chymotrypsin, Papain oder Pepsin,
hydrolysieren Peptidbindungen innerhalb einer Polypeptidkette und werden in verschiedene
Klassen eingeteilt. Dazu zdhlen Serin- (EC 3.4.21), Cystein- (EC 2.4.22), Aspartat-
(EC 3.4.23), Metallo- (EC 3.4.24) und Threoninendopeptidasen (EC 3.4.25).
5
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Am haufigsten vertreten sind Cystein-, Metallo- und Serinpeptidasen, gefolgt von Aspartat-,
Threonin- und Glutamatpeptidasen (Rawlings et al., 2007, 2014; Li et al., 2013; Rawlings and
Bateman 2019).

Exopeptidasen hingegen spalten maximal drei Aminosauren vom N- bzw. C-Terminus ab.
Dafir bendtigen diese Enzyme eine freie Aminogruppe am N-Terminus oder eine
Carboxygruppe am C-Terminus. Exopeptidasen kdnnen in folgende Unterklassen unterteilt
werden: Amino- (EC 3.4.11), Carboxy- (EC 3.4.16 — 18), Dipeptidyl- (EC 3.4.14), Peptidyldi-
(EC 3.4.15), Tripeptidyl- (EC 3.4.14) und Dipeptidasen (EC 3.4.13) (Rawlings et al., 2007).
Die Substratbindung und Katalyse von Peptidasen findet im aktiven Zentrum statt, das in
verschiedene Bereiche unterteilt werden kann und spezifisch fur bestimmte Aminosduren des
Substrates ist (Neto et al., 2018; Schechter & Berger, 2012). Die Schnittstellenspezifitat wird
zusatzlich durch die Struktur des Substrates beeinflusst. Benachbarte Aminosauren zur
Schnittstelle im Substrat kdnnen einen positiven oder negativen Effekt auf die Bindung im
aktiven Zentrum der Peptidasen und damit die Spaltung haben (Neto et al., 2018; Rawlings,
2016).

In der Natur sind Peptidasen an vielfaltigen Prozessen beteiligt, z. B. dem intrazellularen
Proteintransport, der Nahrungsaufnahme und -verdauung oder bei der Immunantwort (Li et
al., 2013). Generell katalysieren sie Reaktionen, die z. B. fur den Zellzyklus, das Zellwachstum
und die Zelldifferenzierung oder die Apoptose von Bedeutung sind (Neto et al., 2018).
Peptidasen spielen zudem eine Rolle beim Proteinabbau, der Blutgerinnung, sowie dem
Transport von sekretorischen Proteinen Uber die Membran. Generell unterscheidet man
zwischen intra- und extrazelluldaren Peptidasen. Intrazellulare Peptidasen sind bei Pilzen an
zellularen und metabolischen Prozessen beteiligt, wie der Sporulation und Differenzierung.
Extrazellulare Peptidasen hingegen katalysieren die Hydrolyse von Proteinen in der
Umgebung, um die hydrolytischen Spaltprodukte spéater in die Zellen aufnhemen zu kénnen
(Rawlings et al., 2007; de Souza et al., 2015).

Peptidasen werden aufgrund ihres breiten pH- und Temperaturspektrums bereits in der
Industrie (Leder-, Futtermittel- und Lebensmittel, Waschmittel), Pharmazie, Medizin oder der
Forschung eingesetzt (Li et al., 2013; Neto et al., 2018). Sie gehoren zu den drei grofiten
Gruppen industrieller Enzyme (Inacio et al., 2015). Weltweit betragt der Anteil industrieller
Enzyme ca. 60 %, von dem Peptidasen wiederum einen Anteil von 20 % ausmachen (Razzaq
et al.,, 2019). Der jahrliche Anteil am weltweiten Verkauf von Enzymen lag 2021 bei
6,4 Milliarden US-Dollar und kdnnte 2026 bei 8,7 Milliarden US-Dollar liegen (BBC Market
Research Report, Juli 2021).
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Um den Einsatz von Peptidasen in der Industrie unter nicht-physiologischen Bedingungen, wie
hohen Temperaturen und pH-Werten oder in Gegenwart von Detergenzien zu erméglichen,
werden zielgerichtete Mutationen oder gerichtete Evolution eingesetzt (Li et al., 2013). Aber
auch der Einsatz besonders produktiver Stamme oder die Optimierung der Kultivierung und

des Mediums sind von Interesse (Inacio et al., 2015).

1.4.1. Peptidasen aus Basidiomyceten

Peptidasen sind in allen Organismen vertreten und wurden bisher in tGiber 8.000 Organismen
klassifiziert (Rawlings et al., 2014; Rawlings and Bateman 2019). Dazu z&hlen auch die als
Standerpilze bekannten Basidiomycten. Zusammen mit Ascomyceten représentieren sie ca.
98 % im Unterreich Dikarya im Reich der Pilze (Wang et al., 2010). Von den bisher beschrieben

Pilzen sind deutlich mehr Ascomyceten als Basidiomyceten erforscht (Schmidt-Dannert 2016).

Zur Zeit existieren ca. 30.000 bekannte Arten von Basidiomyceten, von denen zahlreiche den
GRAS Status (generally recognized as safe) haben, der den Einsatz im Bereich der
Lebensmittelindustrie erleichtert (Bouws et al., 2008; de Souza et al., 2015). In der Natur sind
Basidiomyceten in vielen 6kologischen Nischen zu finden. Sie wachsen auf Holz, Blattern,
Wurzeln oder anderem organischen Material (de Souza et al., 2015; Schmidt-Dannert 2016).
Um die diversen Lebensrdaume besiedeln zu konnen, sekretieren Pilze eine Vielzahl an
Enzymen, darunter Peroxidasen, Laccasen, Lipasen/Esterasen oder Peptidasen, die dem Pilz
zur ErschlieRung von Néahrstoffquellen und zum Uberleben dienen (Bouws et al., 2008; Rytioja
et al., 2014; de Souza et al., 2015; Gopinath et al., 2017).

Die Sekretion von Proteinen hat den grof3en biotechnologischen Vorteil, dass die Reinigung
von Proteinen erleichtert wird und postranslationale Modifikationen wie Glykosilierungen bei
der Sekretion zu einer verbesserten Ldslichkeit und Stabilitat der Proteine beitragen (Bouws
et al., 2008; Shental-Bechor and Levy 2008; Sola and Griebenow 2009; Rytioja et al., 2014;
de Souza et al., 2015; Gopinath et al., 2017).

Die kostengunstige und schnelle Kultivierung von Basidiomyceten ermdglicht zudem die
Produktion von Proteinen in groRen Mengen, was fir die Industrie von grofRer Bedeutung ist
(Bouws et al., 2008; de Souza et al., 2015; Gopinath et al., 2017). Dennoch haben die richtigen
Parameter wie pH-Wert, Temperatur und Medienzusammensetzung einen entscheidenden
Einfluss auf die Produktion von Proteinen (de Souza et al., 2015; Gupta and Shukla 2017). Zur
Produktion von Peptidasen werden derzeit vorwiegend Medien mit Nebenstrémen aus
Sojabohne, Casein, Gluten, Weizen oder Hefe verwendet (Sumantha et al., 2006; Inacio et al.,
2015).
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Das steigende Interesse an der Verwendung pilzlicher Enzyme und Peptidasen in der Industrie
ist auch mit der steigenden Anzahl sequenzierter Genome verbunden. Bisher wurden
Peptidasen u. a. aus Agaricus bisporus, Armillariella mellea, Flammulina velutipes, Grifola
frondosa, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Phanerochaete chrysosporium oder
Schizophyllum commune beschrieben (Datta 1992; Healy et al., 1999; Wang and Ng 2001;
Eisele et al., 2011; Yin et al., 2014; Inacio et al., 2015).

1.4.2. Dipeptidylpeptidasen

Wie bereits erwéhnt, kdnnen Peptidasen in Endo- und Exopeptidasen unterteilt werden. Eine
Unterklasse der Exopeptidasen sind Dipeptidylpeptidasen (DPP, EC 3.4.14), die zwei
endstandige Aminosduren als Dipeptid von langerkettigen Proteinen abspalten.
Dipeptidylpeptidasen werde nach der Freisetzung ihrer Dipeptide sowie der zellularen
Lokalisation klassifiziert (Beauvais et al., 1997b). Eine Ubersicht iiber die verschiedenen DPP
gibt Tabelle 1. DPP der Klasse | (EC 3.4.14.1) spalten das Substrat unspezifisch, wahrend
DPP der Klasse Il (EC 3.4.14.1) bevorzugt Xaa-Ala oder Xaa-Pro Dipeptide von Oligo- oder
Tripeptiden abspalten. DPP der Klasse Il (EC 3.4.14.4) sind ebenfalls unspezifisch und
spalten zahlreiche Peptidbindungen. Klasse IV (EC 3.4.14.5) umfasst die am besten
untersuchten DPP mit einer Schnittstellenspezifitat fir Xaa-Pro. Dipeptidylpeptidasen der
Klasse EC 3.4.14.6 (auch Dipeptidylligasen genannt) spalten Dipeptide von einem Tripeptid
ab. Daneben gibt es noch weitere Dipeptidylpeptidasen, die bisher nicht anhand einer EC
Nummer Kklassifiziert wurden, u. a. die DPPV (Yokotani et al., 1993; Abbott et al., 2000; Bairoch
2000; Fukasawa et al., 2001; Olsen and Wagtmann 2002; Qi et al., 2003; Reinhold 2006; Ken
McDonald 2013; Waumans et al., 2015; Maeda et al., 2016).

Beim Menschen spielen Dipeptidylpeptidasen in vielen physiologischen Prozessen und bei der
Immunantwort eine Rolle (Beauvais et al., 1997b; Waumans et al., 2015), wahrend DPP bei
Pilzen sekretiert werden und der Nahrungsaufnahme oder der Pathogenabwehr dienen (Yike
2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Sekretion dieser Enzyme und der anschlie3ende
Transport von Peptiden aus dem extrazellularen Milieu in die Zelle effektiver ist als die
Aufnahme einzelner Aminosauren (Hartmann et al., 2011; Maeda et al., 2016). In Aspergillus
fumigatus wurden fir die Sekretion dieser Enzyme Oligopeptidtransporter beschrieben
(Hartmann et al., 2011; Maeda et al., 2016), wéhrend bei anderen Pilzen wie A. oryzae die
Aufnahme von Peptiden in die Zelle bisher nicht vollstandig aufgeklart wurde (Maeda et al.,
2016).
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Tabelle 1: Ubersicht tiber Dipeptidylpeptidasen (DPP). n. k.: nicht klassifiziert. k. A.: keine Angaben.

Peptidase Synonym EC Peptidasefamilie Spaltspezifitat Literatur
Nummer
DPPI Cathepsin C, Dipeptidylaminopeptidase 3.4.14.1  Cystein, C1 Xaa-Yaa-|-Zaa Bairoch, 2000;
Xaa # Arg, Lys Rawlings et al., 2014
Yaa # Zaa, Pro
DPPII = DPPVII Carboxytripeptidase, 3.4.14.2 Serin, S28 Xaa-Pro Bairoch, 2000;
Dipeptidylpeptidase 7 Xaa-Ala Fukasawa et al.,
DPP 7 2001; Qi et al., 2003;
Rawlings et al., 2014;
Waumans et al.,
2015
DPPIII Dipeptidylaminopeptidase IlI 3.4.14.4 Metallo, M49 Xaa-Pro Bairoch, 2000;
Rawlings et al., 2014
DPPIV Dipeptidylaminopeptidase 1V, 3.4.145 Serin, S9B Xaa-Pro b
CD26 (cluster of differentiation; Bairoch, 2000
beim Menschen)
Dipeptidyldipeptidase Dipeptidylligase, Dipeptidyltetrapeptid- 3.4.14.6 k. A. Ala-Gly-|-Ala-Gly  Bairoch, 2000; Ken
Hydrolase McDonald, 2013
DPPV k. A. n. k. Serin, S9B Xaa-Ala Beauvais et al.,

1997a; Rawlings et
al., 2014




Kirsten Vorwerk

Einleitung

Peptidase Synonym EC Peptidasefamiie  Spaltspezifitdt  Literatur
Nummer
DPPVI DPPX n. k. Serin, S9B keine Aktivitat Qi et al., 2003; Rawlings
DPPIV Ortholog (DPRP3, DPPIV related protein 3) Cystein, C40 et al., 2014; Yokotani et
(Bakterien) al., 1993
DPP8 DPRP1 n. k. Serin, S9B Xaa-Pro Abbott et al., 2000; Qi et
DPPIV Homolog (DPPIV related protein 1) al., 2003; Rawlings et
al., 2014; Reinhold,
2006; Waumans et al.,
2015
DPP9 DPRP2 n. k. Serin, S9B Xaa-Pro Waumans et al., 2015
DPPIV Homolog zur (DPPIV related protein 2) Olsen & Wagtmann,
DPP8 2002; Qi et al., 2003;
Rawlings et al., 2014,
Reinhold, 2006
DppB k. A. n. k. k. A. Xaa-Pro Maeda et al., 2016
ahnlich der DPPIV
DppE k. A n. k. k. A. Xaa-Ala Maeda et al., 2016
ahnlich der DPPV
DppF k. A n. k. k. A. Xaa-Pro Maeda et al., 2016
ahnlich der DPPIV und Xaa-Ala

DPPV
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1.5. Heterologe Expressionssysteme

1.5.1. Escherichia coli

Prokaryotische Expressionssysteme wie Escherichia coli sind weit verbreitet, da sie sich u. a.
durch ein schnelles Zellwachstum und hohe Proteinausbeuten auszeichnen (Chen 2012;
Khow and Suntrarachun 2012; Effer et al., 2019; Kutyshenko et al., 2019). E. coli zeichnet sich
zudem durch eine einfache Handhabung, geringe Kosten bei der Kultivierung, verschiedene
Expressionsstrategien sowie die Produktion grof3er Biomassen aus (Rosano and Ceccarelli
2014; Gupta and Shukla 2017). Allerdings gibt es nur wenige etablierte E. coli Stamme, die
dazu in der Lage sind, Proteine zu sekretieren (Chen 2012; Khow and Suntrarachun 2012).
Dies wiederum fuhrt zur Akkumulation un- oder fehlgefalteter Proteine und zur Bildung von
inclusion bodies (Francis and Page 2010; Khow and Suntrarachun 2012). Auch hohe
Proteinausbeuten kdnnen in E. coli zur Akkumulation von Proteinen und damit zur Bildung von
inclusion bodies fuhren (Effer et al., 2019). Weiterhin spielen posttranslationale Modifikationen
wie Glykosylierungen bei eukaryotischen Genen eine Rolle. In prokaryotischen Zellen fehlen
solche Mechanismen, was die Produktion katalytisch aktiver Proteine erschwert (Tolia and
Joshua-Tor 2006). Um die Glykosylierung dennoch zu ermdglichen, kénnen verschiedene
Glykosyltransferasen aus Eukaryoten sowie eine Oligosaccharyltransferase aus dem
Bakterium Campylobaster jejuni in E. coli eingebracht werden (Valderrama-Rincon et al.,
2012). Neben der fehlenden Glykosylierung kénnen auch Disulfidbriicken einen negativen
Effekt auf die Faltung von Proteinen in E. coli haben, da im Cytoplasma reduzierende
Bedingungen vorliegen (Francis and Page 2010; Kamionka 2011). Um die Ausbildung von
Disulfidbriicken zu erméglichen, kénnen Proteine mit einer speziellen Signalsequenz in den
periplasmatischen Raum transportiert und mittels co-exprimierter Chaperone und

Proteindisulfidisomerasen prozessiert werden (de Marco 2009).

1.5.1.1. Verbesserung der L&slichkeit von Proteinen in E. coli

Es wurde gezeigt, dass der N- und C-Terminus einen Einfluss auf die Ldslichkeit von Proteinen
in E. coli haben kann. Die Deletion weniger Aminosauren an einem Terminus kann bereits
dazu fuhren, dass die Loéslichkeit der Proteinen ab- oder zunimmt. Werden nur wenige
Aminoséauren (4 - 12) deletiert, so entstehen vorwiegend l6sliche Proteine, wéhrend die
Deletionen mehrerer Aminoséuren (> 16) zur Bildung von unl@slichen Proteine fuhrt (Klock et
al., 2008). Daneben kénnen Chaperone co-exprimiert, die Kultivierungsbedingungen optimiert
oder genetisch modifizierte Stimme eingesetzt werden, um die Loslichkeit der Proteine zu
erhohen (Francis and Page 2010; Porro et al., 2011).

11
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Die Absenkung der Kultivierungstemperatur in Kombination mit speziellen Promotoren, die bei
niedrigen Temperaturen aktiv sind, kann bereits zu einer verbesserten Lo6slichkeit und
Proteinfaltung beitragen (Schein 2004; Khow and Suntrarachun 2012; San-Miguel et al.,
2013).

Haufig werden auch Protein-Tags verwendet, die neben der Reinigung auch die Expression,
Ldslichkeit und Faltung der Proteine verbessern kénnen. Andererseits ist bei groReren Protein-
Tags die Wahrscheinlichkeit hdher, dass diese die biologische Aktivitdt der rekombinanten
Proteine beeinflussen und die Tags nach erfolgreicher Reinigung enzymatisch entfernt werden
missen (Francis and Page 2010). Mit Hilfe dieser verschiedenen Strategien konnte bisher

eine Vielzahl an Enzymen in E. coli produziert werden.

1.5.2. Komagataella phaffii

Lassen sich Proteine nicht heterolog in E. coli produzieren oder sind komplexe Modifizierungen
notwendig, gibt es zahlreiche eukaryotische Expressionssysteme. Ein mittlerweile weit
verbreitetes Expressionssystem ist die Hefe Komagataella phaffii (vormals Pichia pastoris),
deren Genom seit 2009 vollstandig sequenziert ist (De Schutter et al., 2009).

Die einfache Kultivierung, genetische Manipulierbarkeit, posttranslationale Modifikationen,
hohe Proteinausbeuten bis zu 20 g L™* und die Sekretion der heterolog produzierten Proteine
in das Medium haben K. phaffii zum meist genutzten Hefe-basierten Expressionssystem
gemacht (Gasser et al., 2013; Ahmad et al., 2014). Zudem besitzt die Hefe den GRAS Status,

der die Anwendung rekombinant produzierter Proteine in der Lebensmittelindustrie erleichtert.

K. phaffii zahlt zu den methylotrophen Hefen und ist daher in der Lage, Methanol als einzige
Kohlenstoffquelle zu nutzen (Ogata et al., 1969; Cregg et al., 2000). Methanol wird in den
Peroxisomen durch die Alkoholoxidase (AOX1 und AOX2) metabolisiert. Der AOX1 Promotor
(Paox) ist flr ca. 85 % des Methanolumsatzes verantwortlich und ist der am meisten genutzte
Promotor, da er leicht zu regulieren und ein stark induzierbarer Promotor ist (Baratti and
Couderc 1980; Cregg et al., 1989; Damasceno et al., 2012; Vogl et al., 2013).

Neben K. phaffii ist Saccharomyces cerevisiae ein weiteres, Hefe-basiertes
Expressionssystem. Der Vorteil von K. phaffii gegenlber S. cerevisiae ist u. a. die Kultivierung
in hohen Zelldichten, eine effektive Sekretion und hdhere Produktivitat.

Da K. phaffii selbst wenig eigene Proteine in das Medium sekretiert, kbnnen heterolog
produzierte Proteine bis zu 80 % im Medium ausmachen (Cregg et al., 2000; Damasceno et
al., 2012; Berlec and Strukelj 2013; Vogl et al., 2013; Spohner et al., 2015).

12
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1.5.2.1. Heterologe Expression in K. phaffii

Fur die heterologe Expression in K. phaffii, wird das Zielgen im ersten Schritt in den
Expressionsvektor kloniert und anschlie3end tber homologe Rekombination in das Genom
der Hefe integriert (Damasceno et al., 2007). Vor der Klonierung kann es notwendig sein, die
Nukleotidverteilung der Gene an den typischen GC-Gehalt von K. phaffii anzupassen, um die
Transkriptionseffizienz zu steigern. Die Codon-usage scheint dagegen bei K. phaffii eine
geringere Rolle zu spielen (Sinclair and Choy 2002; Boettner et al., 2007). Neben der
Anpassung der Gene spielt auch die Wahl des Stammes eine Rolle. Zur Produktion von
Peptidasen eignet sich z. B. der proteasedefiziente Stamm SMD1168. Dieser besitzt eine
verringerte Peptidaseaktivitdt und reduziert somit die Degradation heterolog produzierter
Proteine im Medium (Spohner et al., 2015). Bei proteasedefizienten Stammen fehlt meist die
vakuolare Aspartatpeptidase Pep4 (Proteinase A), die wiederum weitere vakuolare
Peptidasen (Carboxypeptidase Prcl (Carboxypeptidase Y) und Serinpeptidase Prbl
(Proteinase B)) aktiviert (James M. Cregg et al., 2000; Lin-Cereghino & Lin-Cereghino, 2007;
Spohner et al.,, 2015). Zuséatzlich fehlt dem Stamm SMD1168 das Gen der
Histidindehydrogenase (his4), was eine Selektion auf Basis der Histidinbiosynthese erlaubt
(Spohner et al., 2015). Ein Nachteil von proteasedefizienten Stammen ist jedoch, dass diese
haufig ein schlechteres Wachstum und eine geringere Vitalitat sowie Transformationseffizienz

aufweisen (Lin-Cereghino & Lin-Cereghino, 2007).

Fur die erfolgreiche heterologe Expression in K. phaffii spielt weiterhin die Wahl des
Expressionsvektors und des Promotors eine entscheidende Rolle. Bei den Promotoren
unterscheidet man zwischen konstitutiven und induzierbaren Promotoren. Der Paxo1 Promotor
ist ein induzierbarer Promotor, der vornehmlich genutzt wird, wenn das zu exprimierende Gen
potentiell schadlich fir den Wirtsorganismus ist. Dazu werden die Zellen in der ersten
Kultivierungsphase in hohen Zelldichten herangezogen und Glucose oder Glycerol als
reprimierende Kohlenstoffquelle genutzt, um die Produktion des heterologen Proteins zu
verhindern. In der zweiten Phase wird die Genexpression durch ein methanolhaltiges Medium
induziert (Ellis et al., 1985; Daly and Hearn 2005; Kang et al., 2017).

Beim Pgap Promotor (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Promotor) handelt es sich
um einen konstitutiven Promotor, der verwendet wird, wenn das Genprodukt weniger schadlich
fur den Wirtsorganismus ist. Zudem ist die Kultivierung weniger aufwendig, da das Medium
nicht gewechselt werden muss (Waterham et al., 1997). Ziel bei der Verwendung konstitutiver
Promotoren ist die verbesserte Proteinfaltung oder eine angepasste Genregulation (Vogl et
al., 2013).

13
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Beide genannten Promotoren sind naturlich vorkommende Promotoren. Daneben gibt es auch
synthetische Promotoren, die die Effizienz der Transkription steigern oder die Proteinfaltung

verbessern sollen (Vogl et al., 2013).

1.5.2.2. Sekretion in K. phaffii

Wie bereits erwahnt, ist ein entscheidender Vorteil des eukaryotischen Expressionssystem
gegenuber E. coli die Sekretion der heterolog produzierten Proteine in das Medium. Dazu
werden Proteine Uber das endoplasmatische Retikulum (ER) und den Golgi-Apparat
transportiert und die Proteine parallel posttranslational modifiziert (Ahmad et al., 2014; Lin-
Cereghino et al., 2013). Fur die Sekretion von Proteinen in K. phaffii wird vorwiegend die a-
Faktor-Signalsequenz von S. cerevisiae verwendet. Dabei handelt es sich um ein 86
Aminosauren langes Prapro-Peptid, das sich am N-Terminus des heterolog produzierten
Proteins befindet (Kurjan and Herskowitz 1982). Das Pra-Peptid ist fir den Transport der
Proteine in das ER zustandig und wird anschlieBend durch eine Peptidase abgespalten. Das
Pro-Peptid spielt vermutlich beim Transport vom ER in den Golgi-Apparat eine Rolle und wird
durch die Endopeptidase Kex2 abgespalten (Ahmad et al., 2014; Lin-Cereghino et al., 2013).
Das Einbringen von Spacer-Sequenzen am N-Terminus kann dabei die Produktion und
Sekretion heterolog produzierter Proteinen verbessern (Kjeldsen et al., 1996). Nach der
Prozessierung wird das heterolog produzierte Protein tiber sekretorische Vesikel aus der Zelle
transportiert (Julius et al., 1983; Fuller et al., 1989).

Neben den bisher genannten Einflussfaktoren haben auch Kultivierungsbedingungen wie der
pH-Wert, die Osmolaritat, die Sauerstoffzufuhr oder die Temperatur einen Einfluss auf die
Expression und Sekretion (Gasser et al., 2007). Es wurde z. B. gezeigt, dass die Senkung der
Kultivierungstemperatur von 28 bis 30 °C auf 15 bis 20 °C die Proteinfaltung und -sekretion
verbessert und die Produktion von Proteinen, die an der zellularen Stressantwort beteiligt sind,
reduziert (Jahic et al., 2003; Gasser et al., 2007; Dragosits et al., 2009).

Die oben genannten Eigenschaften machen K. phaffii somit zu einem beliebten Hefe-basierten
Expressionssystem, um diverse Proteine extrazellular in grol3en Mengen fur eine industrielle

Anwendung produzieren zu kénnen.
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2. Zielsetzung

Die Reduktion des Speisesalzgehaltes in Lebensmitteln und damit einhergehend die
Reduzierung des UberméRigen Konsums an Speisesalz ist das erklarte Ziel nationaler und
internationaler Oganisationen wie der WHO. Mit den bisherigen Bemihungen bewusst auf
Speisesalz (NaCl) zu verzichten oder Salzersatzstoffe einzusetzten, konnte das Ziel nicht
erreicht werden. Ein neuer Ansatz befasst sich mit Salzgeschmakverstarkern wie z. B. L-
Arginyldipeptiden, die keinen Eigengeschmack haben, aber in der Lage sind, den
vorhandenen Salzgeschmack zu intensivieren.

Peptidasen stellen eine vielversprechende Mdoglichkeit dar, salzgeschmackverstéarkende L-
Arginyldipeptide zu generieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene
Peptidasegene aus Basidiomyceten zu isolieren und zu klonieren. Anschlieed sollten die
Peptidasegene heterolog exprimiert und die Proteine gereinigt werden. Final sollte die
arginylspezifische Schnittstellenspezifitdit der gereinigten Peptidasen mit synthetischen

Substraten untersuchen werden.

15



Kirsten Vorwerk Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Herstellern Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland),
Merck (Darmstadt, Deutschland), Fluka (Buchs, Switzerland), Promega (Wisconsin, USA) oder
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. PCR Primer wurden von Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Deutschland) und Seqglab (Géttingen, Deutschland) synthetisiert. Peptide
fir den FRET-Assay wurden von der Firma Caslo ApS (Kongens Lyngby, Danemark) bezogen.

3.1.2. Vektoren

In Tabelle 2 sind die verwendeten Vektoren aufgelistet, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Die dazugehdrigen Vektorkarten konnen dem Anhang entnommen werden (Kapitel 8.1).

Tabelle 2: Verwendete Vektoren.

Vektor Antibiotikaresistenz Herkunft

pUC57 Ampicillin Thermo Scientific (St. Leon-Rot, Deutschland)
pCOLD I Ampicillin TaKaRa (G6ttingen, Deutschland)

pET28a (+) Kanamycin Merck (Darmstadt, Deutschland)

pPIC9 Ampicillin Thermo Scientific (St. Leon-Rot, Deutschland)

3.1.3. Peptidasegene

Tabelle 3 gibt einen Uberblick tber die klonierten Peptidasegene aus den Basidiomyceten
P. chrysosporium, S. commune und T. versicolor sowie die Accession number, Einteilung,

Homologie und molekulare Masse (MW) der verschiedenen Peptidasegene.
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Tabelle 3: Ubersicht Uber die verschiedenen Peptidasegene aus P. chrysosporium,

S. commune und T. versicolor.

Basidiomycet  Accession Einteilung Homologie zu MW
number [kDa]
ABB73030 Endopeptidase Aspartatpeptidase 42
Phanerochaete A0l
chrysosporium  ABB73029 Endo- Serinpeptidase S53 58
[Tripeptidylpeptidase
XP_003037751 Endopeptidase Peptidyl-Lys 36
Metallopeptidase
M35
_ XP_003035465 Endopeptidase Peptidyl-Lys 37
Schizophyllum _
commune Metallopeptidase
M35
XP_003032752 Amino-/Carboxy-/Di- Metallopeptidase 42
[Tripeptidase MH
EIW62808 Endopeptidase Aspartatpeptidase 44
A01
EIW63301 Endopeptidase Aspartatpeptidase 41
AO01
XP_008032702 Endopeptidase Peptidyl-Lys 37
Metallopeptidase
M35
EIW51569 Endopeptidase Metallopeptidase 64
Trametes M36
versicolor EIW65216 Endopeptidase Serinpeptidase S28 58
EIW61562 Endopeptidase Serinpeptidase S28 58
XP_008043737 Endopeptidase Serinpeptidase S41 72
EIW61376 Tripeptidylpeptidase  Tripeptidylpeptidase 66
A S53
EIW61051 Endo- Serinpeptidase S53 58
[Tripeptidylpeptidase
EIW59803 Endo- Serinpeptidase S53 63
[Tripeptidylpeptidase
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3.1.4. Primer

Tabelle 4 gibt einen Uberblick Uber die verwendeten Primer zur Amplifikation verschiedener
Peptidasegene aus Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium und Schizophyllum

commune.

Tabelle 4: Uberblick der verwendeten Primer zur Klonierung verschiedener

Peptidasegene aus Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium und
Schizophyllum commune.

Basidiomycet Primername Sequenz 5> 3
fwd_TVE_EIW62808_start TCGCCATGTTCTGCAAAGC
rev_TVE_EIW62808_stop CCAATCAAGCAAGGGTGGC
fwd_TVE_EIW- AAAGAATTCGCCATGTTCTGCAAA
62808 EcoRI_BL21 GCCTC
rev_TVE_EIW- AAATCTAGACAATCACATCATCACC

62808_Xbal_BL21

ATCACCACAGCAAGGGTGGCGAA

fw_0SP62808_ECORI

AAAAGAATTCAGTCCCCTCAAGGA

T. versicolor CGCC
EIW62808 rev_TVE62808HNotl AAAAGCGGCCGCTCACATCATCAT
CATCACCATCACCACCACCACAGC
AAGGGTGGCGAAGC
fwd_TVE_EIW62808_ohne AAATTCTGCAAAGCCTCCCTCGTT
Start_Kp AC
rev_TVE_EIW62808-His_ Kp AAATCACATCATCATCATCACCATC
ACCACCACCACAGCAAGGGTGGC
GAAGC
fwd_TVE_XP008032702_ CGCCATGTTCTCCTCTGC
start
rev_TVE_XP008032702 TAGGACTGGGCGGGGT
T. versicolor fwd_TVE2702_BamHlI AAAGGATCCATGTTCTCCTCTGCT
XP_008032702 CTTCGC

rev_TVE2702-His_Xbal

AAATCTAGATTAATGGTGATGGTG
ATGGTGATGGTGATGGTGGGACTG
GGCGGGGTTGTTC
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Basidiomycet

Primername

Sequenz5 > 3

T. versicolor
XP_008032702

fwdHTVE2702_EcoRI

rev_TVE2702_Notl

AAAGAATTCCATCATCATCATCACCA
TCACCACCACCACTTCTCCTCTGCT
CTTCGCAC
AAAGCGGCCGCTTAGGACTGGGCG
GGGTTG

fwd2702_EcoRI_oSP

rev_T2702His_Notl

AAAAGAATTCGAGCGCGGCCTCTCC
CTC
AAAAGCGGCCGCTTAATGGTGATGG
TGATGGTGATGGTGATGGTGGGACT
GGGCGGGGTTG

fwd_TVE_EIW51569_start
rev_TVE_EIW51569 3

ACAATGTTCGCATTCAAGAAGGTC
CGCCAGCTGCTTAGCAG

T. versicolor fwd_TVE_EIW51569 AAAGAATTCACAATGTTCGCATTCAA
EIW51569 EcoRI_BL21 GAAGGTC
rev_TVE_EIW51569 AAATCTAGATTACATCATCACCATCA
_Xbal_BL21 CCACGCAGCCCGAGGGGAC
fwd_TVE_EIW59803_start CATGTTCTGGTCGTCTGCCG
rev_TVE_EIW59803_stop CCGCTCACCCAATGAGAGC
T. versicolor fwd_TVE59803_Xhol_BL21 AAACTCGAGCATGTTCTGGTCGTCT
EIW59803 GCCG
rev_TVE59803 His_EcoRl_ AAAGAATTCTCAATGGTGATGGTGA
BL21 TGGTGCCCAATGAGAGCCTGGAG
T. versicolor fwd_TVE_EIW62196_start CGCCATGTTCTCTCTCGC
EiW62196 rev_TVE_EIW62196 TAGCACTGCGTGTTCTGG
T. versicolor fwd_TVE_EIW61562_start GACATGGCGCCCCTCTG
EIW61562 rev._TVE_EIW61562_stop AGCCTCAGTGCTTCGTCG
T. versicolor fwd_TVE_EIW61051_start ACGATGGTCGCCACCAGC
EIW61051 rev_TVE_EIW61051_stop TTTTTTTACAGGCCAACGGCGGTG
T. versicolor fwd_TVE_EIW61376_start AGCATGCGGTCGCTCTCC
EIW61376 rev_TVE_EIW61376_stop CTCCTCACAGGCCCGGG
P. chrysosporium fwd_PCH_ABB73029 start ATGGTGTCGAAGCTCCTCG
ABB73029 rev_PCH_ABB73029 2 CAAACACCAGCAGCCG
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Basidiomycet

Primername

Sequenz5 > 3

P. chrysosporium
ABB73029

fwd_HPCH29_Ndel

rev_PCH29 BamHI

AAACATATGATGGTGTCGAAGCTCC
TCG
AAAGGATCCTCAAACACCAGCAGCC
G

fwd_PCH29_Ncol

rev_PCH29_Notl

AAACCATGGATGGTGTCGAAGCTCC
TCG
AAAGCGGCCGCTCAAACACCAGCA
GCCGC

fwd_HisPCH29EcoRI

rev_PCH29 Notl

GAATTCCATCATCATCATCACCATCA
CCACCACCACGTGTCGAAGCTCCTC
GTCC
AAAGCGGCCGCCTCAAACACCAGC
AGCCG

fwdPCH29_EcoRIoSP

rev_PCH_ABB73029_6x-
His_Notl_Pp

AAAAGAATTCAAGCCCACGGCTCGC
AG
atatatGCGGCCGCTCAATGGTGATGG
TGATGGTGAACACCAGCAGCCGCCT
TCAAAG

fwd_PCH_ABB73029_

atatatGAATTCGTGTCGAAGCTCCTC

P. chrysosporium
ABB73030

EcoRI_Pp_ohne Start_ neu GTCCTC

rev_PCH29 Notl_Kp AAAAGCGGCCGCTCAATGGTGATG
GTGATGGTGAACAC

fwd_PCH_ABB73030_start ATGCATCTCAGCCAGTCTTTCG

rev_PCH_ABB73030_2 CAGTTGGTGGTCGCAGTG

fwd_PCH_ABB73030_
EcoRI_Pp_ohne Start
rev_PCH_ABB73030_His_
Notl_Pp

ATATATGAATTCCATCTCAGCCAGTC
TTTCG
ATATATGCGGCCGCTCAATGGTGAT
GGTGATGGTGGTTGGTGGTCGCAG
TG

fwd_PCH_ABB73030_
EcoRI_Pp_ohne Start
rev_PCH30_Notl_Pp

atatatGAATTCCATCTCAGCCAGTCTT
TCG
atatatGCGGCCGCTCAGTTGGTGGTC
GCAGTG
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Basidiomycet Primername

Sequenz5 > 3

fwd_PCH_ABB73030 _

ATATATGAATTCCATCTCAGCCAGTC

P. chrysosporium EcoRI_Pp_ohne Start TTTCG
ABB73030 rev_PCH30_Notl_Pp ATATATGCGGCCGCTCAGTTGGTGG
TCGCAGTG
fwd_SCO_XP003037751_1 AAGATGTTCGCCCCCTC
S. commune
rev_SCO_XP003037751 AGCCCTTAGCACTGCGTG
XP003037751
stop
fwd_SCO_XP003035465_1 ATCATGCTCGCCCTCG
S. commune
rev_SCO_XP003035456 AGATTTAGGCGTAGTCGGAGAAG
XP003035465 - - -
stop
Pos DPPV fwd ATGAGGTTCTCTCTGCCTTTGC
Pos DPPV rev TTACTCCTTTTCACCTACGAACTTATC
Pleurotus G
floridanus fwd_DPPVPosf_Ndel AAACATATGATGAGGTTCTCTCTGC
DPPV CTTTGC
rev_DPPVPosf Bam AAAGGATCCTTACTCCTTTTCACCTA
CGAACTTATCG

3.1.5. Organismen

In Tabelle 5 sind die Namen der verwendeten Basidiomyceten, deren Abklrzung sowie

Stammnummer und Herkunft aufgelistet. Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten

Empféangerorganismen inklusive Genotyp, die fir die Klonierung und Expression der

Peptidasegene verwendet wurden.

Tabelle 5: verwendete Basidiomyceten. k. A.: keine Angaben.

Basidiomycet Abklrzung Stammnummer Herkunft

Agrocybe aegerita Aae 267 Institut fur Molekulare
Holzbiotechnologie

Armillaria mellea Ame 100.12 CBS

Bjerkandera adusta Bad 230.93 CBS

Coprinus cinerus Cci 886 DSMZz

Coniophora puteana Cpu 4831 DSMZz

Flammulina velutipes Fve 1658 DSMz
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Basidiomycet Abkirzung Stammnummer Herkunft

Fomes fomentarius Ffo 1182 DSMZz

Fomitopsis pinicola Fpi 4957 DSMZz

Gloeophyllum God 444.61 CBS

odoratum

Grifola frondosa Gfr 480.63 CBS

Hericium erinaceum Her STMA 06176B Helmoltz Zentrum
Braunschweig
(Prof. Stadler)

Hypholoma Hsu 8260 DSMZzZ

sublateritium

Lentinula edodes Led A 20-5 CBS

Marasmius Msc 137.83 CBS

scorodonius

Meripilius giganteus Magi 561.86 CBS

Phanerochaete Pch L13-2 k. A.

chrysosporium

Phanerochaete Pch 1547 DSMZz

chrysosporium

Pleurotus eryngii Per 613.91 CBS

Pleurotus ostreatus Pos 1833 DSMzZ

Pleurotus floridanus P k. A Institut fir Molekulare
Holzbiotechnologie

Pycnoporus coccineus Pco 483.72 CBS

Pycnoporus Psa 8266 DSMZ - LCI

sanguineus

Schizophyllum Sco 1024 DSMZzZ

commune

Trametes versicolor Tve 11309 DSMz

Tremella mesenterica Tme 1557 DSMZz

Wolfiporia cocos Wco 279.55 CBS

Ustilago maydis Uma 11269 DSMZz
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Tabelle 6: Name und Genotyp der fir die Klonierung und Expression verschiedener

Peptidasegene verwendeten Organismen.

Organismus Genotyp

Escherichia coli TOP10 F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢@80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK A— rpsL(StrR)
endAl nupG

Escherichia coli BL21 (DE3) F— ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm (DE3)
F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB—mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(AS)

Komagataella phaffi SMD1168 niaD-, sC-, A argB, adeA-

3.2. Methoden

3.2.1. Kultivierung von Organismen

3.2.1.1. Basidiomyeten

Die Basidiomyceten wurden in einer 125 mL Vorkultur in Standardnahrlésung (SNL, Tabelle
8) bei 24 °C und 150 rpm (rounds per minute) kultiviert. Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die
kultivierten Basidiomyceten sowie die Dauer der Kultivierung in der Vor- und Hauptkultur. Nach
der Vorkultur wurden die Pilze in eine 250 mL Hauptkultur in Minimalmedium (Tabelle 9 und
Tabelle 10) mit 1% Gluten als Substrat angeimpft. Das Gluten wurde zuvor im Schikanekolben
tber Nacht bei 140 °C trockensterilisiert. Fir die Hauptkultur wurde die Vorkultur jeweils
zweimal mit dH.O gewaschen und das Pellet in Minimalmedium resuspendiert. Die
Hauptkulturen wurden ebenfalls bei 24 °C und 150 rpm kultiviert.

Vom Kulturiiberstand wurde Uber einen Zeitraum von 24 Tagen jeweils eine Probe entnommen
und der pH-Wert gemessen. Um die intrazallulare Peptidaseaktivitat zu Uberprifen, wurden
die Kulturen nach 24 Tagen durch Zentrifugation geerntet (5.000 x g, 4 °C, 15 Min). Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 mL 10 mM Tris-HCI Puffer pH 7,5 resuspendiert
und Glasperlen hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen mittels Precellys 24-Dual
(PegLab, Erlangen, Deutschland; 5.800 Min?, 3 x 20 Sek mit 20 Sek Pause, Kapitel 3.2.3.1)
aufgeschlossen und der Uberstand zweimal zentriugiert (12.000 x g, 4 °C, 2 Min). Final wurde

der Uberstand zur Lagerung in 100 pL aliquotiert.
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Tabelle 7: Ubersicht tiber die Basidiomyceten aus dem Peptidase Screening, sowie die

Kultivierungsdauer in der Vor- und Hauptkultur. 24P: lysiertes Pellet an Tag 24.

Basidiomyceten interne Abkurzung Vorkultur Hauptkultur
Stammnummer [Tage] [Tage]
Agrocybe aegerita 207 Aae 10 10
Armillaria mellea 1 Ame 10 13
Bjerkandera adusta 299 Bad 7 24P
Coprinus cinerus 228 Cci 8 10
Coniophora puteana 278 Cpu 6 24P
Fomes fomentarius 1182 Ffo 6 8
Fomitopsis pinicola 17 Fpi 6 24P
Flammulina velutipes 232 Fve 3 7
Grifola frondosa 246 und 341 Gfr 8 13
Gloeophyllum odoratum 20 God 10 10
Gleophyllum trabeum 272 Gtr 7 17
Hericium erinaceum 22 Her 10 20
Hypholoma sublateritium 299 Hsu 21
Lentinula edodes 25 Led 12
Meripilius giganteus 40 Magi 13
Marasmius scorodonius 44 Msc 10 17
Phanerochaete chrysosporium 24 Pch 7 19
Phanerochaete chrysosporium 246 Pch 7 21
Pycnoporus cinnabarius 58 Pci 10 19
Pycnoporus coccineus 76 Pco 15
Pleurotus eryngii 60 Per
Pleurotus floridanus 216 P
Pleurotus ostreatus 218 Pos
Pycnoporus sanguineus 21 Psan 10 12
Schizophyllum commune 262 Sco 7 3
Tremella mesenterica 231 Tme 6 10
Trametes versicolor 86 Tve 7 17
Ustilago maydis 293 Uma 7 8
Wolfiporia cocos 88 Wco 6 24P
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Standardnahrlésung (SNL) zur Kultivierung der

Basidiomyceten in der Vorkultur.

Chemikalie Konzentration
D+ Glucose x ddH,O 30gL?
L-Asparagin x ddH-O 45¢glL?
Hefeextrakt 3glL?
KH2PO4 15¢gL?
MgSQO4 0,5gL?
Spurenelementlésung (Tabelle 10) 1mLL?

pH-Wert mit 1 M NaOH auf 6 einstellen und autoklavieren

Tabelle 9: Zusammensetzung des Minimalmediums zur Kultivierung der

Basidiomyceten in der Hauptkultur.

Chemikalie Konzentration
D-Glucose Monohydrat 10gL?
Hefeextrakt 1glLt
KH2PO4 15¢gL?
MgSO, 05¢gL?
Spurenelementlésung (Tabelle 10) 1mLL?

pH-Wert mit 1 M NaOH auf 6 einstellen und autoklavieren

Tabelle 10: Zusammensetzung der Spurenelementlésung.

Chemikalie Konzentration
FeCl; x 6 H.O 0,08 gLt
ZnS04 x 7 H,0 0,09gL?
MnSO4 x H.0 0,03gL*
CuS04 x 5 H,0 0,005gL?
EDTA 04glL?

3.2.1.2. Escherichia coli

E. coli Stamme wurden in Standard Lysogeny Broth Medium (LB, Tabelle 11) bei 37 °C und
200 rpm kultiviert. Das LB Medium wurde zuné&chst autoklaviert und nach dem Abkuhlen mit
Antibiotika versetzt (Tabelle 11). Fur die Kultivierung auf Agarplatten wurde dem LB Medium

15 g L Agar-Agar hinzugefuigt und die Platten bei 37 °C inkubiert.
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Lysogeny Broth (LB) Mediums zur Kultivierung von

E. coli.
Chemikalie Konzentration
NacCl 10gL?
Trypton 10gL?
Hefeextrakt 5gL?
pH auf 7 einstellen und autoklavieren
Ampicillin 100 pg L?
Kanamycin 50 ug L?
3.2.1.2.1. Transformation von E. coli

Alle verwendeten E. coli Stdmme (TOP10 und BL21 (DE3)) waren chemisch kompetent. Fur
die Transformation wurden jeweils 5 pL Plasmid mit 100 pyL kompetenten Zellen gemischt und
der Ansatz 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C flr 1 min.
Danach wurden die Zellen 2 min auf Eis inkubiert und 500 pL eisgekuhltes LB Medium auf die
Zellen gegeben. AnschlielBend wurden die Zellen fir 45 min bei 37 °C regeneriert und
zentrifugiert (12.000 x g, 1 min, RT). Vom Uberstand wurden 500 pL verworfen, die Zellen im
restlichen Medium resuspendiert und auf LB Platten mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert. Im Fall vom pUC57-Vektor wurden zusatzlich 100 uL X-Gal fur das Blau-Weil3

Screening auf die Agarplatten gegeben.

3.2.1.3. Komagataella phaffii

K. phaffii Stdmme wurden in YEPD Medium (Tabelle 12) bei 28 °C und 200 rpm bzw. auf His
Platten (Tabelle 13) bei 28 °C kultiviert. Die verwendeten Medien wurden vor Gebrauch
autoklaviert.

Fiur die Genexpression wurde K. phaffii SMD1168 in BMMY (buffered methanol complex)
Medium (Tabelle 15) kultiviert und der Kultur zu Beginn sowie alle 24 Stunden 1 % (v/v)
Methanol zur Induktion des AOX1 Promotors zugegeben.

Nachdem die Plasmide in die Hefe eingebracht wurden (Kapitel 3.2.1.3.1), wurden die Klone
auf ihre Aktivitat Gberprift. Dazu wurden von der Agarplatte (His-Platte) 48 bzw. 96 Klone
ausgewahlt und mit einem sterilen Zahnstocher in eine 96 Deep-well Platte tGberfihrt, in die
zuvor 600 pL YEPD Medium vorgelegt wurden. Die Klone wurden drei Tage bei 28 °C und
200 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (4.600 x g, 4 °C, 15 min),

zweimal mit 600 pL sterilem Wasser gewaschen und das Pellet in 600 uL BMMY Medium
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resuspendiert. Die Klone wurden Uber einen Zeitraum von 96 h bei 20 °C und 150 rpm kultiviert
und alle 24 h wurde eine Probe vom Uberstand entnommen. Die Aktivitat der einzelnen Klone

wurde mittels Azocaseinassay und FRET-Assay (Kapitel 3.2.5.1 und 3.2.5.2) Uberprift.

Tabelle 12: Zusammensetzung des YEPD Mediums zur Kultivierung von K. phaffii.

Chemikalie Konzentration
Hefeextrakt 10gL?
Pepton aus Casein 20gL?

D-Glucose Monohydrat 20gL?
auf 1 Lt dH,O auffullen und autoklavieren

Tabelle 13: Zusammensetzung der His™- Platten zur Kultivierung von K. phaffii.

Chemikalie Konzentration
Agar-Agar 15¢gL?
D-Glucose Monohydrat 20gL?

dH.0 900 mL L*
autoklavieren

500-fach Biotin (steril) (20 mg 100 mLt) 2mL L1

Yeast nitrogen base (YNB, steril) (Tabelle 14) 100 mL L?

Tabelle 14: Zusammensetzung des YNB (yeast nitrogen base) Mediums.

10-fach YNB Konzentration
YNB 13,4 g 100 mL™?

steril filtrieren

Tabelle 15: Zusammensetzung des BMMY Mediums zur Kultivierung von K. phaffii.

BMMY Medium Konzentration
Hefeextrakt 10glL?
Pepton aus Casein 20gL?

dH.O 800 mL L?

autoklavieren

0,1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 6 (steril) 100 mL L*
10-fach YNB (steril, Tabelle 14) 100 mL L?
500-fach Biotin (steril) (20 mg 100 mL?) 2 mL L?
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3.2.1.3.1. Transformation K. phaffii

Im ersten Schritt wurde das Plasmid mit dem Restriktionsenzym MSSI (Tabelle 16) linearisiert.
Es wurden 5 ug des linearisierten Plasmids auf 80 uL chemisch kompetente SMD1168 Zellen
gegeben und der Ansatz fur 2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde in einer
Elektroporationskivette (Spaltbreite 2 mm; VWR, Darmstadt, Deutschland) mit dem Eppendorf
Eporator® (1.500 V, Hamburg, Deutschland) die Elektroporation durchgefiihrt. Danach wurden
500 pL eisgekihltes YEPD (yeast extract peptone dextrose, Tabelle 12)und 500 pL
eisgkuhltes Sorbitol (1 M) auf die Zellen gegeben und der Ansatz 1 h bei 30 °C und 800 rpm
regeneriert. Die Zellen wurden zentrifugiert (2.000 x g, 4 min, RT), 800 uL vom Uberstand
verworfen und das Pellet in 200 pL Medium resuspendiert. Die Zellen wurden auf His-Platten
(Tabelle 13) ausplattiert und diese fur drei Tage bei 28 °C inkubiert.

Tabelle 16: MSSI Verdau zur Linearisierung des pPIC9 Vektors.

Komponenten Volumen

<1 ug pPIC9 X UL

10X Puffer 2 uL

MSSI 1L

dH.0 auf 20 pL auffillen

Inkubation: 37 °C, 10 Min
Inaktivierung: 65 °C, 10 Min

3.2.2. Klonierung, Expression und Reinigung

3.2.2.1. RNA Isolation

Zur lIsolierung von RNA aus Basidiomyceten wurde das Pilzmycel von der SNL-Agarplatte
abgeschabt und mit 1 mL 10 mM Tris-HCI Puffer pH 7,5 sowie Glasperlen versetzt.
AnschlieRend wurde das Mycel mit der Precellys 24-Dual (PeqgLab, Erlangen, Deutschland;
5.800 Min?, 3 x 20 Sek mit 20 Sek Pause, Kapitel 3.2.3.1) aufgeschlossen. Im Anschluss
wurde das ,innuPREP RNA Mini Kit 2.0 von Analytik Jena (Jena, Deutschland) nach
Herstellerangaben zur Isolation von RNA verwendet. Die gewonnene RNA wurde dann in
cDNA umgeschrieben (Kapitel 3.2.2.2).
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3.2.2.2. cDNA Synthese

Zur Synthese komplementarer DNA (complementary DNA, cDNA) wurde das FastGene
Scriptase 1l cDNA Synthese Kit von Nippon Genetics (Diren, Deutschland) nach

Herstellerangaben verwendet (Tabelle 17).

Tabelle 17: Ansatz zur Synthese komplementarer DNA (cDNA).

Komponente Volumen/ Konzentration
RNA 1 ng bis 5 ug

Oligo (dT) Primer (80 uM) 2 uL (8 uM)

Inkubation: 5 Min, 42 °C

5X FastGene Scriptase Il Puffer 4 puL

dNTPs (2 mM) 2 uL (0,2 mM)

DTT (0,1 M) 2 pL (20 mMm)

RNase Inhibitor (40 U pL™?) 0,5 uL

FastGene Scriptase Il (200 U pL?) 0,5 uL

dH.0 auf 20 pL auffillen

Inkubation: 60 Min, 42°C
Inaktivierung: 15 Min, 70 °C

3.2.2.3. Isolierung genomischer DNA

Fur die Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus K. phaffii wurde eine 10 mL YEPD Kultur bei
28 °C und 150 rpm tber Nacht inkubiert. Die Kultur wurde zentrifugiert (5.000 x g, 4 °C, 5 Min)
und das Pellet in Lysispuffer (Tabelle 18) resuspendiert. Anschlieend wurden 400 pL
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) und Glasperlen hinzugegeben. Die Zellen
wurden mittels Precellys 24-Dual (PegLab, Erlangen, Deutschland; 5.800 Min, 3 x 20 Sek mit
20 Sek Pause, Kapitel 3.2.3.1) aufgeschlossen und zenrifugiert (5.000 x g, 5 Min, 4 °C). Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt, mit 400 uL TE Puffer (Tris EDTA,
Tabelle 19) versetzt und der Ansatz 5 bis 10 mal invertiert. Nach dem Zentrifugieren (5.000 x g,
5 min, 4 °C) wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt. Zum Uberstand
wurden 200 pL Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) gegeben und 5 bis 10 mal
invertiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal? tberfuhrt, mit 1 mL 96 % Ethanol
versetzt, invertiert und fir 10 Minuten bei - 80 °C inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren
(14.000 x g, 10 Min, RT) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet bei 50 °C getrocknet.

Das Pellet wurde anschlieRend in 50 pL dH>O resuspendiert.
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Tabelle 18: Zusammensetzung des Lysis-Puffers zur Isolierung genomischer DNA.

Chemikalien Konzentration
NaCl 100 mM
Tris-HCI, pH 8 100 mM

EDTA 1mM

SDS 1%

Triton X-100 2%

pH-Wert auf 7,6 bis 7,7 einstellen

Tabelle 19: Zusammensetzung des TE-Puffers (Tris EDTA) zur Isolierung genomischer
DNA (gDNA).

Chemikalien Konzentration
Tris-HCI, pH 8 10 mM
EDTA 1mM

pH-Wert auf 7,6 bis 7,7 einstellen

3.2.2.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde im Thermocycler Biometra Trio der Firma Analytik Jena (Jena, Deutschland)
durchgefiihrt. Tabelle 20 und Tabelle 21 geben einen Uberblick tiber den Reaktionsansatz und
das PCR-Programm zur Amplifizierung von DNA mittels Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase.

Tabelle 22 und Tabelle 23 geben einen Uberblick iiber den Reaktionsansatz und das PCR-
Programm zur Durchfiihrung einer Kolonie-PCR mit der DreamTag™ Polyemerase (Thermo
Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland). Die Kolonie-PCR diente der Identifizierung positiver
E. coli oder K. phaffii Klone nach der Transformation. Statt DNA wurde fur die Kolonie-PCR
ein Klon von der Agarplatte mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in den vorbereiteten
Kolonie-PCR Ansatz Uberfuhrt. Fur die Kolonie-PCR wurden vektorspezifische Primer

verwendet (Tabelle 24).
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Tabelle 20: Reaktionsansatz zur Amplifizierung von DNA Fragmenten mittels Phusion®

High-Fidelity DNA Polymerase.

Komponente Volumen [pL]

5X Phusion Puffer 10

dNTPs 2

forward Primer (10 uM) 2,5

reverse Primer (10 pM) 2,5

DNA 2

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (2 U puL 1) 1

dH-0 auf 50 L auffillen

Tabelle 21: Programm zur Amplifizierung von DNA Fragmenten mittels Phusion® High-

Fidelity DNA Polymerase. Tm: Primerspezifische Annealingtemperatur.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 98 °C 2 Min
Denaturierung 98 °C 30 Sek 30x
Annealing Tm [°C] 30 Sek 30x
Extension 72 °C 30 Sek/kb 30x
Finale Extension 72 °C 10 Min
4°C oo

Tabelle 22: Reaktionsansatz fur die Kolonie-PCR mittels Dream™Taq DNA Polymerase.

Komponente Volumen [pL]

forward Primer (10 uM)
reverse Primer (10 pM)
dNTPs (2 mM)

DMSO

5X DreamTag™ Puffer

DreamTaq™ Polymerase (5 U uL?) 0,1

P O DN R R R R

Template DNA oder Kolonie
dH>0O auf 20 pL auffillen
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Tabelle 23: Programm fir die Kolonie-PCR mittels Dream™Taq DNA Polymerase. Tm:

Primerspezifische Annealingtemperatur.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholung
Initiale Denaturierung 95 °C 10 Min
Denaturierung 95 °C 1 Min 25x
Annealing Tm [°C] 1 Min 25x
Extension 72 °C 1 Min/kb 25X
Finale Extension 72 °C 10 Min
4°C o0

Tabelle 24: Vektorspezifische Primer fir die Kolonie-PCR.

Vektor Primername Sequenz5-> 3
pUC57 M13 fwd TGTAAAACGACGGCCAG
M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC
pCOLD | pCOLD fwd ACGCCATATCGCCGAAAGG
pCOLD rev ATTACGCGATCGATTATTTATTTCCTG
pPIC9 3’AOX GCAAATGGCATTCTGACATCC
5" A0X GACTGGTTCCAATTGACAAGC

3.2.2.5. Touchdown PCR

Peptidasegene, die nicht mit der herrkbmmlichen PCR (Kapitel 3.2.2.4) amplifiziert werden
konnten, wurden mittels Touchdown-PCR amplifiziert. Die PCR nutzt h6here Temperaturen
fur die spezifische Bindung von Primer an die Template DNA. Mit der Anzahl der definierten
Zyklen sinkt die Annealingtemperatur um einen bestimmten Wert (in dieser Arbeit um 1 °C)
und unspezifische PCR Produkte werden amplifiziert (Korbie and Mattick 2008). Der
Reaktionsansatz fir die Touchdown-PCR ist Tabelle 20 zu entnehmen. Tabelle 25 gibt einen
Uberblick tiber das PCR-Programm der Touchdown-PCR mittels Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase.
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Tabelle 25: Programm fur die Touchdown-PCR mittels Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase. Tm: Primerspezifische Annealingtemperatur.

Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 98 °C 2 Min
Denaturierung 98 °C 30 Sek
Annealing Tm °C [x - 1 °C/ Zyklus] 30 Sek 12x
Extension 72 °C 30 Sek/kb
Denaturierung 98 °C 30 Sek
Annealing Tm °C [x = 12 °C] 30 Sek 25x
Extension 72 °C 30 Sek/kb
Finale Extension 72 °C 10 Min
4°C o0

3.2.2.6. Agarosegelelektrophorese

In dieser Arbeit wurden 1 %-ige Agarosegele verwendet (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland).
Die Agarose wurde in Tris-Acetat-EDTA (TAE; Tabelle 25) Puffer geldst und mit Midori Green
(5 yuL 50 mL™%, Nippon Genetics, Duren, Deutschland) versetzt. Als Standard wurde der 1 kb
GeneRuler™ (Abbildung A2) von Thermo Fischer Scientific (St. Leon-Rot, Deutschland)
verwendet. Der Puffer fiir die Phusion® und Dream™Taq Polymerase enthélt bereits den DNA
Ladepuffer. Fur alle anderen Ansatze (Restriktionsverdau, Ligation) wurden die Proben mit
DNA Ladepuffer (Tabelle 25) im Verhdltnis 1:6 versetzt. Die Gele wurden bei 100 V fir ca.
25 Minuten in TAE Puffer laufen gelassen. Anschlieend wurden die DNA Banden mit der
FastGene FAS V (Nippon Genetics, Diren, Deutschland) visualisiert. Zur Extraktion
spezifischer DNA Fragmente wurden die Banden ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des
»,NucleoSpin® Gel and PCR clean up Kit* (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) nach
Herstellerangaben gereinigt.

Tabelle 26: Zusammensetzung des 1X TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffers und des 6X DNA

Ladepuffers fur die Agarosegelelektrophorese.

1X TAE Puffer 6X DNA Ladepuffer

400 mM Tris-HCI, pH 8 50 % (v/v) Glycerol

20 mM Eisessig 0.005 % (w/v) Bromphenolblau
10 mM EDTA
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3.2.2.7. Restriktionsverdau

Der Ansatz fur den Restriktionsverdau ist in Tabelle 27 dargestellt. Die Restriktionsenzyme
wurden von den Herstellern New England Biolabs GmbH (NEB, Frankfurt am Main,
Deutschland) bzw. Thermo Fisher Scientific (St. Leon-Rot, Germany) bezogen. Der

Restriktionsverdau wurden nach Herstellerangaben bei 37 °C durchgeftihrt.

Tabelle 27: Ansatz fur den Restriktionsverdau doppelstrangiger DNA.

Komponente Volumen/ Konzentration
Template DNA = 600 ng
10X Puffer 2 uL

Restriktionsenzym | 1 pL
Restriktionsenzym Il 1 pL
dH.0 auf 20 pL auffillen

3.2.2.8. Dephosphorylierung

Die Antarctic Phosphatase wurde nach Herstellerangaben verwendet. Der Reaktionsansatz
(Tabelle 28) wurde fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschlieRend bei 80 °C fiir 2 Minuten

inkativiert.

Tabelle 28: Reaktionsansatz zur Dephosphorylierung der 5" Enden von DNA.

Komponente Volumen/ Konzentration
DNA 1 pmol

10 X Puffer 1pL

Antartic Phosphatase (5 U) 1uL

dH-20 auf 20 uL aufftllen

3.2.2.9. Phosphorylierung

Die T4 Polynukleotid Kinase (T4 PNK; Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) tbertragt
eine Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) auf das 5 Ende von Nukleotiden und
Desoxyribonukleotiden und erleichtert eine anschliel3ende Ligation mit der T4 Ligase (Kapitel
3.2.2.10). Der Reaktionsansatz (Tabelle 29) wurde bei 37 °C fur 20 Minuten inkubiert und

anschlieRend bei 75 °C fiur 10 Minuten inaktiviert.
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Tabelle 29: Reaktionsansatz zur Phosphorylierung von DNA mittels T4 Polynukleotid

Kinase.
Komponente Volumen/ Konzentration
lineare DNA 1-20pmol
10X Puffer A 2 uL
10 mM ATP 2 pL
T4 PNK 1L
dH-0 auf 20 L auffillen

3.2.2.10. DNA Ligation

Fur die Ligation von DNA Fragmenten mit einem Vektor wurde die T4 DNA Ligase (Thermo
Fisher Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Dazu wurden Insert und Vektor zuvor
mit Restriktionsenzymen geschnitten (Kapitel 3.2.2.7) und die DNA im Verhaltnis 1:3 oder 1:5
eingesetzt. Zudem wurden 1 pL 10 X T4 Ligasepuffer und 1 uL T4 DNA Ligase hinzugefugt.
Der Reaktionsansatz wurde auf ein Gesamtvolumen von 20 puL mit dH.O aufgefullt und Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert.

3.2.2.11. Plasmidisolation und Sequenzierung

Fur die Plasmidisolierung aus E.coli wurden Klone in 5 mL LB Amp Medium utber Nacht bei
37 °C und 150 rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Plasmide mit dem ,innuPREP
Plasmid Mini Kit 2.0“ von Analytik Jena (Jena, Deutschland) nach Herstellerangaben isoliert.
Die Plasmide wurde final in 50 pL Puffer eluiert.

Zur Sequenzierung von DNA Fragmenten oder Plasmiden wurden 600 bis 1.200 ng Plasmid
in einem Gesamtansatz von 12 L eingesetzt. Es wurde jeweils ein forward oder ein reverse
Primer fir die Sequenzierung verwendet. Die Sequenzierung wurde von der Firma Seglab
(Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit dem Programm
SnapGene®5.1.7 (GSL Biotech, Chicago, USA) ausgewertet.

3.2.3. Zellaufschluss

3.2.3.1. Precellys

Fur den Zellaufschluss mit der Precellys 24-Dual (PeqgLab, Erlangen, Deutschland;
5.800 Min 1, 3 x 20 Sek mit 20 Sek Pause) wurden die Proben jeweils in 10 mM Tris-HCI Puffer

pH 7,5 resuspendiert und mit Glasperlen versetzt.
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Die Methode wurde verwendet, um RNA oder genomische DNA zu isolieren und die Zellen
nach der Expression in E. coli aufzuschlieen, um die Proteine anschlieend mittels His
SpinTrap™-Saule (Ni**-NTA) reinigen zu konnen. Der Zellaufschluss wurde auch zur
Uberprifung intrazellularer Peptidaseaktivitit verwendet. Diese wurde nach der Expression in

K. phaffii und im Peptidase Sreening der Basidiomyceten an Tag 24 bestimmt.

3.2.3.2. Ultraschall

Der Zellaufschluss mittels Ultraschall (UP50H/UP100H, Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow,
Deutschland) wurde verwendet, um die Zellen nach der Expression in E. coli aufzuschliel3en
und die Proteine anschlieRend mittels FPLC-basierter Ni>*-NTA zu reinigen. Dazu wurde das
Pellet jeweils in 5 bzw. 10 mL 50 mM Bis-Tris Puffer pH 8, 0,5 M NaCl resuspendiert. Die
Einstellungen waren wie folgt: Zyklus: 0,5, Amplidtude: 50 %.

3.2.4. Proteinbiochemische Methoden

3.2.4.1. Heterologe Expression in E. coli

Die rekombinanten Enzyme wurden heterolog in E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) exprimiert. Dafur wurden die Gene in den pCOLD | bzw. pET28a (+) Vektor
kloniert (Tabelle 29). Fir die Expression wurde eine Kultur in LB Medium mit entsprechendem
Antibiotikum (pCOLD I: 100 pug mL* Ampicillin; pET28a(+): 50 pug mL* Kanamycin) (iber Nacht
bei 37 °C angezogen. Die Hauptkultur wurde mit einer ODgoo von 0,05 in LB Medium und
entsprechenden Antibiotikum angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm bis zu einer ODgoo von 0,5
inkubiert. Danach wurde die Hauptkultur fir zwei Minuten auf Eis gestellt und die
Genexpression durch Zugabe von 0,1 mM isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG, wenn
nicht anders angegeben) induziert. Die Kulturen wurden bei 17 °C und 150 rpm fiir 20 Stunden
kultiviert (falls nicht anders angegeben).

AnschlieRend wurden die Zellen geerntet (5.000 x g, 4 °C, 15 Min), das Pellet in 50 mM Bis-
Tris Puffer pH 8, 0,5 M NaCl resuspendiert und die Zellen mit der Precellys (Kapitel 3.2.3.1)
oder Ultrachall (Kapitel 3.2.3.2) aufgeschlossen. Nach dem Zentrifugieren (5.000 x g, 4 °C,
15 Min) wurde die I6sliche Fraktion mittels Affinitats- bzw. Gré3enausschlusschromatographie
gereinigt (Kapitel 3.2.4.8, 3.2.4.9 und 3.2.4.10) und auf Peptidaseaktivitat Uberpruft (Kapitel
3.2.5.1und 3.2.5.2).
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Tabelle 30: Ubersicht liber die Expression verschiedener Peptidasegene in E. coli. HK:

Hauptkultur. N: N-Terminus. C: C-Terminus.

Basidiomycet Accession Vektor His- Volumen Reinigung
number Tag HK [mL]
EIW62808 pCOLD I N 50 His
SpinTrap™
XP_008032702 pCOLD | N 10 -
T. versicolor EIW51569 pCOLD | N 50 His
SpinTrap™
EIW59803 pCOLD | N 50 His
SpinTrap™
pCOLD I N 50 His
P. chrysosporium ABBT3029 SpinTrap™
ABB73029  pET28a(+) - 100 SEC
P. floridanus KDQ25582 pCOLD I N 1.000 Ni?*-NTA
DPPV (FPLC)

3.2.4.2. Heterologe Expression in K. phaffii

Die rekombinanten Peptidasegene wurden heterolog im proteasedefizienten K. phaffii Stamm
SMD1168 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) exprimiert (Tabelle 31). Dazu wurden die Gene
ohne das Startcodon in den Expressionsvektor pPIC9 kloniert.

Nachdem die Plasmide in die Hefe eingebracht wurden (Kapitel 3.2.1.3.1), wurde fir die
Genexpression eine Vorkultur in YEPD Medium 3 Tage bei 28 °C und 200 rpm inkubiert.
AnschlieRend wurde die Vorkultur zweimal mit sterilem dH.O gewaschen und die ODeoo der
Hauptkultur auf 1 eingestellt. Um den AOX1-Promotor zu induzieren, wurde zu Beginn und alle
24 Stunden 1 % (v/v) MeOH in die Kultur gegeben und diese bei 20 °C und 150 rpm kultiviert.
Die Kultivierungsdauer richtete sich nach der maximalen Peptidaseaktivitat der einzelnen
Klone aus der 96 Deep-well Platte (Kapitel 3.2.1.3).

Anschlielend wurden die Kulturen geerntet (5.000 x g, 4 °C, 15 Min) und der Kulturiberstand
mittels Affinitats- bzw. Groéflenausschlusschromatographie (Kapitel 3.2.4.8 und 3.2.4.10)
gereinigt. Um intrazellulare Peptidaseaktivitat zu bestimmen, wurde das Pellet in 10 mM Tris-
HCI Puffer pH 7,5 resuspendiert und die Zellen mittels Precellys (Kapitel 3.2.3.1)
aufgeschlossen. Nach dem Zentrifugieren (5.000 x g, 4 °C, 15 Min) wurde die I6sliche Fraktion
auf Peptidaseaktivitat tberprift (Kapitel 3.2.5.1 und 3.2.5.2).
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Tabelle 31: Ubersicht tiber die Expression verschiedener Peptidasegene in K. phaffii.

HK: Hauptkultur. N: N-Terminus. C: C-Terminus. SP: Signalpeptid.

Basidiomycet Accession Vekto  His-Tag Volumen Reinigung
number r HK [mL]
T. versicolor EIW62808 pPIC9 C (+SP) 100 -
XP_00803270 pPIC9 N (+SP) 100 -
2
XP_00803270 pPIC9 C (- SP) 100 -
2
P. chrysosporium ABB73029 pPIC9 N (+ SP) 100, 500, SEC/ Ni?*-NTA
1.000 (FPLC)
ABB73029 pPIC9 C(-SP) 100 SEC (FPLC)
His SpinTrap™
ABB73029 pPIC9 - 100 SEC (FPLC)
ABB73030 pPIC9 C (+SP) 100 His SpinTrap™
SEC (FPLC)
ABB73030 pPIC9 - 100 -

3.2.4.3.  Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Assay nach
Herstellerangaben durchgefiihrt (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, USA). Die
Absorption wurde in Triplikaten bei 595 nm in einem microplate reader (Eon, BioTek, Winooski,
USA) gemessen. Zur Kalibrierung wurde eine BSA Standardreihe zwischen 0,1 und 2 mg mL-?!

verwendet.

3.2.4.4. Denaturierende SDS-PAGE und semi-native PAGE

Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) dient der Uberprifung der molaren
Masse und der Reinheit eines Proteins. Bei der denaturierenden SDS-PAGE wurden die
Proben zuvor mit denaturierendem Ladepuffer (Tabelle 31) im Verhaltnis 1:1 versetzt und fir
10 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Fir eine semi-native PAGE wurden die Proben mit nativen
Ladenpuffer (Tabelle 38) im Verhaltnis 1:1 gemischt und nicht aufgekocht. Die Proben wurden

zusammen mit einem Proteinstandard (Precision Plus Protein Unstained oder All Blue
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Standard, BioRad, Muinchen, Deutschland, s. Anhang Abbildung A3) auf einem 12 %-igen Gel
(Tabelle 32) oder einem 12 %igen Single Gel (

Tabelle 33, Tabelle 35) aufgetragen. Die Elektrophorese fir die SDS-PAGE wurde bei 20 mA
pro Gel und fur die semi-native PAGE bei 10 mA pro Gel und 4 °C durchgefiihrt. Anschlie3end
wurden die Gele mit Imperial™ Protein Stain (Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot,

Deutschland) angefarbt.

Tabelle 32: Verwendete Losungen fiir die denaturierende und semi-native SDS-PAGE.

Ldsung Komponenten Konzentration

APS Loésung Ammoniumperoxidsulfat 0,4gL1(1,75 mM)

Lagerung bei — 20 °C

Elektrophorese-Laufpuffer Tris Base pH 6,8 3,02 gL (25 mM)
Glycin 14,42 g L (192 mM)
SDS 1,0 g L* (3,5 mM)

2X Ladepuffer, denaturierend Tris-HCI 23,64 g L (150 mM)
Dithiothreitol (DTT) 30,85 g L* (200 mM)
Glycerol 20 % (v/v)
SDS 4 % (wiv)

Lagerung bei — 20 °C Bromphenolblau 25mg L*

2X Ladepuffer, nativ Tris-HCI pH 6,8 23,64 g Lt (150 mM)
Glycerol 40 % (vIv)
SDS 2 % (w/v)
Bromphenolblau 25mg L?

Lagerung bei — 20 °C

Tabelle 33: Zusammensetzung eines diskontinuierlichen Gels mit 12 % Acrylamid.

Komponente Trenngel Sammelgel
dH20 2,15 mL 1,45 mL
Acrylamid/Bisacrylamid 1,5 mL 243,5 pL
(37,5:1)

1,5 M Tris pH 8,8 1,25 mL -

1,5 M Tris pH 6,8 - 250 uL

10 % (w/v) SDS 50 pL 20 pL

APS Ldsung (40 %) 12,5 pL 10 pL
TEMED 4 pL 4 pL
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Tabelle 34: Zusammensetzung eines 12 %-igen Single Gels.

Komponente Volumen
dH20 1,4 mL
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 2,1 mL
2X Single Gel Puffer 3,5mL
APS Losung 7,5 uL
TEMED 3,5 L

Tabelle 35: Zusammensetzung des 2X Single Gel Puffers zur Herstellung eines 12 %-
igen Single Gels.

Komponente Konzentration
Tris Base 76 mM

L-Serin 100 mM
Glycin 100 mM
L-Asparagin 100 mM

pH 7,4 einstellen, Lagerung bei 4 °C

3.2.45. Western Blot

Zuvor wird eine SDS-PAGE (Kapitel 3.2.4.4) durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Proteine
auf eine Nitrocelluosemembran (VWR, Darmstadt, Deutschlad) tibertragen. Das Blotten erfolgt
bei 15V, 8 W und 350 mA fur 30 Minuten.

In dieser Arbeit wurde die Expression der Proteine mit einem AP-konjugierten (Alkalische
Phosphatase) His-Tag Antikorper (Abcam, Cambridge, UK) Gberprift.

Nach dem Blotten, wurde die Membran mit 5 % BSA in 1X TBS Puffer (Tris buffered saline;
Tabelle 36) fur 1 Stunde bei RT blockiert. AnschlieRend wurde die Membran zweimal mit 1X
TBS und einmal mit 1X TBS-T Puffer (Tabelle 37) jeweils fur 10 Minuten gewaschen.
Anschlieend wurde die Membran mit dem His-Tag Antikdrper (1:1.000 in 1 % BSA, 1X TBS)
1 Stunde bei RT inkubiert und erneut gewaschen. Fir die Detektion mittels BCIP/NBT Ldsung
(5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat/  para-Nitroblautetrazoliumchlorid; Merck, Darmstadt,
Deutschland) wurde die Membran 10 Minuten bei RT in der Losung geschwenkt und die

Reaktion durch Zugabe von Wasser gestoppt.
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Tabelle 36: Zusammensetzung des 10X TBS (Tris buffered saline) Puffers.

Komponenten Konzentration
Tris-Base 24¢gL?

NacCl 88¢glL?

dH20 900 mL L?

pH mit HCI auf 7,6 einstellen und auf 1 Liter auffillen

Tabelle 37: Zusammensetzung des 1X TBS-T (Tris buffered saline with Tween 20)

Puffers.
Komponenten Konzentration
10 X TBS 100 mL L?
dH.0 900 mL L?
Tween 20 (0,1 %) 1mLL?

3.2.4.6. Zymographie

Die Zymographie basiert auf einer semi-nativen PAGE, und es handelt sich dabei um eine
Negativfarbung, wobei helle Bereiche Peptidaseaktivitat reprasentieren und der Hintergrund
angefarbt wird. Die Aktivitdt rekombinanter Peptidasen wurde u. a. mittels Zymographie
untersucht, wobei ein Substrat (in dieser Arbeit 1 mg mL* Casein) in das Gel einpolymerisiert
wird (Tabelle 38, Tabelle 39). Zudem wurden die Proben im Verhdltnis 1:1 (v/v) mit einem
nativen Ladepuffer (Tabelle 38) versetzt und nicht aufgekocht.

Die Proben wurden zusammen mit einem Proteinstandard (Precision Plus Protein All Blue
Standard, BioRad, Muinchen, Deutschland, s. Anhang Abbildung A3) aufgetragen. Um die
Peptidaseaktivitat zu erhalten, erfolgte der Gellauf bei 10 mA und 4 °C. Nach dem Gellauf
wurde das Gel dreimal jeweils 30 Minuten bei RT mit Waschlésung (Tabelle 38) gewaschen
und Uber Nacht bei RT in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (K;HPO4/KH;PO.) pH 6 inkubiert. Am
folgenden Tag wurde das Gel jeweils dreimal mit Wasser gewaschen und mit Imperial™Protein
Stain gefarbt. Da es sich um eine Negativfarbung handelt, deuten weiRe Bereiche auf

Peptidaseaktiviat hin (Fernandez-Resa et al., 1995).

Tabelle 38: Verwendete Losungen fur die Zymographie.
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Losung Komponente Konzentration

2X Ladepuffer, nativ  Tris-HCI 23,64 g L (150 mM)
Glycerol 20 % (v/v)
SDS 4 % (wiv)

Bromphenolblau 25 mg L*
Lagerung bei — 20 °C

2X Single Gel Puffer Tris Base 18,42 g L (152 mM)
Glycin 21,02 g L* (200 mM)
Serin 15,02 g L (200 mM)
Asparagin 30,02 g L* (200 mM)

in dH20 l6sen und den pH-Wert auf 7,4 einstellen

Losung filtrieren (0,22 um) und bei 4 °C lagern

Waschlosung Triton-X-100 25¢gL?
Tris Base pH 7,5 6,06¢gL*

Tabelle 39: Zusammensetzung eines Zymographie-Gels mit 12 % Acrylamid.

Komponente Volumen
dH20 1,4 mL
2X Single Gel Puffer (mit 1 mg mL* Casein) 3,5 mL
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 2,1 mL
APS Losung (40 %) 8 uL
TEMED 5puL

3.2.4.7. Peptide mass fingerprint

Um einige Peptidasegene zu analysieren, wurden Banden aus einem SDS-Gel ausgeschnitten
und fur 30 Minuten in einer Vakuumzentrifuge (Concentrator plus, Modus: D-AQ); Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) getrocknet und bei — 20 °C gelagert.

Im ersten Schritt findet die Carbamidomethylierung statt. Dazu wurden 200 pL Acetonitril zu
den Gelstiicken gegeben, 10 Minuten bei RT inkubiert und der Uberstand verworfen. Dann
wurden 40 pL 20 mM DTT zugegeben, inkubiert (56 °C, 30 Min) und der Uberstand erneut
verworfen. Es wurde erneut mit 200 pL Acetonitril inkubiert (10 Min, RT), mit 40 pL 55 mM
lodacetamid tberschichtet und die Proben im Dunkeln inkubiert (30 Min, RT). Der Uberstand
wurde verworfen, die Gelsticke mit 200 pL Acetonitril dehydriert (10 Min, RT) und der

Uberstand verworfen.
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Im zweiten Schritt wurden die Gelstiicke umgepuffert. Dazu wurden die Gelstlicke mit 200 pL
0,1 M NH4HCO3 gewaschen (15 Min, RT) und der Uberstand verworfen. Die Gelstiicke wurden
mit 200 pL Acetonitril inkubiert (10 Min, RT), der Uberstand verworfen und in der
Vakuumzentrifuge (Modus: V-AQ) getrocknet.

Fr die Hydrolyse wurden 20 pg Trypsin (17.069 U mg?, sequencing grade modified trypsin,
Promega, Wisconsin, USA) verwendet und in 100 uL Resuspensionspuffer des Herstellers
geldst. Im ersten Schritt wurde Trypsin aktiviert (15 Min, 30 °C) und mit 900 uL 0,1 M NH4HCO3
verduinnt, aliquotiert (50 pL) und bei — 20 °C gelagert. Fur den tryptischen Verdau wurden
50 pL Trypsinlésung mit 450 pL dH2O gemischt und 40 pL (0,08 pg) der fertigen Trypsinlésung
(2 pg mL*) zum Uberschichten der Gelstiicke verwendet und 10 Minuten bei RT inkubiert.
Danach wurden die Proben bei 37 °C mindestens 4 Stunden (oder tber Nacht) inkubiert.

Fur die Extraktion wurden die Proben mit 40 pL Stopplosung (Tabelle 40) versetzt und 30
Minuten bei 37 °C und 800 rpm inkubiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppi tberfiihrt
und auf Eis gekihlt. Danach wurde der Uberstand mit 40 uL Extraktionslésung (Tabelle 40)
Uberschichtet und inkubiert (37 °C, 800 rpm, 30 Min). Dieser Schritt wurde insgesamt zweimal
durchgefiihrt und die Uberstande vereinigt. Final wurden die Gelstiicke mit 40 uL Acetonitril
fur 5 Minuten bei RT inkubiert, der Uberstand zu den Extrakten gegeben und in der
Vakuumzentrifuge (Modus: V-AQ) getrocknet.

Fur die Messung wurden die Proben in 30 yL Puffer P (Tabelle 40) aufgenommen und 5 bis
10 Minuten bei 800 rpm und RT inkubiert. Nach einer Minute im Ultraschallbad wurden die
Proben abzentrifugiert (12.000 x g, 1 Min, RT) und 25 uL in ein Vial fur die Messung tberfihrt.
Die erhaltenen Peptide wurden mittels nano-HPLC (EASY-nLC IlI, Bruker, Bremen,
Deutschland) gekoppelt mit einem maXis Quadropol time of flight (QTOF)
Massenspektrometer (Bruker, Bremen, Deutschland) analysiert.

Als Trap wurde eine C18 Sé&ule (100 pm x 2 cm, nanoViper, 5 um Partikel, 100 A Poren,
Acclaim PepMap™ 100, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) und als
Kapillarsiule eine C18 S&ule (0,75 x 15 cm, nanoViper, 3 pm Partikel, 100 A Poren; Thermo
Fisher Scientific, St. Leon-Rot, Deutschland) mit einem Fluss von 500 nL Min verwendet. Fir
Puffer A wurde Wasser mit 0,1% Ameisensaure und fur Puffer B Acetonitril mit 0,1%
Ameisensaure verwendet.

Die Proben wurden mit folgendem Gradienten gemessen: 0 Min: 95 % Puffer A, 20 Min: 55 %
Puffer A, 35 Min: 5 % Puffer A und 45 Min: 5 % Puffer A. Bei der Massenspektrometrie wurde
im Bereich von 50 bis 2.000 m/z detektiert. Die entstandenen Peptide wurden mit den
Programmen ,Compass Data Analysis 4.1“ und ,Protein Scape 3.0.0 346“ (Bruker, Billerica,

United States) ausgewertet.
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Tabelle 40: Puffer und Chemikalien fur den tryptischen Verdau von Proteinbanden aus
einem SDS-Gel.

Puffer/Chemikalien Konzentration

0,1 M NHsHCOs3 0,79 g 100 mL* H.O

20 mM DTT 31 mg 10 mL1 0,1 M NH4HCO3

55 mM lodacetamid (IAA) 102 mg 10 mL* 0,1 M NH4HCO3
570 pL H.O

Stoppldsung (frisch ansetzen) 570 pL Acetonitril (99,95 %)
60 pL Ameisensaure (98 %)
594 uL Hz0

Extraktionslosung (frisch ansetzen) 594 L Acetonitril (99,95 %)
12 pL Ameisensaure (98 %)
980 pL H20 mit 0,1 % Ameisensaure (98 %)
20 pL Acetonitril (99,95 %)

Puffer P (frisch ansetzen)

3.2.4.8. Reinigungs mittels GréRenausschlusschromatographie (SEC)

Bei der GréRenauschlusschromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) werden die
Molekile, z. B. Proteine, anhand ihrer Grol3e separiert. Diese Methode wurde verwendet, um
Proteine aus dem Kulturiiberstand von A. aegerita (Tag 10), F. pinicola (lysiertes Pellet an Tag
24), F. velutipes (Tag 7), H. sublateritium (Tag 21) und P. eryngii (Tag 3) zu konzentrieren.
Nach der Expression der Aspartatpeptidase A0l (ABB73030) und der Serinpeptidase S53
(ABB73029) aus P. chrysosporium in K. phaffii SMD1168 wurde der Kulturiiberstand ebenfalls
mittels SEC gereinigt.

Die FPLC-basierte SEC Reinigung erfolgte mit einer Superdex 200 10/300 GL Saule (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Schweden). Fir die Chromatographie (NGC Quest 10, Bio-Rad,
Hercules, USA) wurde 50 mM K;HPO4/KH2PO4 pH 7, 0,15 M NaCl Puffer verwendet. Nach der
Aquilibrierung bei einem Fluss von 0,3 mL Min mit 5 mL Puffer wurde die Saule mit 500 pL
Probe und einem Fluss von 0,3 mL Min® beladen. Die Probe wurde mit 35 mL Puffer eluiert
und die Saule mit 24 mL Puffer reaquilibriert.

Die gesammelten Elutionsfraktionen (70) wurden mit dem Azocaseinassay und dem FRET-
Assay auf Peptidaseaktivitat Uberprift. Dazu wurden im ersten Schritt jeweils funf Fraktionen
(1 -5, 6-10, etc.) gepooled und auf Aktivitat getestet. Wenn eine gepoolte Fraktion Aktivitat
zeigte (Azocasein > 100 aU mL?, FRET-Assay > 1.000 FU), wurden ihre einzelnen

Unterfraktionen auf Peptidaseaktivitat untersucht.
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Unterfraktionen, die sowohl im Azocaseinassay als auch gegentber dem FRET Peptid 1 oder

2 Aktivitat zeigten, wurden flr eine Schnittstellenanalyse (Kapitel 3.2.4.11) verwendet.

3.2.4.9. Reinigung mittels His SpinTrap™-Saulen

Um die Expression verschiedener Peptidasegene in E. coli BL21 (DE3) im kleinen Maf3stab
zu Uberprifen, wurde der Kulturiiberstand mittels His SpinTrap™-Séaulen (Sigma, Darmstadt,
Deutschland) gereinigt. Im ersten Schritt wurden die Kulturen geerntet (5.000 x g, 4 °C, 15 Min)
und das Pellet in Puffer (50 mM Bis-Tris pH 8, 0,5 M NaCl) resuspendiert. Das Volumen fur
die Resuspension betrug jeweils 10 % (v/v) des Volumens der Hauptkultur. AnschlieRend
wurden Glasperlen hinzugegeben und die Zellen mit der Precellys aufgeschlossen (Kapitlel
3.2.3.1), zentrifugiert und mit der His SpinTrap™-S&ule nach Herstellerangaben gereinigt.
Insgesamt wurde dreimal mit jeweils 600 pL Puffer gewaschen (50 mM Bis-Tris pH 8, 0,5 M
NaCl). Fur die Waschritte 1 und 2 wurde dem Puffer zusatzlich 20 mM Imidazol und fir den
Waschschritt 3 50 mM Imidazol hinzugefligt. Die anschlieBende Elution erfolgte zweimal mit
jeweils 200 pl Puffer und 500 mM Imidazol. Fir die Reinigung der Serinpeptidase (ABB73029)
aus P. chrysosporium wurden vier Waschschritte ohne Imidazol durchgefiihrt. Folgende
Proben wurden anschlieBend fiir eine SDS-PAGE verwendet (Kapitel 3.2.4.4): Uberstand,
l6sliche Fraktion, unlosliche Fraktion, Durchfluss, Waschschritte und die beiden
Elutionsfraktionen. Die Reinigung mittels His SpinTrap ™-S&ule wurde fur folgende Peptidasen
nach der Expression in E. coli durchgefiihrt: Aspartat- (EIW62808), Metallo- (EIW51569) und
Serinpeptidase (EIW59803) aus T. versicolor sowie die Aspartatpeptidase aus
P. chryosporium (ABB73030). Nach der Expression der Peptidyl-Lys-Metallopeptidase
(XP_008032702) aus Tve in K. phaffii wurde der Kulturiiberstand ebenfalls mit dieser Methode

gereinigt, aber es wurde Waschpuffer ohne Imidazol verwendet.

3.2.4.10. Reinigung mittels Affinitatschromatographie (Ni?*-NTA)

Die Affinitditschromatographie beruht auf der Affinitdt von Proteinen zu ihren Liganden. Die
Nickel?>*-Chelat Affinititschromatographie (Ni**-NTA) dient der Reinigung von Proteinen, die
mit einem His-Tag gekoppelt sind. Diese Methode wurde verwendet, um die Proteine aus
E. coli BL21 (DE3) bzw. K. phaffii SMD1168 Kulturen zu reinigen. Es wurden jeweils 12
Fraktionen gesammelt und auf Peptidaseaktivitat (Kapitel 3.2.5.1 und 3.2.5.2) getestet. Die
FPLC-basierte Ni*?*-NTA Reinigung wurde fir folgende Peptidasen verwendet: Serinpeptidase
S53 aus P. chrysosporium (ABB73029) nach der Expression in K. phaffii und fir die DPPV

aus P. floridanus nach der Expression in E. coli.
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Fur die Reinigung der Enzyme aus E. coli wurde das Pellet in 20 mM Tris-HCI pH 7,5 Puffer
resuspendiert und die Zellen mit der Precellys (Kapitel 3.2.3.1) aufgeschlossen. Das Volumen
fur die Resuspension betrug jeweils 10 % (v/v) des Volumens der Hauptkultur. Fur die
Reinigung aus K. phaffii wurde der Kulturiberstand verwendet.

Die Ni?*-NTA Saule wurde mit 10 mL (Bettvolumen) Protino Ni?*-NTA (Macherey-Nagel,
Duren, Deutschland) vorbereitet. Die Chromatographie (NGC Quest 10, Bio-Rad, Hercules,
US) wurde mit den Puffern A (50 mM Bis-Tris, 0,5 M NaCl, pH 8) und Puffer B (50 mM Bis-
Tris, 0.5 M NaCl, 500 mM Imidazol, pH 8) wie folgt durchgefuhrt: 8 mL Probe wurden auf die
Séaule mit einem Fluss von 0,25 mL Min*? geladen. AnschlieRend wurde die Saule mit 8 mL
Puffer A und 20 mL L* Puffer B gewaschen und die Probe final mit 16 mL Puffer B eluiert (12
Fraktionen & 0,5 mL) gefolgt von einer Red&quilibrierung mit 32 mL Puffer A. Die 12
Elutionsfraktionen wurden gesammelt und auf Aktivitat tberpraft.

Fur die DPPV aus P. floridanus wurde der para-Nitroanilin Assay (pNA Assay, Kapitel 3.2.5.3)
und fur die anderen Peptidasen der Azocaseinassay und FRET-Assay (Kapitel 3.2.5.1 und
3.2.5.2) zur Uberprifung der Peptidaseaktivitat verwendet.

Nach der Reinigung der DPPV auf P. floridanus wurden die aktive Fraktionen gepooled, mit
10 mM Tris-HCI pH 7,5 umgepuffert (Ultrafiltrationseinheit, 10 kDa, PES; Sartorius, Géttingen,
Deutschland) und mit der Ultrafiltrationseinheit konzentriert. Das Enzym wurde mit 25 %

Glycerol versetzt und bei — 20°C gelagert.

3.2.4.11. Schnittstellenspezifitat

Um die Schnittstellenspezifitat der Enzyme zu ermitteln, wurde 1 mg mL* Casein in Wasser
geldst und als Substrat verwendet. Im ersten Schritt wurde Casein mittels Centricon (PES,
10 kDa cut-off, Sartorius, Goéttingen, Deutschland) vorgereinigt, um vorhandene Kkleinere
Peptide abzutrennen. Dazu wurde Casein auf die Membran gegeben und mehrmals mit dH.O
gewaschen. Die Amicon Ultra-0.5 Zentrifugenfilter (3 kDa, Merck Millipore, Burlington, United
States) wurden ebenfalls gereinigt, indem diese dreimal mit jeweils 500 pL Reinstwasser
gewaschen und zentrifugiert (10 Min, 14.000 x g, RT) wurden. Der Durchfluss wurde entsorgt,
die S&ule umgekehrt in das Receiver Tube gestilpt und erneut zentrifugiert (1 Min, 1.000 x g,
RT). Fur die Zentrifugation der Spaltprodukte wurde ein neues Receiver Tube verwendet.

Als Probe fur den proteolytischen Verdau diente zum einen der Kulturiberstand verschiedener
Basidiomyceten aus dem Peptidase Screening. Zum anderen wurde der unbehandelte sowie
der gereinigte Kulturiiberstand aus K. phaffii (SEC, Kapitel 3.2.4.8) fiir den proteolytischen
Verdau verwendet.

Der Ansatz fur den Verdau ist in Tabelle 41 dargestellt und wurde fur 1 Stunde bei 37 °C und

800 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe mit einem gereinigten Amicon Ultra-0.5
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Zentrifugenfilter fur 30 Minuten bei 14.000 x g und RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurden
mittels nano-HPLC (EASY-nLC Il, Bruker, Bremen, Deutschland) gekoppelt mit einem maxXis
Quadropol time of flight (QTOF) Massenspektrometer (Bruker, Bremen, Deutschland)
analysiert. Die Parameter der Messung kénnen Kapitel 3.2.4.7 enthommen werden.

Fur die Auswertung wurden die Gesamtanzahl der Schnittstellen in einer Probe und der
prozentuale Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) ermittelt. Als arginylspezifisch
wurden Schnittstellen gewertet, die N- oder C-terminal von Arginin liegen und nicht zur
Abspaltung der Aminoséaure Arginin gefuhrt haben. Zudem wurde der prozentuale Anteil der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung der
Aminosaure Arginin fihren, (Exo R) ermittelt. Als Exopeptidaseschnittstellen wurden
Schnittstellen gewertet, die zur Abspaltung einer einzigen Aminosaure gefiihrt haben.

Tabelle 41: Ansatz fur den proteolytischen Verdau von Casein (1 mg mL™).

Komponente Volumen [uL]

1 M Carbonatpuffer pH 6 10

98 mg mL* Casein in dH,0 1,02
Kulturiiberstand (Peptidasen) 50

dH-0 auf 100 pL auffullen

3.2.4.12. Biochemische Charakterisierung der PfIDPPV

Fur die Bestimmung des pH und Temperaturoptimums der PIDPPV wurden das Substrat H-
L-Ala-L-Ala-pNA (2 mM, DMSO) verwendet. Alle Messungen wurden in Duplikaten
durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurde jeweils dH.O statt Enzym verwendet.
Enzymaktivitdten wurden als relative Werte angegeben (%). Die relative DPPV Aktivitat (%)
wurde anhand der maximalen Aktivitat im entsprechenden Experiment definiert.

Um das pH Optimum der DPPV zu bestimmen, wurde der Britton-Robinson-Puffer (40 mM
HsBO3; 40 mM HsPO4; 40 mM CH3COOH; 20 mM NaOH um den pH-Wert einzustellen; pH
Bereich von pH 2 bis 9,5) verwendet. Fir die pH Stabilitdt wurde das Enzym fur eine Stunde
bei 60 °C in Britton-Robinson-Puffer inkubiert.

AnschlieRend wurde der pH-Wert mit 1 M NaOH bzw. 6 M HCI auf 8,5 eingestellt und die
Peptidaseaktivitat unter optimalen Bedingungen (60 °C) gemessen.

Fur das Temperaturoptimum wurde die DPPV in 50 mM KH2PO. Puffer pH 8,5 zwischen 20
und 65 °C inkubiert. Fur die thermische Stabilitdt wurde die DPPV fur eine Stunde bei 4, 20,
40, 60 und 80 °C in 50 mM KH;PO. Puffer pH 8,5 inkubiert und die Peptidaseaktivitat

anschlielend bei 60 °C gemessen.
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Um den Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die DPPV zu untersuchen, wurde das Enzym
mit verschiedenen Inhibitoren in 50 mM KH;PO. Puffer pH 8,5 bei 37 °C flir eine Stunde
inkubiert. AnschlieRend wurde die Peptidaseaktivitat unter optimalen Bedingungen (pH 8,5,
60 °C) gemessen. Die Peptidaseaktivitdit ohne Zugabe eines Inhibitors wurde auf 100 %
gesetzt.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde die DPPV unter optimalen Bedingungen
mit dem Substrat H-L-Ala-L-Ala-pNA im Bereich zwischen 0,3 und 200 mM getestet. Kcat, Km
und die Michaelis-Menten Gleichung wurden mit Hilfe des Programms SigmaPlot 12,5 (Systat
Software Inc., Chicago, IL, USA) ermittelt.

3.2.5. Peptidase Aktivitat

Fur die Bestimmung der Peptidaseaktivitdt wurde der Azocaseinassay und der FRET-Assay
verwendet. Der Azocaseinassay dient der Bestimmung der allgemeinen Peptidaseaktivitat,

wahrend der FRET Assaay der Bestimmung der arginylspezifischen Aktivitat dient.

3.2.5.1. Azocaseinassay

Der Azocaseinassay wurde verwendet, um die Gesamtpeptidaseaktivitat aller vorhandenen
Peptidasen in der Probe zu ermitteln. Als Substrat wurde Casein verwendet, das mit einem
Azofarbstoff gekoppelt ist.

Der Azocaseinassay wurde jeweils in Duplikaten (n=2) bzw. Triplikaten (n=3) und einem
zusatzlichen Blindwert (BW) durchgefuhrt. Fir die Reaktion wurden 5 % (w/v) Azocasein und
375 L 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 6 inkubiert (43 °C, 1.000 rpm 10 Min). AnschlieRend
wurde 25 pL Probe hinzugegeben und der Ansatz erneut inkubiert (43 °C, 700 rpm, 20 Min).
Um die Reaktion abzustoppen, wurde 1 mL 3 % TCA hinzugegeben und der Ansatz fir 10
Minuten auf Eis gelagert. Beim Blindwert wurden 25 pL Probe erst nach der Zugabe von 3 %
TCA zugegeben. Nachdem die Proben bei 15.000 x g fur 15 Minuten und RT zentrifugiert
wurden, wurden 300 pL vom Uberstand in eine 96 well Mikrotiterplatte pipettiert und die
Absorption bei 366 nm in einem microplate reader (Eon, BioTek, Winooski, USA) gemessen.

Die Berechnung der Aktivitat pro mL erfolgte mithilfe der Formel (1).

alU (MW — BW) * 60[min] @
[_] = * Fyera. * Fypr-
mLl  VpropelmL] = t[min] * 0,01 7%
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MW ist der Mittelwert der gemessenen Absorption der Proben, BW die gemessene Absorption
des Blindwertes, Verone ist das Probenvolumen, tist die Zeit der Reaktion (20 Min), Fyer. ist der
Verdunnungsfaktor der Probe und Fupr der Korrekturfaktor fir die Mikrotiterplatte (1,261).
Die Enzymaktivitat wird in arbitrary Units (aU) angegeben. Eine aU ist definiert als die
Enzymmenge, die unter den gewahlten Bedingungen zu einer Anderung der Extinktion um
0,01 pro h fuhrt. In dieser Arbeit wurde Aktivitat als ein Wert > 100 aU mL™* definiert.

3.2.5.2. FRET-Assay

Der FRET-Assay wurde verwendet, um arginylspezifische Peptidaseaktivitdt zu bestimmen.
Dafir wurden 5,6 FAM (Carboxyfluoreszein) als Donor am N-Terminus und 4-([4-
dimethylamino) phenyl] azo) benzoyl (Dabcyl) als Akzeptor am C-Terminus Uber eine
Peptidsequenz miteinander verkniipft. Das Dabcyl wird an die Aminogruppe der Seitenkette
eines zusatzlichen, C-terminalen Lysins konjugiert. Beim Dabcyl handelt es sich um einen
quecher, der die Energie des Donors absorbiert und als Licht wieder abgibt (Martins et al.,
2019). Die synthetischen FRET Peptide 1 und 2 (Abbildung 3) wurden basierend auf der Arbeit
von Schindler et al., (2011) designed und bestehen aus acht (Peptid 1) bzw. neun (Peptid 2)

Aminosauren (Schindler et al., 2011).

Peptide 1 Peptide 2
(FAM) —RRIRVIPK- (Dabcyl) (FAM) —-RKRARMREK- (Dabcyl)

Abbildung 3: Aufbau der FRET Peptide 1 und 2. Die Aminoséauren sind im
Einbuchstabencode dargestellt. FAM: Fluorescein dient als Donor. Dabcyl dient als
Akzeptor.

Der Assay wurde in Duplikaten (n=2) in einer Mikrotiterplatte (half area, black; Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Deutschland) durchgefiihrt. Fir einen Ansatz wurden 5 pL 1 M
Kaliumphosphatpuffer pH 6, 5,71 uL (10 uM) Peptid 1 bzw. Peptid 2 und 14,29 uL dH»O sowie
25 pL Kulturiiberstand gemischt. Fur die Negativkontrolle (NK) wurde kein Kulturiiberstand,
sondern dH>O verwendet. Als Positivkontrolle wurde eine glutamylspezifische Endopeptidase
von Staphylococcus aureus V8 (Glu-C; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), die C-
terminal von Aspartat und Glutaminsdure schneidet, verwendet (Prasad et al., 2004). Glu-C
ist somit nur in der Lage das FRET Peptid 2 zu spalten. Fur die Positivkontrolle (PK) wurde
1 pL Glu-C mit 24 pL dH.0O verdinnt.

Die Aktivitdat wurde im BioTek Synergy 2™ (Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 37 °C fur
60 Minuten gemesen. Die Fluoreszenz wurde bei 482/20 nm (Exzitation/Bandbreite) und
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520/20 nm (Emission/Bandbreite) gemessen. Der topmirror wurde auf 510 nm und der gain
auf 40 eingestellt. Der gemessene Wert wird in Fluoreszence Units (FU) angegeben. In dieser
Arbeit wurde Aktivitat als ein Wert von mindestens 1.000 FU im Vergleich zur
Hintergrundaktivitat definiert. Dabei wurden die Fluoreszenzintensitaten zum Zeitpunkt nach

60 Minuten (t60) von den Intensitaten zum Zeitpunkt nach 0 Minuten (t0) abgezogen.

3.2.5.3. para-Nitroanilin Assay

Fur den para-Nitroanilin (pNA) Assay wurden vier unterschiedliche Substrate (2 mM in DMSO)
verwendet (Tabelle 42) und der Assay wurde in einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Pro well
wurden 120 pL 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6, 10 pL Substrat (2 mM, DMSO) und 20 pL
Probe verwendet. Als Blindwert wurde dH,O statt Probe genommen. Die photometrische
Messung erfolgte im BioTek Synergy 2™ (Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 37 °C und
405 nm fir 60 Minuten. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die
Enzymaktivitat wird in Units pro Liter (U L) angegeben. Eine Unit ist definiert als die
Enzymaktivitét, die 1 umol p-Nitroanilin pro Minute freisetzt. Der molare Extinktionskoeffizient
von p-Nitroanilin betragt bei 405 nm in einem wassrigen System € = 9960 L x mol* x cm™*
(Visetnan et al., 2009; Watanabe et al., 2011). Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte mit
Hilfe der Formel 2. F ist der Verdiinnungsfaktor der Probe. Die Steigung MaxV wird bei 405 nm
[MOD Min] angegeben. Die Kreiszahl 1 betragt 3,14159 und der Radius r 3,47 mm. Der
molare Extinktionskoeffizient € betragt 9960 | mol* cm 1. Das Volumen der Probe Ve betragt
20 pL und das Gesamtvolumen des Ansatzes Vg 150 pL.

U] F-(Steigung Probe - Steigung Blindwert) -7 -r2- 1,
&'l Umrechnung Umrechnung
1L=0,001 m® mol auf pmol 2)
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Tabelle 42: Liste der verwendeten para-Nitroanilin Substrate.

Chemikalie Qualitat Hersteller

Hydrochlorid Alanin-Alanin-para-Nitroanilin =298 %  Bachem AG
H-L-Ala-L-Ala-pNA
Natriumtrifluoracetat Arginin-Prolin-pNA 298 % Bachem AG
H-L-Arg-L-Pro-pNA
Hydrochlorid Glycin-Arginin-pNA 298 % Bachem AG
H-L-Gly-L-Arg-pNA
Hydrochlorid Glycin-Glutmainséure-pNA 298 % Bachem AG
H-L-Gly-L-Glu-pNA
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4. Ergebnisse

4.1. Klonierungsarbeiten

In einer vorausgehenden Arbeit wurden Peptidasegene aus verschiedenen Basidiomyceten
identifiziert, darunter in den Basidiomyceten G. frondosa (Gfr246), P. chrysosporium
(Pch264), P. eryngii (Per60), P. ostreatus (P0s218), T. versicolor (Tve86) und S. commune
(Sc0262) (Harth 2016). Da zu Beginn dieser Arbeit nur das Genom von Pch, Tve und Sco
sequenziert war, lag der Fokus auf der ldentifizierung verschiedener Peptidasegene aus
diesen drei Basidiomyceten. Bei den genannten Proteinen handelt es sich jeweils um
hypothetische Proteine. Im Folgenden wird nur die Identifizierung ausgewahlter Peptidasen
behandelt.

41.1. Trametes versicolor

Tabelle Al gibt einen Uberblick tber die Klonierung und Expression verschiedener
Peptidasegene aus Tve. Eine Aspartatpeptidase (EIW63301) und zwei Serinpeptidasen
(EIW65216 und XP_008043737) konnten nicht amplifiziert werden. Zwei Serinpeptidasen
(EIW61562, EIW61051) und eine Tripeptidyl-Peptidase A (EIW61376) wurden nur in den
pUC57-Vektor kloniert.

41.1.1. E.coli

In der BSc-Arbeit von Till Redeker wurden die Gene einer Aspartatpeptidase (EIW62808),
einer Metallopeptidase (EIW51569) und einer Serinpeptidase (EIW59803) erfolgreich in den
pCOLD I-Vektor kloniert und anschlieRend exprimiert. Alle Gene wurden so in die multiple
cloning site (MCS) eingebracht, dass sich der His-Tag am N-Terminus des Proteins befand.
Nach dem Zellaufschluss (Precellys), wurde die 16sliche Fraktion mittels His SpinTrap™-Saule
gereinigt (Waschpuffer mit Imidazol) und die Fraktionen auf ein SDS-Gel aufgetragen. In den
Elutionsfraktionen der Aspartatpeptidase (EIW62808, erwartete Grof3e: 44 kDa, Abbildung 4)
und der Metallopeptidase (EIW51569, erwartete GroRe: 64 kDa, Abbildung 5) wurde jeweils
eine Bande bei ca. 40 und 75 kDa detektiert.
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Abbildung 4: SDS-Gel nach Reinigung der Aspartatpeptidase (EIW62808) aus
T. versicolor mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. P: Pellet. LF: I8sliche
Fraktion. D: Durchfluss. W1 bis W3: Waschschritt 1 bis 2. E1 und E2: Elutionsfraktion 1
und 2.
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Abbildung 5: SDS-Gel nach Reinigung der Metallopeptidase (EIW51569) aus
T. versicolor mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. P: Pellet. LF: I6sliche
Fraktion. D: Durchfluss. W1 bis W3: Waschschritt 1 bis 2. E1 und E2: Elutionsfraktion 1
und 2.

In den Elutionsfraktionen der Serinpeptidase (EIW59803) wurden Banden bei 40, 50 und
75 kDa detektiert (erwartete GréfRe: 63 kDa, Abbildung 6). Nach der Durchfiihrung der
Aktivitatsassays wurde nur fur die Aspartatpeptidase (EIW62808) Peptidaseaktivitat im
Azocaseinassay (189 aU mL™) detektiert. Im FRET-Assay wurde fir keine Peptidase Aktivitat

nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 6: SDS-Gel nach Reinigung der Serinpeptidase (EIW59803) aus T. versicolor
mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. P: Pellet. LF: |6sliche Fraktion. D:
Durchfluss. W1 bis W3: Waschschritt 1 bis 2. E1 und E2: Elutionsfraktion 1 und 2.

4.1.1.2. K. phaffii

Da es sich bei den Peptidasegenen um eukaryotische Gene handelt, wurde in einem neuen
Ansatz untersucht, ob posttranslationale Modifikationen fur die Proteinfaltung und -produktion
essentiell sind. Daher wurde das Gen der Peptidyl-Lys-Metallopeptidase (XP_008032702)
ohne Signalpeptid (0SP) und mit einem C-terminalen His-Tag in den pPIC9-Vektor kloniert und
in K. phaffii SMD1168 exprimiert.

Im Verlauf der Kultivierung wurde fir die Negativkontrolle keine Peptidaseaktivitat
nachgewiesen (Abbildung A5 und Abbildung A4). Nach Produktion der Metallopeptidase
wurde nach 48 Stunden die maximale Aktivitat im Azocaseinassay (378 aU mL?, Abbildung 7)
und nach 72 Stunden die maximale Aktivitdt gegenliber dem FRET Peptid 1 bzw. 2 detektiert
(91.000 bzw. 32.000 FU, Abbildung 8). Es wurde jedoch keine Bande auf der erwarteten H6he
von 37 kDa im SDS-Gel detektiert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Ergebnisse des Azocaseinassay nach Expression der Metallopeptidase
aus T. versicolor (XP_008032702) in K. phaffii (n=3).
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Abbildung 8: Ergebnisse des FRET-Assays nach Expression der Metallopeptidase aus

T. versicolor (XP_008032702) in K. phaffii (n=2).
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4.1.2. Phanerochaete chrysosporium

Tabelle A2 gibt einen Uberblick tber die Klonierung und Expression des Gens einer
Serinpeptidase S53 (ABB73029) und Aspartatpeptidase A0l (ABB73030) aus Pch. Im

Folgenden werden nur die Ergebnisse der Serinpeptidase dargestellt.

41.2.1. E.col

In der BSc-Arbeit von Niklas Friedhoff wurde das Gen der Serinpeptidase (ABB73029) mit
einem N-terminalen His-Tag in den pCOLD I-Vektor kloniert und in einer 50 mL Kultur in E. coli
exprimiert. Nach dem Zellaufschluss (Precellys) wurde die I6sliche Fraktion mittels His
SpinTrap™-Séaule (Waschpuffer ohne Imidazol) gereinigt und anschlieBend die
Peptidaseaktivitat in den Fraktionen ermittelt. Fur die gereinigte Peptidase in den
Elutionsfraktionen 1 und 2 wurde im Azocaseinassay (363 bzw. 302 aU mL*, Abbildung 9) und
gegeniuber dem FRET Peptid 2 (ca. 5.400 FU, Abbildung 10) Peptidaseaktivitat detektiert.
AnschlieRend wurden die Fraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Fur das
gereinigte Protein wurden mehrere Banden im SDS-Gel (30, 37, 40, 50, 60 und 75 kDa,;
erwartete GroRRe: 58 kDa), aber nicht im Western Blot detektiert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Ergebnisse des Azocaseinassays nach Reinigung der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. LF:
I6sliche Fraktion. D: Durchfluss. W1 bis W4: Waschschritt 1 bis 4 (n=3). E1 und E2:
Elutionsfraktion 1 und 2 (n=2).
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Abbildung 10: Ergebnisse des FRET-Assays nach Reinigung der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium mittels His SpinTrap™-Saule. US: Uberstand. LF:
[6sliche Fraktion. D: Durchfluss. W1 bis W4: Waschschritt 1 bis 4. E1 und E2:
Elutionsfraktion 1 und 2 (n=2).

4.1.2.2. K. phaffi

Da die Serinpeptidase (ABB73029) nicht in E. coli produziert werden konnte, wurde das Gen
ohne His-Tag in den pPIC9-Vektor kloniert und in K. phaffii exprimiert. Die maximale Aktivitat
im Azocaseinassay wurde nach 96 Stunden (30.168 aU mL"!, Abbildung 11) und im FRET-
Assay nach 96 Stunden (FRET Peptid 1: 62.912 FU) bzw. 72 Stunden (FRET Peptid 2:
67.644 FU) erreicht (Abbildung 12, Abbildung A7), wahrend die Negativkontrolle keine
Peptidaseaktivitat zeigte (Abbildung A6 und Abbildung A7). Nach 48 und 72 Stunden wurden
im SDS-Gel Banden bei 40 und 60 kDa detektiert (erwartete Grof3e: 58 kDa, Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 11: Ergebnisse des Azocaseinassays nach Expression der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium in K. phaffii (n=3).
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Abbildung 12: Ergebnisse des FRET-Assays nach Expression der Serinpeptidase
(ABB73029) aus P. chrysosporium in K. phaffii (n=2).
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Nach der Reinigung des Kulturiiberstandes (72 h) mittels SEC (Abbildung A8) wurde in
mehreren Fraktionen Peptidaseaktivitdit nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Fur die
anschliel3ende Schnittstellenanalyse wurden der Kulturiiberstand sowie die aktiven Fraktionen
22 bis 25 ausgewahlt (Abbildung 13, Tabelle 43). Verglichen mit dem Kulturtiberstand wurden
in allen Fraktionen mehr Schnittstellen detektiert; insgesamt zwischen 92 (Fraktion 22) und
117 (Fraktion 25). Der Anteil arginylspezifischer Schnittstellen fir die verschiedenen
Fraktionen war hoher als im Kulturiberstand (3 %) und variierte zwischen 6,8 % (Fraktion 25)
und 8,0 % (Fraktion 24), ebenso der Anteil der Exopeptidaseschnittstellen, der zwischen 30 %
(Fraktion 23) und 46 % (Fraktion 25) variierte. Zwischen 1 % (Fraktion 23) und 4,2 % (Fraktion

25) der Exopeptidaseschnittstellen fihrten zur Abspaltung von Arginin.
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Abbildung 13: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL™* Casein) von Fraktion 22
bis 25 nach Reinigung der Serinpeptidase (ABB73029) aus P. chrysosporium mittels
FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, die Anzahl der
arginylspezifischen Schnittstellen (R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der
Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung von Arginin fihren (Exo R). US:
Uberstand.
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Tabelle 43: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) von Fraktion 22 bis
25 nach Reinigung der Serinpeptidase (ABB73029) aus P. chrysosporium mittels FPLC-
basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, der Anteil der
arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo R), der Exopeptidaseschnittstellen
(Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung von Arginin fihren (Exo
R).

Fraktion Gesamtanzahl Anteil R [%] Anteil Exo [%] Anteil Exo R [%]

Schnittstellen

Uberstand 33 303 1) 24,2 (5 8) -
22 92 7,6 (3 8) 41,3 (3 38) 1,0 (3 1)
23 93 7,5(5 8) 32,2 (¥ 30) 1,0 (5 1)
24 112 8,0 (¥ 13) 41,9 (3 47) 3,6 (3 4)
25 117 6,8 (¥ 13) 46,1 (3 54) 4,2 (3 5)

4.1.3. Schizophyllum commune

Aus Sco sollten die Gene von zwei hypothetischen Peptidyl-Lys-Metallopeptidasen
(XP_003037751 und XP_003035464) isoliert und kloniert werden, jedoch konnte in keinem

Fall das Gen amplifiziert und in den pUC57-Vektor kloniert werden.

4.2. Peptidase Screening

Im Peptidase Screening wurden verschiedene Basidiomyceten auf das Vorhandensein von
arginylspezifischen Peptidasen untersucht. Dazu wurden 29 Basidiomyceten zuerst in einer
Vorkultur (SNL Medium) und anschlieBend in einer Hauptkultur (Minimalmedium mit 1 %
Gluten) kultiviert. An verschiedenen Tagen der Hauptkultur wurde eine Probe vom
Kulturiberstand entnommen, der pH-Wert gemessen und der Uberstand mittels Zymographie
auf Peptidaseaktivitat untersucht.

Im Folgenden werden nur die Ergebnisse der fiinf interessanten Basidiomyceten aus dem
Peptidase Screening erlautert, darunter A. aegerita (Aae), F. pinicola (Fpi), F. velutipes (Fve),
H. sublateritium (Hsu) und P. eryngii (Per).

Der pH-Wert aller Kulturibersténde lag zu Beginn der Kultivierung im sauren und am Ende im
basischen Bereich (Abbildung 14). Die grofite Veranderung des pH-Wertes wurde bei Fpi
beobachtet. An Tag 3 wurde ein pH-Wert von 3,1 und an Tag 24 von 8,4 gemessen. Bei allen
anderen Basidiomyceten (Aae, Fve, Hsu, Per) hat sich zwischen Tag 7 und 8 der Kultivierung

ein pH-Wert im neutralen Bereich (pH 6 bis 8) eingestellt.
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Abbildung 14: pH-Verlauf des Kulturiiberstandes von A. aegerita (Aae), F. pinicola (Fpi),
F. velutipes (Fve), H.sublateritium (Hsu) und P. eryngii (Per). Kultivierung in

Minimalmedium (1 % Gluten) Uber einen Zeitraum von 24 Tagen (24 °C, 150 rpm).

4.2.1. Zymographie

Im nachsten Schritt wurde das Expressionsmuster der verschiedenen Peptidasen analysiert.
Dazu wurden alle Kulturiiberstanden an den verschiedenen Probenahmetagen mittels
Zymographie visualisiert. Fur alle Basidiomyceten wurde Uber den zeitlichen Verlauf
peptidolytische Aktivitat durch eine oder mehrere (Endo-) Peptidasen detektiert (Abbildung 15
bis Abbildung 19). Die Aktivitaten wurden bei molekularen Massen zwischen 25 und 75 kDa
detektiert. Aae zeigte Aktivitaten bei 25, 50 und 75 kDa (Abbildung 15), wahrend fur Fve
Aktivitaten bei 25, 37 und 40 kDa detektiert wurden (Abbildung 16). Fpi und Hsu hingegen
zeigten nahezu Uber den gesamten Kultivierungszeitraum nur Aktivitat bei 25 (Fpi, Abbildung
17) bzw. 75 kDa (Hsu, Abbildung 18). Fur Per wurden an verschiedenen Tagen Aktivitaten bei
25 (Tag 3 bis 12) bzw. 75 kDa (Tag 6, 7 und 8) detektiert (Abbildung 19). Aktivitat im lysierten
Pellet wurde lediglich bei Fpi (Abbildung 17) und Hsu (Abbildung 18) detektiert. Auffallig waren
die Aktivitaten bei hohen molekularen Massen (> 100 kDa) bei Aae (Abbildung 15), Fve
(Abbildung 16) und Fpi an Tag 3 (Abbildung 17).

Ausgehend von den Ergebnissen der Zymographie wurden fir die interessanten Pilze
bestimmte Tage ausgewahlt, an denen der Kulturiiberstand auf Peptidaseaktivitat Uberprift
wurde (Tabelle 44).
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Abbildung 15: Zymographie (1 mg mL* Casein) des Kulturliberstandes von A. aegerita
Uber eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:

lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained Standard).
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Abbildung 16: Zymographie (1 mg mL™* Casein) des Kulturtiberstandes von F. velutipes
uber eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained Standard).
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Abbildung 17: Zymographie (1 mg mL* Casein) des Kulturtiberstandes von F. pinicola

uber eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained Standard).
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Abbildung 18: Zymographie (1 mg mL? Casein) des Kulturiberstandes von
H. sublateritium Uber eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der
Probennahme. 24P: lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein
Unstained Standard).
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Abbildung 19: Zymographie (1 mg mL™? Casein) des Kulturiiberstandes von P. eryngii
uber eine Kultivierungsdauer von 24 Tagen. Zahlen: Tag der Probennahme. 24P:
lysiertes Pellet an Tag 24. M: Marker (Precision Plus Protein Unstained Standard).

Tabelle 44: Ubersicht uber die verschiedenen Basidiomyceten und die
Kultivierungstage, an denen der Kulturiberstand auf Peptidaseaktivitat untersucht

wurde. 24P: lysiertes Pellet an Tag 24.

Basidiomycet Tag der Kultivierung
Aae 3,6,10,17, 21

Fpi 3, 10, 24P

Fve 3,7,24

Hsu 3,9, 21, 24P

Per 3,5, 7,15
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4.2.2. Azocaseinassay

Im nachsten Schritt wurde der Kulturiiberstand an ausgewéhlten Tagen (Tabelle 44) auf
allgemeine Peptidaseaktivitat hin untersucht. Im Kulturlberstand der finf Basidiomyceten
wurde an allen ausgewahlten Tagen Peptidaseaktivitat detektiert (> 100 aU mL™2, Abbildung
20). Fpi und Hsu zeigte die geringsten Aktivitaten im Vergleich zu Aae, Fve und Per. Insgesamt
wurde die hochste Aktivitat bei Fve im Kulturiiberstand an Tag 7 (9.684 aU mL™?) die geringste
Aktivitat bei Hsu im Kulturtiberstand an Tag 3 erreicht (174 aU mL™1).
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Abbildung 20: Ergebnisse des Azocaseinassays von A. aegerita (Aae), F. pinicola (Fpi),
F. velutipes (Fve), H. sublateritium (Hsu) und P.eryngii (Per). Es wurde der
Kulturiiberstand an verschiedenen Tagen (Zahl) bzw. das lysierte Pellet an Tag 24 (24P)
verwendet (n=2).

4.2.3. FRET-Assay

Mit dem FRET-Assay wurde die arginylspezifische Peptidaseaktivitat im Kulturtiberstand
Uberprift. Als arginylspezifische Aktivitat wurde ein Anstieg von mindestens 1.000 FU im
Vergleich zum Hintergrund definiert. Firr die Negativkontrolle wurde keine Peptidaseaktivitat
gemessen. Als Positivkontrolle wurde die Peptidase Glu-C verwendet, die spezifisch C-
terminal von Glutaminsaure und somit bevorzugt das FRET-Peptid 2 spaltet (Prasad et al.,
2004).

Bei allen funf Basidiomyceten wurde arginylspezifische Peptidaseaktivitat im Kulturtiberstand
nachgewiesen (Tabelle 45, Abbildung A9 bis Abbildung A13). Fir die Pilze Aae, Fve, Fpi und
Per waren die Aktivititen gegeniber dem FRET Peptid 1 an den ausgewahlten
Kulturvierungstagen hoher als gegenuber dem FRET Peptid 2, wahrend die Aktivitdten von

Hsu an den einzelnen Kultivierungstagen &hnliche Werte gegeniber beiden FRET Peptiden
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erreichten. Insgesamt wurde die héchste Aktivitat fir Per (FRET Peptid 1: 21.412 FU) und die
geringste fur Aae (FRET Peptid 2: 5.491 FU) detektiert.

Anhand der Zymographie sowie der Aktivitdtsassays wurden folgende Kulturiiberstande fir
eine Reinigung mittels FPLC-basierter SEC ausgewahlt: Aae Tag 10, Fve Tag 7, Fpi lysiertes
Pellet an Tag 24, Hsu Tag 21 und Per Tag 3. Diese Uberstande zeigten eine
Gesamtpeptidaseaktivitdt im Azocaseinassay sowie arginylspezifische Peptidaseaktivitat
gegenuber dem FRET Peptid 1 oder 2.

Tabelle 45: Uberblick tiber die arginylspezifische Peptidaseaktivitat der ausgewahlten
Kulturiiberstdnde verschiedener Basidiomyceten.

Fluoreszenzintensitat [FU]
FRET Peptid 1 FRET Peptid 2

Basidiomycet Tag der Kultivierung

3 15.096 + 655 ;
6 15.504 + 171 ;
A. aegerita 10 16.464 + 2.858 4.463 + 21
(Aae) 17 2.034 + 69 5.491 + 149
21 1.451 + 209 4.253 + 486
_ 3 16.415 + 1.113 6.349 + 943
F. velutipes
14.591 + 418 2.836 + 486
(Fve)
24 15.588 + 196 0.243 + 66
B 3 12.088 + 111 14.255 + 3.523
F. pinicola
Eni 10 13.028 + 311 3.919 + 3.558
|
P 24P 15.996 + 306 8.595 + 751
3 3.589 + 117 6.955 + 324
H. sublateritium 9 6.088 + 81 7.666 £ 72
(Hsu) 21 7.641 + 288 9.595 + 499
24P 1.506 + 5 1.659 + 0,7
3 21.426 + 1.291 3.923 + 89
P. eryngii 9 20.972 + 1.246 9.650 + 2.687
(Per) 14 21.412 + 1.388 8.829 + 157
15 19.503 + 2.217 11.047 + 1.465
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4.2.4. GroéRenausschlusschromatographie (SEC)

Um potentielle Peptidasen der finf interessanten Pilze zu reinigen, wurde der Kulturiiberstand
an ausgewahlten Tagen mittels FPLC-basierter SEC gereinigt und die gesammelten
Fraktionen anschlieBend auf Peptidaseaktivitat untersucht. Im ersten Schritt wurden jeweils
funf Fraktionen gepooled (1 - 5, 6 - 10, etc.) und getestet. Wurde Peptidaseaktivitat in einer
Fraktion detektiert, wurden die entsprechenden Unterfraktionen erneut einzeln auf
Peptidaseaktivitat untersucht. Im Folgenden wird nur auf die Aktivitdten der Unterfraktionen
eingegangen.

Fur alle Basidiomyceten wurde in einer oder mehreren Fraktionen Gesamtpeptidaseaktivitat
oder arginylspezifische Peptidaseaktivitat detektiert (Tabelle 46, Abbildung A14 bis Abbildung
A23). Im Vergleich zu Fve, Fpi und Per wurde bei Aae und Hsu jeweils nur in einer Fraktion
Gesamtpeptidaseaktivitat (Aae: 54, Hsu: 14), aber keine arginylspezifische Peptidaseaktivitat
nachgewiesen. Arginylspezifische Aktivitdt wurde bei Aae, Fve, Fpi und Per in &hnlichen
Fraktionen (Fraktion 25 bis 40) detektiert, wahrend Hsu auch in den ersten Fraktionen (2 bis
10), die einem héherem Molekulargewicht entsprechen, Aktivitat zeigte.

Im Anschluss an die Aktivitatsassays wurden Unterfraktionen fur eine Schnittstellenanalyse
mit dem Substrat Casein ausgewahlt (Kapitel 4.2.5). Es wurden primar Unterfraktionen
ausgewahlt, in denen Peptidaseaktivitat im Azocaseinassay und gegeniiber dem FRET Peptid
1 oder 2 nachgewiesen wurde. Fraktion 54 von Aae und Fraktion 14 von Hsu wurden nicht
ausgewahlt, da in diesen Fraktionen keine arginylspezifische Peptidaseaktivitat detektiert
wurde. Tabelle 46 gibt einen Uberblick iiber die aktiven Unterfraktionen der einzelnen

Basidiomyceten, die so analysiert wurden.

Tabelle 46: Uberblick tiber die aktiven Unterfraktionen der einzelnen Basidiomyceten

nach Reinigung mittels FPLC-basierter SEC.

Basidiomycet aktive Azocaseinassay FRET Peptid 1  FRET Peptid 2
Fraktionen [> 100 aU mL71] [> 1.000 FU] [> 1.000 FU]
Aae 31, 34, 35, 54 32-38 30-40
36, 38
Fpi 32,33,35 16, 35 29, 31 26 -28,30-35
Fve 33, 34, 35, 34, 35, 36, 40 26, 28 - 39 25, 26, 28, 29,
36, 37, 40 31-40
Hsu 6, 20 14 2,3,4,5 3-8,17,19, 20
Per 33, 34, 36, 35, 37, 38, 39, 42 29-34,36-38 29-35,37-43
37, 38
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4.2.5. Schnittstellenanalyse

Um zu untersuchen, in welchen Fraktionen potentiell arginylspezifische Peptidasen vorhanden
sind, wurden die aktiven Fraktionen (Tabelle 46) mit Casein inkubiert und die Schnittstellen
anschlie3end mittels LC-MS/MS (Kapitel 3.2.4.11) analysiert. In Vorarbeiten von Till Redeker
wurde Casein aufgrund seiner Loslichkeit und einem moderaten Argininanteil von 3,6 % fir

die Schnittstellenanalyse ausgewahlt (Tabelle 47).

Tabelle 47: Ubersicht Giber verschiedene Substrate und deren Argininanteil.

Substrat Argininanteil [%]*
Casein 3,6
Lysozym 8,5
BSA 4,2
Ovalbumin 3,8

* Anteil des Arginins bezogen auf alle enthaltenen Aminoséauren.

Fur Fpi und Hsu wurden keine Schnittstellen detektiert. Daher wurden diese Basidiomyceten
nicht weiter betrachtet. Fir Aae wurden nur in Unterfraktion 31 und 34 Schnittstellen durch
Peptidasen detektiert (Abbildung 21,Tabelle 48). In Unterfraktion 34 wurde der hdchste Anteil
arginylspezifischer Schnittstellen (12,5 %) sowie Exopeptidaseschnittstellen (12,5 %) ermittelt.
Weder in Unterfraktion 31 noch 34 wurde die Aminosaure Arginin durch enzymatische
Spaltung freigesetzt.

Bei Per wurden insgesamt zwischen 94 (Unterfraktionen 33) und 89 (Unterfraktion 34)
Schnittstellen nachgewiesen (Abbildung 22,Tabelle 49). Fir Unterfraktion 38 wurde der
hdchste Anteil arginylspezifischer Schnittstellen (10 %) sowie der geringste Anteil an
Exopeptidaseschnittstellen (20 %) ermittelt. Fir die Unterfraktionen 33, 34 und 37 wurden
zusatzlich Schnittstellen detektiert, die zur Abspaltung von Arginin fihren (< 5 %). Im Fall von
Fve wurden nach der Hydrolyse von Casein die meisten Schnittstellen fur die Unterfraktionen
33 (3 78) und 37 (> 75) detektiert (Abbildung 23,Tabelle 50). Der Anteil arginylspezifischer
Schnittstellen war mit 23 % fir Unterfraktion 40 am hochsten, wahrend fir die anderen
Unterfraktionen ein Anteil von weniger als 10 % ermittelt wurde. Fur alle Unterfraktionen wurde
ein ahnlich hoher Anteil an Exopeptidaseschnittstellen von 30 bis 35 % ermittelt, von denen

weniger als 3 % zu einer Abspaltung der Aminosaure Arginin fihrten.
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Abbildung 21: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL?* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von A. aegerita (Aae, Tag 10) nach Reinigung des Kulturtiberstandes
mittels FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, die
Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo)

sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung von Arginin fihren (Exo R).

Tabelle 48: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL™* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von A. aegerita (Aae, Tag 10) nach Reinigung des Kulturiiberstandes
mittels FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, der
Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur

Abspaltung von Arginin fihren (Exo R).

Aae Gesamtanzahl Anteil R[%] Anteil Exo [%] Anteil Exo R [%)]
Schnittstellen

Unterfraktion 31 22 9,1 2) 9,13 2) -

Unterfraktion 34 16 12,53 2) 12,5 (3 2) -

Unterfraktion 35 - - - .
Unterfraktion 36 - - - -
Unterfraktion 38 - - - -
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Abbildung 22: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL?* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von P. eryngii (Per, Tag 3) nach Reinigung des Kulturtiberstandes
mittels FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, die
Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo)
sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung von Arginin fihren (Exo R).

Tabelle 49: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL™* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von P. eryngii (Per, Tag 3) nach Reinigung des Kulturiiberstandes
mittels FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, der
Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) und der Exopeptidaseschnittstellen, die zur

Abspaltung von Arginin fuhren (Exo R).

Per Gesamtanzahl  Anteil R[%] Anteil Exo [%)] Anteil Exo R
Schnittstellen [%]
Unterfraktion 33 94 74(37) 31,9 (3 30) 4,2 (3> 4)
Unterfraktion 34 89 793 7) 33,7 (3 30) 2,2 (3 2)
Unterfraktion 36 10 10 (3 1) 30 (3 3) -
Unterfraktion 37 75 53 4) 29,3 (3 22) 2,70 2)
Unterfraktion 38 25 20 (3 5) 20 (> 5) -
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Abbildung 23: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL* Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von F. velutipes (Fve, Tag 10 nach Reinigung des Kulturtberstandes
mittels FPLC-basierter SEC. Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, die
Anzahl der arginylspezifischen Schnittstellen (R), der Exopeptidaseschnittstellen (Exo)
sowie der Exopeptidaseschnittstellen, die zur Abspaltung von Arginin fihren (Exo R).

Tabelle 50: Ergebnisse der Schnittstellenanalyse (1 mg mL? Casein) ausgewahlter
Unterfraktionen von F. velutipes (Fve, Tag 10) nach Reinigung des Kulturtiberstandes
mittels FPLC-basierter SEC. Angegeben ist die Gesamtanzahl der Schnittstellen, der
Anteil der arginylspezifischen Schnittstellen (R) (ohne Exo R), der
Exopeptidaseschnittstellen (Exo) und der Exopeptidaseschnittstellen, die zur

Abspaltung von Arginin fihren (Exo R).

Fve Gesamtanzahl  Anteil R[%] Anteil Exo [%] Anteil Exo R
Schnittstellen [%0]

Unterfraktion 33 78 6,4 (3 5) 30,8 (3 24) -

Unterfraktion 34 60 33(22) 33,3 (3 20) -

Unterfraktion 35 67 4,5 (3 3) 35,8 (3 24) -

Unterfraktion 36 55 7,33 4) 36,4 (3 20) 1.8( 1)
Unterfraktion 37 75 53 4) 29,3 (3 22) 2,703 2)
Unterfraktion 40 13 23,0 (3 3) 38,5 (> 5) -
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4.3. Dipeptidylpeptidase

Die Vorarbeiten von Karla Reinicke wurden als Grundlage fur die Klonierung der
Dipeptidylpeptidase V aus P. floridanus verwendet. In ihrer BSc-Arbeit wurde die Sequenz der
DPPV aus A. fumigatus (Accession number: BOXRVO; Abbildung A24) gegen das Genom
einiger Basidiomyceten aus dem Peptidase Screening (Kapitel 3.1.5) geblasted (Altschul et
al., 1990; Madden et al., 1996). Zu den Basidiomyceten gehdrten: A. aegerita (Aae),
C. cinereus (Cci), C. puteana (Cpu), F. velutipes (Fve) und P. floridanus (Pfl).

Anhand bioinformatischer Analysen wurde fur Pfl (KDQ25585) ein hypothetisches Protein
(Accession number: OK624782) mit einer Lange von 769 Aminosauren identifiziert. Zur
Identifizierung und Verifizierung der Dipeptidylpeptidaseaktivitdt wurde am sechsten Tag der
Kultivierung mRNA aus Pfl isoliert. Zu diesem Zeitpunkt wurde die maximale
Peptidaseaktivitat, im Azocaseinassay gemessen (Daten nicht gezeigt). Anschlielend wurde
cDNA synthetisiert, das Gen amplifiziert und heterolog in E. coli exprimiert. Die pfldppv mRNA
hatte eine Lange von 2310 bp und das translatierte Protein von 769 Aminosauren mit einem
vorhergesagten Signalpeptid von 22 Aminoséauren (AA 1 bis 22; SignalP 5.0) (Almagro
Armenteros et al.,, 2019). Ein Sequenzalignment mit anderen bekannten DPPV (AfDPPV,
AoDPPV, AoDppE und AoDppF) zeigte, dass die Sequenzen eine Ahnlichkeit von weniger als
36 % zueinander haben. Weiterhin enthalt PfIDPPV das typische GXSXG Motiv (623 bis 627)
sowie die Aminosaurereste Ser, Asp und His (Ser625, Asp710, His742) der katalytischen
Triade (Abbildung A25) (Monod and Beauvais 2013).

Nach erfolgreicher Produktion der PfIDPPV in E. coli wurden die Zellen mittels Ultraschall
(Kapitel 3.2.3.2) aufgeschlossen und mit FPLC-basierter Ni?*-NTA gereinigt (Kapitel 3.2.4.10).
Die zwolf gesammelten Fraktionen wurden anschlieRend mit verschiedenen pNA Substraten
auf Peptidaseaktivitat (Kapitel 3.2.5.3) Uberpriift. Die héchste Aktivitdt wurde gegeniiber dem
Substrat H-L-Ala-L-Ala-pNA gemessen, wahrend fir andere Substrate (H-L-Arg-L-Pro-pNA, H-
Gly-L-Arg-pNA und H-Gly-L-Glu-pNA) keine Aktivitat gemessen wurde (Daten nicht gezeigt).
Daher wurde fir alle weiteren Versuche H-L-Ala-L-Ala-pNA als Substrat verwendet. Nach der
Reinigung zeigten Fraktionen 7 und 8 die hochste Peptidaseaktivitat (167 bzw. 131 aU L?) (
Abbildung 24), wurden nachfolgend gepooled und ca. 10-fach konzentriert (10 kDa cut-off
Filter). Die Peptidaseaktivitat nach der Konzentrierung der PfIDPPV betrug 1.040 au L™
Mittels SDS-PAGE, semi-nativer PAGE und Western Blot wurde die PfIDPPV als 84 kDa
grofRes Monomer identifiziert (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Ergebnisse des pNA-Assays der zwdlf Fraktionen nach FPLC-basierter

Ni?*-NTA Reinigung der heterolog produzierten PfIDPPV. Als Substrat wurde H-L-Ala-L-
Ala-pNA verwendet.
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Abbildung 25: SDS-PAGE (a), semi-native PAGE (b) und Western Blot (c) der
rekombinanten PfIDPPV (Bande 1). M: Precision Plus Protein Unstained (a, b) oder All
Blue Standard (c) (Bio-Rad).

4.3.1. Biochemische Charakterisierung der PfIDPPV

PfIDPPV hatte ein breites pH-Optimum mit der héchsten Aktivitat bei pH 8,5 (Abbildung 26).
Zwischen pH 5 und 6 zeigte PfIDPPV die beste pH-Stabilitat mit einer Restaktivitat von 38 bzw.
74 % (Abbildung 26). Das Temperaturoptimum der PfIDPPV lag bei 60°C, und die DPPV war
bei Temperaturen zwischen 30 und 40 °C stabil (Abbildung 27). Die Stabilitat der PIDPPV
nahm bei hoheren Temperaturen stark ab und zeigte bei Gber 60 °C nur noch 11 %
Restaktivitat (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Effekt des pH-Wertes auf die Aktivitat (Quadrat) und Stabilitat (Kreis) der
PfIDPPV. Es wurde Britton-Robinson-Puffer im pH-Bereich von 2 bis 9,5 verwendet. Fir

die pH-Stabilitat wurden die Proben fiir eine Stunde bei den entsprechenden pH-Werten
inkubiert und anschlieRend ein Aktivitdtsassay unter optimalen Bedingungen (pH 8,5)
durchgefihrt. Die relative DPPV Aktivitat [%] wurde gegeniber der hochsten Aktivitat
in jedem Experiment definiert.
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Abbildung 27: Effekt der Temperatur auf die Aktivitat (Quadrat) und Stabilitat (Kreis) der
PfIDPPV. Fir die Temperaturstabilitdt wurden die Proben fir eine Stunde bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert. AnschlieBend wurde ein Aktivitatsassay unter
optimalen Bedingungen (60 °C) durchgefuhrt. Die relative DPPV Aktivitat [%] wurde
gegenlber der hdchsten Aktivitat in jedem Experiment definiert.
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Tabelle 51: Uberblick lber die kinetischen Parameter der PfIDPPV, AfDPPV (Beauvais
et al., 1997a), AoDppE und AoDppF (Maeda et al., 2016). Als Substrat wurde H-L-Ala-L-
Ala-pNA verwendet. k. A.: keine Angaben.

H-L-Ala-L-Ala-pNA PfIDPPV AfDPPV AoDppE AoDppF

Kum [MM] ‘ 36,3 0,4 5,93 2,05
Keat [$™] ‘ 260,64 k. A. 22,2 35,9
Kear!/ Ky [S2 MM ‘ 7,17 k. A. 3.4 17,5
500 -
— 400 -
£
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Abbildung 28: Lineare Michaelis-Menten Regression zur Umsetzung von H-L-Ala-L-Ala-
pNA durch die PfIDPPV.

4.3.2. Einfluss verschiedener Inhibitoren

Im weiteren Verlauf wurde die Sensitivitat der PfIDPPV gegeniber verschiedenen Inhibitoren
untersucht (Abbildung 29,

Tabelle A3). Bei den meisten Inhibitoren (Bestatin, E-64, Chymostatin, Pepstain A, EDTA,
Aprotinin, PMSF) war der Einfluss auf die Peptidaseaktivitat von der Inhibitorkonzentration
unabhangig. Im Fall von Antipain war die Inhibierung konzentrationsabhangig. Fir Bestatin,
Chymostatin, EDTA und PMSF konnte kein Einfluss auf die Peptidaseaktivitat festgestellt
werden. Pefabloc (1 uM und 5 pM) und Antipain (6,3 mM) steigerten die Peptidaseaktivitat um
40, 12 bzw. 19 %. Die Inhibitoren E-64, Antipain (86 uM), Pepstatin A und Aprotinin senkten
die Peptidaseaktivitdt. Die stérkste Inhibierung wurde durch 86 pM Antipain und 10 pM

Aprotinin mit einer Restaktivitat von 64 bzw. 66 % hervorgerufen.
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Abbildung 29: Effekt verschiedener Inhibitoren auf die Aktivitat der PfIDPPV gegeniiber
dem Substrat H-L-Ala-L-Ala-pNA. Die relative Aktivitat [%] der Kontrolle (-) wurde als
100 % definiert (gestrichelte Linie).
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5. Diskussion

In dieser Arbeit sollten arginylspezifische Peptidasegene aus Basidiomyceten identifiziert und
kloniert werden. Angestrebt wurde die Generierung von L-Arginyldipeptide und deren Einsatz
in der Lebensmittelindustrie. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden verschiedene Peptidasegene
aus T. versicolor, P. chrysosporium und S. commune kloniert und auf arginylspezifische
Peptidaseaktivitat untersucht. In einem zweiten Ansatz wurden verschiedene Basidiomyceten
in Minimalmedium mit 1 % Gluten kultiviert und hinsichtlich ihrer peptidolytischen Aktivitat
untersucht. Der dritte Ansatz zur ldentifizierung arginylspezifischer Peptidasen befasste sich

mit der Klonierung und Charakterisierung einer Dipeptidylpeptidase V aus P. floridanus.

5.1. Klonierungsarbeiten

Basierend auf der Dissertation von Lisa Harth wurden in der vorliegenden Arbeit
Peptidasegene aus T. versicolor, P. chrysosporium und S. commune kloniert, da die Genome
dieser Basidiomyceten vollstandig sequenziert waren (Harth 2016). Die Peptidasegene
wurden sowohl in E. coli als auch K. phaffii exprimiert und anschlieRend mittels Affinitats- (Ni%*-
NTA) bzw. GroRRenausschlusschromatographie (SEC) gereinigt.

Im Fall von Sco war die Amplifikation der beiden Gene (XP_003037751 und XP_003035464)
nicht erfolgreich. Der Zeitpunkt der RNA Isolation (Tag 8 der Kultivierung) wurde anhand der
Aktivitaten im Azocaseinassay gewahlt (Daten nicht gezeigt). Es wére denkbar, dass zu
diesem Zeitpunkt nicht ausreichend mRNA vorhanden war. Daher kdnnte zu einem anderen
Zeitpunkt der Kultivierung erneut RNA isoliert werden. Der Zeitpunkt der maximalen mRNA
Konzentration konnte zusatzlich mittels quantitativer PCR (qPCR) ermittelt werden. Um die
Gene erfolgreich zu amplifizieren, kénnten in einem ersten Schritt Teilsequenzen mit
verschiedenen Primern amplifiziert und final ligiert werden. Fir die Amplifikation kénnten
zudem Primer verwendet werden, die nicht an der mRNA, sondern den untranslatierten

Bereichen binden.

5.1.1. E. coli

Die Peptidasegene aus Tve und Pch wurden im ersten Schritt in E. coli exprimiert, da sich
E. coli durch ein schnelles Zellwachstum und hohe Proteinausbeuten auszeichnet (Chen 2012;
Khow and Suntrarachun 2012; Effer et al., 2019; Kutyshenko et al., 2019). Fur die Expression
wurde der pCOLD I-Vektor gewahlt. Der pCOLD I-Vektor hat einen cspA Promotor (cold-shock
protein A) und ermdglicht die Kultivierung bei niedrigen Temperaturen (15 — 17 °C), erhoht

gleichzeitig die Loslichkeit der Proteine und verbessert die Proteinfaltung (Schein 2004; Khow
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and Suntrarachun 2012; San-Miguel et al., 2013). Dies begtinstigt die korrekte Proteinfaltung
und kann die Bildung von inclusion bodies wahrend der Expression minimieren.

Die Gene der Serinpeptidase (EIW59803) aus Tve wurde nicht erfolgreich exprimiert. Nach
der Reinigung wurde keine Peptidaseaktivitat und keine Bande im SDS-Gel auf der erwarteten
GroRRen von 63 kDa (EIW59803, Abbildung 6) detektiert. Bei der Metallopeptidase (EIW51569)
aus Tve wurde fur das Pellet eine Bande auf der erwarteten Hohe von 64 kDa im SDS-Gel
detektiert (Abbildung 5). Vermutlich lag das Protein in inclusion bodies vor und konnte nicht
gereinigt werden. In diesem Fall kdnnte die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen
durchgefihrt werden. Bei der Aspartatpeptidase (EIW62808) aus Tve deutete die Aktivitat im
Azocaseinassay sowie die Bande im SDS-Gel bei der erwarteten Hohe von 44 kDa (Abbildung
4) auf die Produktion der gewtiinschten Peptidase hin. Allerdings wurde keine Aktivitat im
FRET-Assay detektiert, sodass es sich bei der Aspartatpeptidase nicht um eine
arginylspezifische Peptidase handelt.

Das Gen der Serinpeptidase (ABB73029) aus Pch wurde ebenfalls nicht erfolgreich in E. coli
exprimiert. Im SDS-Gel wurde eine Bande auf der zu erwartenden Hohe von 58 kDa, jedoch
nicht im Western Blot detektiert (Daten nicht gezeigt). Um die Expression der Metallo-
(EIW51569) und Serinpeptidase (EIW59803) aus Tve sowie der Serinpeptidase (ABB73029)
aus Pch zu erméglichen, kdnnten verschiedene Expressionsbedingungen in E. coli (IPTG

Konzentration, Temperatur, Kultivierungsdauer) optimiert werden.

5.1.2. K. phaffii

Um zu untersuchen, ob posttranslationale Modifikationen fir die korrekte Proteinfaltung ndétig
sind, wurden die Metallopeptidase (XP_008032702) aus Tve sowie die Serinpeptidase
(ABB70329) aus Pch in den pPIC9-Vektor kloniert und in K. phaffii exprimiert (Tabelle A1 und
Tabelle A2). Fir die Metallopeptidase (XP_008032702) wurden bisher verschiedene
Bedingungen fir die Expression in E. coli getestet. Das Gen der Serinpeptidase (ABB73029)
konnte bisher nicht erfolgreich in E. coli exprimiert werden.

Nach Produktion der Metallopeptidase (XP_008032702) aus Tve wurde fiur den
Kulturiberstand keine Bande im SDS-Gel bei 37 kDa detektiert (Daten nicht gezeigt). Die
Peptidase wurde also nicht erfolgreich exprimiert. Eine Moglichkeit ware, dass die
Transformationseffizienz und Vitalitdt des proteasedefizienten Stammes SMD1186 zu gering
war oder, dass das eingebrachte Gen durch homologe Rekombination wieder aus dem Genom
der Hefe herausgeschnitten wurde (Cregg 2007).

In diesem Fall kann mit der Isolation genomischer DNA und einer PCR mit spezifischen

Primern der Einbau des in das Hefegenom uberprift werden.
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Das Gen der Serinpeptidase (ABB73029) aus Pch wurde ebenfalls in K. phaffii exprimiert und
es wurde eine Bande im SDS-Gel bei 60 kDa detektiert, die der erwarteten Grof3e von 58 kDa
entsprach (Daten nicht gezeigt). Anschlielend wurde die Peptidase erfolgreich gereinigt, fur
die Fraktionen 22 bis 25 arginylspezifische Peptidaseaktivitat nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt) und die Fraktionen fUr eine Schnittstellenanalyse ausgewahlt. Die Ergebnisse der
Schnittstellenanalyse deuteten jedoch darauf hin, dass es sich bei der Serinpeptidase aus Pch
vermutlich um eine Exopeptidase handelt (Abbildung 13 und Tabelle 43). Im Vergleich zum
Kulturiberstand war der Anteil arginylspezifischer Schnittstellen fur die gereinigten Fraktionen
um bis zu 5 % (Fraktion 24, Tabelle 43) hoher. Allerdings wurde fur alle Fraktionen ein hoher
Anteil an Exopeptidaseschnittstellen (30 %) ermittelt. Von den Exopeptidaseschnittstellen
wurde wiederum ein Anteil von bis zu 4,2 % ermittelt (Fraktion 25, Tabelle 43), der zur
Abspaltung der Aminosaure Arginin fuhrte. Die Abspaltung von Arginin ist unerwiinscht, da in
keine L-Arginyldipeptide mehr durch enzymatische Spaltung freigesetzt werden kdnnen.

5.1.3. His-Tag

In dieser Arbeit wurde flr die Reinigung verschiedener Peptidasegene ein His-Tag verwendet
und kann sowohl am N- als auch C-Terminus kloniert werden. Wahrend andere Protein-Tags
die Loslichkeit und Faltung von Proteinen verbessern kénnen (Francis and Page 2010), ist der
His-Tag nicht dazu geeignet, die Loslichkeit von Proteinen zu erhéhen (Terpe 2003; Francis
and Page 2010).

Fur die Expression in E. coli wurde der His-Tag jeweils nur an den N-Terminus kloniert und
konnte somit die Faltung des Proteins beeinflusst und die Bindung an das S&ulenmaterial
blockiert haben. Daher konnten die Peptidasegene aus Tve (EIW62808, EIW51569,
EIW59803) und Pch (ABB73029) mit einem C-terminalen His-Tag kloniert und exprimiert
werden. In K. phaffii wurde das Gen der Metallopeptidase (XP_008032702) aus Tve mit einem
C-terminalen His-Tag kloniert und exprimiert. In diesem Fall kdnnte das Gen mit einem N-
terminalen His-Tag kloniert und exprimiert werden. Um die Expression der Peptidasegene und
damit das Vorhandensein des His-Tags zu tUberprifen, kénnte ein Western Blot durchgefihrt
werden. Beim Western Blot werden die Proteine vorher denaturiert, sodass der His-Tag
unabhangig von der Faltung des Proteins detektiert werden kann. Bei der Reinigung dagegen,
die unter nativen Bedingungen stattfindet, kann der His-Tag durch eine Fehlfaltung blockiert
sein und nicht mehr mit dem Saulenmaterial interagieren.

Mit Ausnahme der Aspartatpeptidase aus Tve (EIW62808) konnte keine Peptidase gereinigt
werden. Eine Mdglichkeit ware, dass der His-Tag blockiert und nicht an das Saulenmaterial

gebunden hat oder, dass das Protein vorzeitig von der Saule eluiert wurde (Drees et al., 2004).
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Um eine Fehlfaltung des Proteins zu vermeiden und den His-Tag zuganglich zu machen, kann
die Reinigung unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt werden. Zudem kann ein
langerer His-Tag (Hisio) verwendet werden (Bornhorst and Falke 2000). Denkbar wére auch
ein doppelter His-Tag, bei dem beide Tags durch eine Linker-Sequenz miteinander verbunden
sind oder eine Linker-Sequenz zwischen dem His-Tag und dem Protein, um die Flexibilitat zu
erhdhen (Khan et al., 2006). Eine weitere Option ware die Nutzung anderer Tags, wie NUsA,
TrxA, SET oder SUMO. Diese kdnnen in Kombination mit dem His-Tag verwendet werden, um
gleichzeitig die Léslichkeit der Proteinen zu erhdhen (Terpe 2003; Francis and Page 2010).
Auch das Maltose-binding protein (MBP) verbessert die Loslichkeit, ist allerdings sehr groi3
und kann die biologische Aktivitat beeinflussen (Terpe 2003; Francis and Page 2010). Um zu
gewabhrleisten, dass die Proteine nicht vorzeitig von der Saule eluieren, sollte im Waschpuffer
kein Imidazol verwendet bzw. die Konzentration angepasst werden (Drees et al., 2004).
Geringe Imidazolkonzentrationen konnen bereits dem Binde- oder Waschpufferpuffer
zugesetzt werden. Im Bindepuffer verhindert Imidazol die Bindung endogener Proteinen an
das Saulenmaterial, und im Waschpuffer werden unerwinschte Proteine vorzeitig von der
Saule eluiert (Yasmon et al., 2011). Unspezifisch gebundene, endogene Proteine binden im
Vergleich zu Proteinen mit einem His-Tag nur schwach an das Saulenmaterial und kénnen

daher leichter von der Saule eluiert werden.

5.1.4. Sekretion

Im Gegensatz zu E. coli werden in K. phaffii heterolog produzierte Proteine in das Medium
sekretiert. Die Sekretion wird durch die a-Faktor Signalsequenz aus S. cerevisiae
hervorgerufen (Kurjan and Herskowitz 1982). Dass im Kulturiberstand von K. phaffii nach der
Produktion der Metallopeptidase aus Tve (XP_008032702) keine Bande im SDS-Gel auf der
erwarteten Hohe von 37 kDa detektiert wurde, konnte auf eine fehlerhafte Sekretion hindeuten.
In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die hydrophoben Bereiche der a-Faktor
Signalsequenz die Flexibilitat und Sekretion des Pro-Peptids negativ beeinflussen (Ahmad et
al., 2014; Lin-Cereghino et al., 2013; Rakestraw et al., 2009). Dies konnte auch fur die
Metallopeptidase aus Tve (XP_008032702) zutreffen. Die Deletion von Teilsequenzen der a-
Faktor Signalsequenz konnten daher zu einer gesteigerten Sekretion der heterolog
produzierten Peptidase fihren und eine anschlieRende Reinigung ermoglichen (Lin-Cereghino
et al., 2013).

Um zu Uberprifen, ob die Peptidase exprimiert, aber nicht sekretiert wurde, kénnten die Zellen
aufgeschlossen und das Expressionsmuster der lgslichen Fraktion mittels SDS-PAGE und
Western Blot Uberprift werden. Zusétzlich kann die unldsliche Fraktion auf ein SDS-Gel

aufgetragen werden, um zu Uberprifen, ob die Proteine in inclusion bodies vorliegen.
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5.2. Peptidase Screening

Im Peptidase Screening wurden 29 Basidiomyceten mit 1 % zugesetztem Gluten kultiviert.
Anhand verschiedener Aktivitdtsassays (Zymographie, FRET-Assay, Azocaseinassay)
wurden die funf interessanten Basidiomyceten A. aegerita (Aae), F. pinicola (Fpi), F. velutipes
(Fve), H. sublateritium (Hsu) und P. eryngii (Per) ausgewahlt. Der Kulturiberstand dieser Pilze

wurden anschlieend gereinigt und die Spaltspezifitat der gereinigten Peptidasen analysiert.

5.2.1. pH-Wert

Im ersten Schritt wurden die pH-Werte tber den Verlauf der Kultvierung betrachtet. Dabei fallt
auf, dass die pH-Werte bei Fpi und Hsu zu Beginn der Kultivierung eher im sauren (Fpi: 3,1;
Hsu: 4,1) und bei Aae, Fve und Per im neutralen Bereich lagen (Abbildung 14). Am Ende der
Kultivierung lag der pH-Wert bei allen Pilzen im leicht alkalischen Bereich (Hsu: 7,2; Fpi: 8,4;
Aae: 8,5; Fve und Per: 8,6) was auf eine breite pH Stabilitat hindeutet.

In einer Studie von Semenova et al., (2017) zur Kultivierung (Czapek Medium mit Casein)
verschiedener Ascomyceten und Basidiomyceten wurde gezeigt, dass Basidiomyceten primar
Metallopeptidasen produzieren, wahrend Ascomyceten bevorzugt Serinpeptidasen
produzieren. Metallopeptidasen zeigen Aktivitat im leicht sauren bis neutralen pH-Bereich (pH
5,4 bis 7,7), wahrend Serinpeptidasen im alkalischen pH Bereich (pH 7,5 und 8,6) ihr Optimum
haben und Aspartatpeptidasen bevorzugt bei sauren pH-Werten gebildet werden (Semenova
et al., 2017). Demnach kdnnte es sich bei den Peptidasen aus Aae, Fpi, Fve, Hsu und Per um
Metallo- oder Serinpeptidasen handeln. Die genaue ldentifizierung der Peptidasen kann durch
die Zugabe spezifischer Inhibitoren und einer anschlieBenden Zymographie sowie
Aktivitatsassays Uberprift werden. Zur Identifizierung der Aminosauresequenz konnen
Banden aus dem SDS-Gel oder der Zymographie ausgeschnitten, tryptisch verdaut und

sequenziert werden.

5.2.1. Zymographie

Mittels Zymographie wurde der Kulturiberstand der finf Pilze an den verschiedenen
Probenahmetagen auf Endopeptidaseaktivitat untersucht (Yasumitsu 2017). Bei allen funf
Pilzen wurde extrazellulare Peptidaseaktivitat nachgewiesen (Abbildung 15 bis Abbildung 19).
Hsu und Fpi zeigten zusétzlich eine Bande im lysierten Pellet an Tag 24 (Abbildung 17 und
Abbildung 18), was fiir die Produktion intrazellularer Peptidasen spricht. Insgesamt zeigte die
Zymographie, dass fiur jeden Pilz mindestens eine extrazellulare Peptidase produziert wurde.

Bei Aae wurde in den ersten Tagen der Kultivierung (Tag 3 bis 6, Abbildung 15) eine weitere
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Peptidase produziert sowie bei Fve und Per an den Tagen sechs bis neun (Abbildung 16 und
Abbildung 19). Die meisten Pilze passen die Produktion und Sekretion extrazellularer Enzyme
an die Umgebung an. Viele Gene werden konstitutiv auf einem geringen Level exprimiert, bis
eine brauchbare Néahrstoffquelle zur Verfigung steht. Dann erst werden bestimmte Peptidasen
in groBeren Mengen sekretiert, um den Abbau des Substrates zu ermdglichen (Semenova et
al., 2017). Somit stellt das Expressionsmuster der Peptidasen aus dem Kulturiberstand der

funf Basidiomyceten die optimale Strategie der Pilze zum Abbau von Gluten im Medium dar.

Auffallig in der Zymographie waren zudem die hellen Bereiche bei Aae, Fve und Fpi. Bei Aae
(Abbildung 15) traten diese Bereiche tber den gesamten Kultivierungszeitraum auf, bei Fve
nur bis Tag 16 (Abbildung 16) und bei Fpi nur an Tag 3 (Abbildung 17). Mdglich wére, dass
die Proteine von Aae, Fve und Fpi Aggregate gebildet oder an das Casein gebunden haben.
Dieses als binding mode bekannte Phdnomen konnte dazu gefuhrt haben, dass nicht alle
Proteine in der Lage waren, in das Gel zu wandern (Jeong et al., 2009). Demnach kénnten die
hellen Bereiche die Aktivitdt von Proteinaggregaten darstellen.

5.2.2. Peptidaseaktivitat

Im weiteren Verlauf wurde die Aktivitat der Kulturiiberstande an ausgewahlten Tagen mit dem
Azocasein- und FRET-Assay bestimmt. Fir alle Pilze wurde im Azocaseinassay
Endopeptidaseaktivitat nachgewiesen (Abbildung 20). Der Fokus dieser Arbeit lag jedoch auf
der Identifizierung arginylspezifischer Peptidasen. Daher wurde der Kulturiiberstand im
nachsten Schritt mit synthetischen Substraten auf Exopeptidaseaktivitdt untersucht, und in
allen Proben wurde arginylspezifische Aktivitat nachgewiesen (Tabelle 45, Abbildung A9 bis
Abbildung A13). Nach der Reinigung ausgewahlter Kulturiberstéande, wurde fir alle funf
Basidiomyceten ebenfalls Gesamt- und arginylspezifische Peptidaseaktivitdt fiir einzelne
Fraktionen nachgewiesen (Tabelle 46, Abbildung A14 bis Abbildung A23).

Es kann jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Peptidasen bevorzugt N- oder
C-terminal von der Aminosaure Arginin schneiden, und auch die genaue Position der Spaltung
kann nicht ermittelt werden. Laut Schindler et al., (2011) hat die Aminosdureabfolge im
Dipeptid jedoch einen Einfluss auf die salzgeschmackverstarkende Wirkung, sodass nicht alle
arginylspezifischen Peptidasen fur die Produktion von salzgeschmackverstarkenden L-
Arginyldipeptiden geeignet sind (Schindler et al., 2011). In einer anderen Studie von Xu et al.,
aus dem Jahr 2017 konnte jedoch kein Effekt der Aminosdureabfolge im Dipeptid auf den
Salzgeschmack festgestellt werden (Xu et al., 2017). Um dennoch die Position der Spaltung
zu analysieren, konnten die Spaltprodukte nach dem FRET-Assay gereinigt und mittels nano-

HPLC/MS analysiert werden.
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Dabei ist jedoch zu beachten, dass anhand der verwendeten Methode (Kapitel 3.2.4.11) nur
Peptide mit mindestens funf Aminosauren detektiert werden kénnen. Um auch Kkleinere

Peptide detektieren zu kbénnen, sollte die Methode angepasst werden.

5.2.3. Schnittstellenanalyse

Die Schnittstellenanalyse diente dazu, die Spaltspezifitdt der gereinigten Peptidasen aus Aae,
Fve, Fpi, Hsu und Per zu analysieren. Dazu wurde Casein aufgrund seiner Loslichkeit und
einem moderaten Anteil an Arginin (3,6 %) als Substrat ausgewahlt (Tabelle 47). Die
Zuganglichkeit der Peptidbindungen von Casein und besonders von p-Casein wird jedoch
erschwert, da Casein keine definierte Tertiarstruktur besitzt und zur Selbstassemblierung
neigt. Einige Bereiche konnen daher im Inneren des Proteins liegen und nicht mehr frei
zuganglich sein (masking of peptide bond) (Vorob’ev 2009).

Bei Fpi und Hsu wurden nach der Hydrolyse von Casein keine Schnittstellen detektiert. Es
ware es moglich, dass potentielle Schnittstellen nicht frei zugénglich waren (Vorob’ev 2009).
Zusatzlich hangt die Schnittstellenspezifitdt auch mit der Aminosaureabfolge des Substrates
zusammen. An der Schnittstelle kbnnen benachbarte Aminosduren im Substrat die Spaltung
beeinflussen oder verhindern (Neto et al., 2018). Bei Fpi und Hsu wurde sowohl vor als auch
nach der Reinigung Peptidaseaktivitat hachgewiesen und demnach Peptidasen produziert
(Tabelle 46). Es ware moglich, dass die Struktur oder die Aminosaureabfolge des Caseins
eine Spaltung verhindert hat. Daher kdnnten weitere, argininreiche Substrate flir eine erneute
Schnittstellenanalyse getestet werden. Eine andere Mdglichkeit ware, dass die generierten
Peptide zu klein waren, um mittels LC-MS/MS detektiert zu werden, da mit der verwendeten
Methode (Kapitel 3.2.4.11) nur Peptide mit einer Lange von mindestens finf Aminosauren
detektiert werden konnen. Zudem kann ein autopeptidolytischer Prozess wahrend der
Schnittstellenanalyse nicht ausgeschlossen werden.

Bei den gereinigten Peptidasen der anderen Basidiomyceten (Aae, Fve, Per) handelte es sich
vermutlich um Exopeptidasen, da neben arginylspezifischen Schnittstellen auch ein hoher
Anteil an Exopeptidaseschnittstellen von bis zu 38 % (Fve) detektiert wurde (Tabelle 48 bis
Tabelle 50). Insgesamt wurden bei Aae nur in zwei von funf Unterfraktionen Schnittstellen
ermittelt, 16 Schnittstellen in Unterfraktion 34 und 22 in Unterfraktion 31 (Tabelle 48).
Madglicherweise waren die Peptide in den anderen Unterfraktionen zu klein und konnten nicht
mit der verwendeten Methode (Kapitel 3.2.4.11) detektiert werden.

Bei Per und Fve wurde fir jeweils eine Unterfraktion ein deutlich héherer Anteil
arginylspezifischer Schnittstellen ermittelt; 20 % fur Unterfraktion 38 von Per (Tabelle 49) bzw.
23 % fur Unterfraktion 40 von Fve (Tabelle 50). Somit kénnte es sich bei diesen Peptidasen

auch eine arginylspezifische Peptidase handeln.
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Fur die Reinigung einer potentiell arginylspezifischen Peptidase wurde bei Fve der
Kulturiberstand an Tag 7 verwendet. In der Zymographie wurden an diesem Tag Aktivitaten
von Peptidasen mit verschiedener molekularer Masse (25, 37, 40 kDa, Abbildung 16)
detektiert. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Unterfraktion 40 von Fve
mehrere Peptidasen gereinigt vorlagen und die Ergebnisse der Schnittstellenanalyse kénnen
nicht eindeutig einer Peptidase zugeordnet werden. Daher kénnten die Peptidasen in den
entsprechenden Unterfraktionen nach der Reinigung anhand einer Zymographie visualisiert

werden.

5.3. Dipeptidylpeptidase

Da mit den bisherigen Herangehensweisen keine Peptidase erfolgreich exprimiert und
gereinigt werden konnte, sollte in einem neuen Versuch das Gen einer Dipeptidylpeptidase V
kloniert und exprimiert werden. Als Grundlage daflir wurde Flavourzyme® genutzt.
Flavourzyme ist ein Peptidasegemisch aus verschiedenen Endo- und Exopeptidasen des
Pilzes A. oryzae und wird bereits vielfach zur Proteinhydrolyse in der Industrie eingesetzt. Es
enthalt auch zwei Dipeptidylpeptidasen (DPPIV und DPPV). DPPIV spaltet spezifisch das
Substrat H-L-Ala-L-Pro-pNA und DPPV das Substrat H-L-Lys-L-Ala-pNA (Merz et al., 2015).
Die Schnittstellenspezifitat der DPPV kann genutzt werden, um salzgeschmackverstarkende

L-Arginyldipeptide zu generieren, u. a. Arg-Ala oder Pro-Ala.

Bisher wurde keine DPPV aus Basidiomyceten charakterisiert. Die PfIDPPV ist die erste
DPPV, die in E. coli produziert wurde. dppe und dppf aus A. oryzae wurden in A. nidulans
(Maeda et al., 2016) und die dppv aus A. fumigatus in K. phaffii exprimiert (Beauvais et al.,
1997a).

Die geringe Sequenzahnlichkeit (< 36 %) der PfIDPPV zu DPP aus Ascomyceten (AfDPPV,
AoDPPV, AoDppE, AoDppF) ist vermutlich auf die evolutionér unterschiedliche Entwicklung
von Ascomyceten und Basidiomyceten zurlickzufihren.

Die molekulare Masse der PfIDPPV von 84,3 kDa (ExPASYy; Gasteiger, 2003) war vergleichbar
mit der molekularen Masse anderer DPP. AfDPPV hat eine molekulare Masse von 88 kDa und
DppE und DppF aus A. oryzae von 90 bzw. 71,1 kDa (Beauvais et al., 1997b; Maeda et al.,
2016). Das pH-Optimum der PfIDPPV lag im leicht basischen Bereich bei pH 8,5, wahrend das
pH-Optimum der AfDPPV im leicht sauren (pH 6,5) und das Optimum der AoDppE und
AoDppF aus A. oryzae im neutralen Bereich (pH 7) lagen (Beauvais et al., 1997a; Maeda et
al., 2016). Neben dem pH-Optimum unterscheidet sich auch die pH-Stabilitdt zwischen
Ascomyceten und Basidiomyceten. Ascomycetische DPP zeigen eine pH-Stabilitat tiber einen

breiteren pH-Bereich als die PfIDPPV (pH 6 bis 8 fur AIDPPV (Beauvais et al., 1997a); pH 4
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bis 9 flr AoDppE; pH 6 bis 9 fir AoDppF (Maeda et al., 2016)). Zudem ist auffallig, dass das
pH-Optimum der PfIDPPV auRRerhalb des Bereiches der pH-Stabilitat lag, wahrend dies fir
DPP aus Ascomyceten nicht der Fall war. Die Restaktivitat der PfIDPPV am pH-Optimum von
8,5 lag bei ca. 2 %.

Das Temperaturoptimum der PfIDPPV ahnelte den Optima anderer DPP. In A. oryzae wurden
Temperaturoptima bei 70 °C (AoDppE) und 50 °C (AoDppF) beobachtet, die im Bereich der
Temperaturstabilitéat lagen (Maeda et al., 2016). Sowohl im Falle der PfIDPPV als auch der
AoDppE und AoDppF lagen die Temperaturoptima hoher als in der natrlichen Umgebung.
Die Temperaturstabilitat der PfIDPPV dagegen war geringer als bei AoDppE und AoDppF. Fur
AoDppF und AoDppE wurden Stabilitaten bis 50 °C bzw. 60 °C gemessen, wahrend PfIDPPV
nur bis 40 °C stabil war (Maeda et al., 2016). Fir PfIDPPV passte der Stabilitdtsbereich zu den
Kultivierungsbedingungen (24 °C) des Pilzes, wahrend der Stabilitéatsbereich bei AoDppE und
AoDppF hoher ist als in der natiirlichen Umgebung. Die geringe Sequenzahnlichkeit von 36 %
zwischen der PfIDPPV und den anderen DPP konnte den Unterschied in der
Temperaturstabilitat zwischen Ascomyceten und Basidiomyceten erklaren. Zudem ware es
moglich, dass der pH- und Temperaturstabilitaten der PfIDPPV durch das Substrat oder die
Reaktionsbedingungen wahrend der Aktivititsmessung beeinflusst wurden. Die Assays
wurden jeweils fur eine Stunde bei entsprechender Temperatur durchgefiihrt. Zur Ermittlung
von pH und Temperaturstabilitéat, wurden die Proben zuséatzlich eine Stunde vorinkubiert. Die
DPPV erreichte jedoch bereits nach ca. zehn Minuten das Aktivitdtsmaximum (Daten nicht
gezeigt). Wahrend der zusatzlichen Vorinkubation kdnnten die Proteine teilweise denaturiert
worden sein, sodass Enzymkonzentration und Aktivitat der PfIDPPV negativ beeinflusst

wurden (Almeida and Marana 2019).

Die Substratspezifitat der PIDPPV gegenliber dem Substrat H-L-Ala-L-Ala-pNA war flnf- bis
zehnmal hoher verglichen mit anderen DPP (AfDPPV: 0,4 mM; AoDppE: 5,93 mM; AoDppF:
2,05 mM) (Beauvais et al., 1997a; Maeda et al., 2016). PfIDPPV hatte zudem eine zehnmal
hohere Umsatzrate verglichen mit AODpPpPE (Kcat: 22,2 s) und AoDppF (Keat: 35,9 s) und eine
hohere katalytische Effizienz verglichen mit AoDppE (3,74 s mM™1). Gegentiber AoDppF hatte
PfIDPPV jedoch eine geringere katalytische Effizienz (17,5 s* mM?) (Tabelle 51) (Maeda et
al., 2016).

Die Inkubation der PfIDPPV mit verschiedenen Inhibitoren ergab kein eindeutiges Ergebnis.
Fir die extrazellulare DPPV aus A. fumigatus (AfDPPV) wurde ebenfalls kein spezifischer
Inhibitor publiziert (Beauvais et al., 1997a). Sowohl PfIDPPV als auch AfDPPV wurde nicht
durch typische Serinpeptidaseinhibitoren wie PMSF oder Pefabloc inhibiert (Beauvais et al.,
1997a).
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2013 publizierten Monod und Beauvais, dass Pefabloc teilweise einen Effekt und PMSF keinen
Effekt auf die Aktivitat der AfDPPV hatten (Monod and Beauvais 2013). Die Aktivitat der
PfIDPPV wurde ebenfalls nicht durch PMSF inhibiert, jedoch steigerte Pefabloc die Aktivitat
geringfugig. PfIDPPV kann dennoch als Serinpeptidase eingestuft werden, da die DPPV das
typische GXSXG Motiv enthalt und geringfligig durch die Serinpeptidaseinhibitoren Antipain

und Aprotinin inhibiert wurde.
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6. Ausblick

Die wissenschaftlichen Erkenntnisse in dieser Arbeit belegen das Potential von
Basidiomyceten zur Produktion von Peptidasen. Peptidasen aus Basidiomyceten haben eine
breite Spaltspezifitdt und tolerieren eine Vielzahl an Peptidaseinhibitoren, was die Enzyme fur

den Einsatz in der Industrie und besonders in der Lebensmittelindustrie interessant macht.

In dieser Arbeit konnte keine arginylspezifische Peptidase aus Tve, Pch oder Sco eindeutig
identifiziert werden. Lediglich die Schnittstellenanalyse der Serinpeptidase (ABB73029) aus
Pch deutete auf eine arginylspezifische Peptidase hin. Dennoch wurden die meisten
Schnittstellen durch Exopeptidasen generiert. Anhand (synthetischer) Substrate mit
variierender Peptidlange kénnte untersucht werden, ob es sich bei der Serinpeptidase um eine
Exo- oder Endopeptidase handelt. Mit verschiedenen Peptidaseinhibitoren (Aprotinin, PMSF,
Pefabloc) kann zudem untersucht werden, ob die gereinigte Peptidase zur Gruppe der
Serinpeptidasen gehort.

Um die Expression der Peptidasegene (EIW51569, EIW59803) in E. coli zu optimieren, sollten
die Gene statt mit einem N- mit einem C-terminalen His-Tag kloniert und exprimiert werden.
Zusétzlich sollte die Expression der Peptidasegene mittels Western Blot Gberprift und die
Expressionsbedingungen (IPTG-Konzentration, Temperatur, Inkubationsdauer) optimiert
werden. Die Reinigung der Metallopeptidase (EIW51569) aus Tve konnte durch einen
langeren His-Tag (Hisio) oder eine Linker-Sequenz zwischen dem Gen und dem His-Tag

ermdglicht werden.

Anhand des Peptidase Screenings wurden funf interessante Pilze (Aae, Fpi, Fve, Hsu, Per)
mit arginylspezifische Peptidaseaktivitat identifiziert. Fur keinen Pilz konnte jedoch eine
arginylspezifische Peptidase eindeutig identifiziert werden. Die Schnittstellenanalyse von Per
und Fve deutet jedoch auf eine arginylspezifische Peptidase hin. Weitere Substrate wie H-L-
Arg-L-Pro-pNA oder H-L-Gly-L-Arg-pNA kdnnten genutzt werden, um die Spaltspezifitat zu
untersuchen. Substrate mit variierender Peptidlange kénnten zudem Aufschluss geben, ob es
sich um eine Endo- oder Exopeptidase handelt. Um die Position der Spaltung (N- oder C-
terminal von Arginin) zu ermitteln, kdnnten die Spaltprodukte des FRET-Assays gereinigt und
mittels LC-MS/MS analysiert werden.

Bei Fve wurden an Tag 7 der Kultivierung drei Banden in der Zymographie mit ahnlicher
molekularer Masse (25, 37 und 40 kDa) visualisiert. Um auszuschlie3en, dass mehrere
gereinigte Peptidasen in den SEC Fraktionen vorlagen, sollte das Volumen der gesammelten

Fraktionen verringert werden.
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AbschlieBend wurde in dieser Arbeit eine Dipeptidylpeptidase (DPPV) aus P. floridanus
erfolgreich gereinigt und charakterisiert. PFIDPPV hat eine Spaltspezifitat fur Alanin und kann
somit fur die Generierung salzgeschmackverstarkender L-Arginyldipeptide wie Arg-Ala
eingesetzt werden. Denkbar wére die Kombination der PfIDPPV mit einer Endopeptidase (z. B.
Chymotrypsin), um argininreiche Substrate (BSA, Casein, Lysozym) zu hydrolysieren. Die
Endopeptidase wirde im ersten Schritt das Substrat vorverdauen, um kleinere Peptide fir die
PfIDPPV zu generieren. Die Dipeptide konnte anschlieBend mit verschiedenen
Dipeptidstandards quantifiziert werden. Um eine maximale Ausbeute an L-Arginyldipeptiden
zu erzielen, konnten die Bedingungen der Hydrolyse (pH-Wert, Temperatur, Zeit) variiert
werden. Fur eine anschlieRende Sensorik sowie den Einsatz in der Lebensmittelindustrie
sollten alle Schritte unter food grade Bedingungen stattfinden.

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass der salzgeschmackverstarkende Effekt Der
Dipeptide von deren Konzentration abhangt. Um die richtige Konzentration der Dipeptide in
Lebensmitteln einsetzen zu konnen, sollten bei Sensoriken bereits unterschiedliche
Konzentrationen bertcksichtigt werden. Auferdem sollte untersucht werden, wie sich der
salzgeschmackverstarkende Effekt der Dipeptide oder die Kombination von Dipeptiden in
verschiedenen Matrices auswirkt. Weiterhin muss beachtet werden, dass in den
Proteinhydrolysaten Peptide mit unerwinschtem Nebengeschmack enthalten sein kdnnten
und z. B. durch Flussigkeitschromatographie abgetrennt werden missten. Abschlie3end muss
die Deklaration von L-Arginyldipeptiden in Lebensmitteln rechtlich beurteilt werden, bevor

diese in Lebensmitteln eingesetzt werden kénnen.
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Anhang

8. Anhang

8.1. Verwendete Vektoren

pUC57

2710 bp

6xHis thrombin site
| __|6xHis

—I|T7 promoter

e““ i
L;" ‘ermmator MC r

7 lac g,
/ e, S

pET-28a(+)
5369 bp

otef CSpA 5 UTQ ﬁ\ T .90 %

(Y
His' e C‘%‘q%

C
$ Jb

pCold™ I
4407 bp

pPICY9_KVo

8023 bp

Abbildung Al: Verwendete Vektoren. pUC57 wurde fur die Klonierung von PCR-
Fragmenten in E. coli verwendet. Der pCOLD |- und pET28a(+)-Vektor wurde fur die

Expression in E. coli und der pPIC9-Vektor fur die Expression in K. phaffii verwendet

(SnapGene 5.1.7, GSL Biotech).
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8.2. DNA und ProteingréRenstandard
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Abbildung A2: Standard DNA-Marker fur die Agarosegelelektrophorese. GeneRuler™
1 kb Plus DNA Marker von Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems, Invitrogen,
St. Leon-Rot, Deutschland).
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Abbildung A3: Standard Proteinmarker fiir denaturierende SDS-PAGE (a), semi-native
PAGE (a), Zymographie (b) und Western Blot (b). Precision Plus Protein unstained (a)
oder All Blue Standard (b) (BioRad, Miinchen, Deutschland).
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8.3. Klonierungsarbeiten
8.3.1. Trametes versicolor

Tabelle Al: Klonierung und Expression verschiedener Peptidasegene aus Trametes versicolor. N: N-Terminus. C: C-Terminus.

T. versicolor Homologie zu Vektor His-Tag Expressionssystem Signalpeptid  Reinigung

Accession number

pUC57 - - + -
EIW62808 Aspartatpeptidase A01 pCOLD I N E. coli BL21 (DE3) + Ni2*-NTA
pPIC9 C K. phaffii SMD1168 + -
pUC57 - - + -
_ _ pCOLDI NundC E. coli BL21 (DE3) + -
XP_008032702 Peptidyl-Lys Metallopeptidase M35 i
pPIC9 C K. phaffii SMD1168 - -
pPIC9 N K. phaffii SMD1168 + -
pUC57 - - + -
EIW51569 Metallopeptidase M36 pCOLD | N E. coli BL21 (DE3) + Ni2*-NTA
pPIC9 C K. phaffii SMD1168 + -
_ _ pUC57 - - + -
EIW59803 Serinpeptidase S53 _ )
pCOLD | N E. coli BL21 (DE?3) + Ni?*-NTA
_ pUC57 - -
EIW62196 Metallopeptidase M35 .
pPIC9 C K. phaffii SMD1168 + -
EIW61562 Serinpeptidase S28 puUC57 - - + -
EIW61051 Serinpeptidase S53 puUC57 - - + -
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T. versicolor Homologie zu Vektor His-Tag Expressionssystem Signalpeptid  Reinigung
Accession number
EIW61376 Tripeptidyl-Peptidase A S53 pUC57 - - + -
EIW63301 Aspartatpeptidase A0l - - - + -
EIW65216 Serinpeptidase S28 - - - + -
XP_008043737 Serinpeptidase S41 - - - + -
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Abbildung A4: Ergebnisse des Azocaseinassays nach Ergebnisse der Negativkontrolle
in K. phaffii (pPIC9-Leervektor) (n=3).
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Abbildung A5: Ergebnisse des FRET-Assays nach Expression der Negativkontrolle
(pPIC9-Leervektor) in K. phaffii (n=2).
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8.3.2. Phanerochaete chrysosporium

Tabelle A2: Klonierung und Expression verschiedener Peptidasegene aus Phanerochaete chrysosporium. N: N-Terminus. C: C-

Terminus.

P. chrysosporium Homologie zu Vektor His-Tag Expressionssystem Signalpeptid Reinigung

Accession number

ABB73029 pUCS57 - - + -
pCOLD | N E. coli BL21 (DE3) + -
Serinpeptidase S53 pET28a (+) - E. coli BL21 (DE3) + SEC
pPIC9 N K. phaffii SMD1168 + SEC/ Ni?*-NTA
pPIC9 C K. phaffii SMD1168 - SEC/ Ni?*-NTA
ABB73029 Serinpeptidase S53 pPIC9 - K. phaffii SMD1168 + SEC
ABB73030 pUC57 - - + -
Aspartatpeptidase A0l pPIC9 C K. phaffii SMD1168 + SEC/ Ni#*-NTA
pPIC9 - K. phaffii SMD1168 + -
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Abbildung A6: Ergebnisse des Azocaseinassays nach Expression der Negativkontrolle
(pCOLD-Leervektor) in K. phaffii (n=3).

FRET 1
—m— 24 h
- - - - ———~ ® 48h
= L L LI L] 72
=2 AMAMAMAALAL A v 96h
o, -
= S
o .
(]
E
N
c
@
N
wn
g
(o)
=
o
0 T T T 1
00:00:00 00:15:00 00:30:00 00:45:00 01:00:00
Zeit [min]
FRET 2
5000 - oah
4500 —e48h

3500 L
oo et T

N it w1 T
i ol N R

40001 _,_H—.H T H T

Fluoreszenzintensitat [FU]
g
o

00:00:00 00:15:00 00:30:00 00:45:00 01:00:00
Zeit [min]

Abbildung A7: Ergebnisse des FRET-Assays nach Expression Negativkontrolle
(pCOLD-Leervektor) in K. phaffii (n=2).
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Abbildung A8: Chromatogramm nach Reinigung des Kulturiberstandes der
Serinpeptidase aus Pch (ABB73029) mittels FPLC-basierter SEC.

8.4. Peptidase Screening

8.4.1. FRET-Assay
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Abbildung A9: Ergebnisse des FRET-Assays von A. aegerita (Aae). Es wurde der
Kulturiberstand an verschiedenen Tagen getestet (Zahl). PK: Positivkontrolle (Glu-C).

NK: Negativkontrolle (n=2).
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Abbildung A10: Ergebnisse des FRET-Assays von F. pinicola (Fpi). Es wurde der
Kulturiiberstand an verschiedenen Tagen getestet (Zahl). PK: Positivkontrolle (Glu-C).
NK: Negativkontrolle. 24P: lysiertes Pellet an Tag 24 (n=2).
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Abbildung A11: Ergebnisse des FRET-Assays von F. velutipes (Fve). Es wurde der
Kulturiiberstand an verschiedenen Tagen getestet (Zahl). PK: Positivkontrolle (Glu-C).
NK: Negativkontrolle (n=2).
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Abbildung Al12: Ergebnisse des FRET-Assays von H. sublateritium (Hsu). Es wurde der
Kulturiiberstand an verschiedenen Tagen getestet (Zahl). PK: Positivkontrolle (Glu-C).
NK: Negativkontrolle. 24P: lysiertes Pellet an Tag 24 (n=2).
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Abbildung A13: Ergebnisse des FRET-Assays von P. eryngii (Per). Es wurde der
Kulturiiberstand an verschiedenen Tagen verwendet (Zahl). PK: Positivkontrolle (Glu-
C). NK: Negativkontrolle (n=2).

8.4.2. GroéRenausschlusschromatographie (SEC)

Unterfraktionen, die keinerlei Peptidaseaktivitat zeigten, werden in den entsprechenden

Abbildungen (Abbildung A14 bis Abbildung A23) nicht dargestellt.
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Abbildung Al14: Ergebnisse des Azocaseinassays der einzelnen, aktiven

Unterfraktionen (26 - 40, 51 - 55) nach Reinigung des Kulturtberstandes (Tag 10) von
A. aegerita (Aae) mittels FPLC-basierter SEC (n=2).
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Abbildung A15: Ergebnisse des FRET-Assays der einzelnen, aktiven Unterfraktionen
(26 - 40, 51 - 55) nach Reinigung des Kulturiiberstandes (Tag 10) von A. aegerita (Aae)
mittels FPLC-basierter SEC. PK: Positivkontrolle (Glu-C). NK: Negativkontrolle (n=2).
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Abbildung A16: Ergebnisse des Azocaseinassays der einzelnen aktiven Unterfraktionen
(16 - 20, 26 - 35, 66 - 70) nach Reinigung des lysierten Pellets (Tag 24) von F. pinicola
(Fpi) mittels FPLC-basierter SEC (n=2).
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Abbildung A17: Ergebnisse des FRET-Assays der einzelnen aktiven Unterfraktionen (16
- 20, 26 - 35, 66 - 70) nach Reinigung des lysierten Pellets (Tag 24) von F. pinicola (Fpi)

mittels FPLC-basierter SEC. PK: Positivkontrolle (Glu-C). NK: Negativkontrolle (n=2).
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Abbildung A18: Ergebnisse des Azocaseinassays der einzelnen aktiven Unterfraktionen
(21 - 40, 61 - 70) nach Reinigung des Kulturiiberstandes (Tag 7) von F. velutipes (Fve)
mittels FPLC-basierter SEC (n=2).
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Abbildung A19: Ergebnisse des FRET-Assays der einzelnen aktiven Unterfraktionen (21
- 40, 61 - 70) nach Reinigung des Kulturiiberstandes (Tag 7) von F. velutipes (Fve)
mittels FPLC-basierter SEC. PK: Positivkontrolle (Glu-C). NK: Negativkontrolle (n=2).
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Abbildung A20: Ergebnisse des Azocaseinassays der einzelnen aktiven Unterfraktionen
(1 - 20) nach Reinigung des Kulturliberstandes (Tag 21) von H. sublateritium (Hsu)
mittels FPLC-basierter SEC (n=2).
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Abbildung A21:Ergebnisse des FRET-Assays der einzelnen aktiven Unterfraktionen (1 -
20) nach Reinigung des Kulturuberstandes (Tag 21) von H. sublateritium (Hsu) mittels
FPLC-basierter SEC. PK: Positivkontrolle (Glu-C). NK: Negativkontrolle (n=2).
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Abbildung A22: Ergebnisse des Azocaseinassays der einzelnen aktiven Unterfraktionen
(26 - 45, 61 - 65) nach Reinigung des Kulturiiberstandes (Tag 3) von P. eryngii (Per)
mittels FPLC-basierter SEC (n=2).
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Abbildung A23: Ergebnisse des FRET-Assays der einzelnen aktiven Unterfraktionen (26
- 45, 61 - 65) nach Reinigung des Kulturiberstandes (Tag 3) von P. eryngii (Per) mittels
FPLC-basierter SEC. PK: Positivkontrolle (Glu-C). NK: Negativkontrolle (n=2).
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8.5. Dipeptidylpeptidase

MGAFRWLSIAAAASTALALTPEQLITAPRRSEAIPDPSGKVAVESTSQYSFETHKRTSWWSLLDLKTGQTKVL

TNDSSVSEIVWLSDDSILYVNSTNADIPGGVELWVTQASSFAKGYKAASLPASEFSGLKAAKTKSGDIREVAYG

QOSYPNGTAYNEELATAPLSSARIYDSIYVRHWDYWLSTTENAVESGTLKKGHGKNGYSLDGELKNLVSPVKNA

ESPYPPFGGASDYDLSPDGKWVAFKSKAPELPKANFTTSYIYLVPHDASETARPINGPDSPGTPKGIKGDSSS

PVEFSPNGDKLAYFOMRDETYESDRRVLYVYSLGSKKTIPSVAGDWDRSPDSVKWTPDGKTLIVGSEDLGRTRL

FSLPANAKDDYKPKNFTDGGSVSAYYFLPDSSLLVTGSALWTNWNVYTAKPEKGVIKKIASANEIDPELKGLG

PSDISEFYFQGNFTDIHAWVIYPENFDKSKKYPLIFFIHGGPOQGNWADGWSTRWNPKAWADQGYVVVAPNPTG

STGFGQOALTDAIQNNWGGAPYDDLVKCWEYVHENLDYVDTDHGVAAGASYGGEFMINWIQGSPLGRKFKALVSH

DGTFVADAKVSTEELWEFMOREEFNGTFWDARDNYRRWDPSAPERILQFATPMLVIHSDKDYRLPVAEGLSLENV

LOERGVPSRELNEFPDENHWVVNPENSLVWHQOALGWINKYSGVEKSNPNAVSLEDTVVPVVNYN

Abbildung A24: Sequenz der DPPV aus A. fumigatus (Accession number: BOXRVO).

Pf1DPPV
AoDppF
AfDPPV
AoDPPV
AoDppE

Pf1DPPV
AoDppF
AfDPPV
AoDPPV
AoDppE

Pf1DPPV
AoDppF
AfDPPV
AoDPPV
AoDppE

PE£1DPPV
AoDppF
AfDPPV
AoDPPV
AoDppE

MRFSLPLLGLATQVPLQSPLRSATQQPMOQPSALNDVYNEFNSPPDFVFKEAADIMS PKDM
——————————————————————————————————————————————— MTIRPMKFTPEVL
—————————————————————————————————— MGAFRWLS--IAAAASTALALTPEQL
—————————————————————————————————— MGALRWLS--IAATASTALALNPEGL
—————————————————————————————————— MGALRWLS--IAATASTALALNPEGL

IELQRPGQOGVANLAGELVLVPTSKYSFSEKKNKKSVVISPLESVVEPLEIPLPDGGEVEW
LGAPRRSAAVPNSSGTLAVYTQTSYSFESHAKTSEIRVLDITTGRSSLITNDPSASSPQW
ITAPRRSEAIPDPSGKVAVEFSTSQYSFETHKRTSWWSLLDLKTGQTKVLTNDSSVSEIVW
ISAPRRSEAIPNPSGDVAVESQSQYSFKTHKTTSQWNVLDLKSGDIKLLTNDSDVSEIVW
ISAPRRSEAIPNPSGDVAVESQSQYSFKTHKTTSQWNVLDLKSGDIKLLTNDSDVSEIVW

* . . .« % . . . * Kk x . . . . . *

LDPRTIAHAVPVESEKKINIYAIPLEFKHKADDFAGVLRTESAPILLGSIPTTSASNEFRY

LGNDDRLIWLKTKA--—-——- NGNTSFIVGHAREAGKTYTAGT--—-———-— VPGPV-ANLKV
LSD--DSILYVNSTNADI--PGGVELWVTQASSFAKGYKAAS-——————— LPASF-SGLKA
LGSDDSTVLYVNGTNADI--PGGVELWVSDISDFANGYKAAS——————— LPASF-SGFKV
LGSDDSTVLYVNGTNADI--PGGVELWVSDISDFANGYKAAS-——————— LPASF-SGFKV

.ok

-TLVPGILVFSDY--VYANGNLSDSRRLDEAWENRGTSALVYDATYERHWDTWVTPKKLS

TVIESGKIGFAVTGKANPDGSLH----NPOQDAKKPHTTGRLYSSLYVRHWDSYIEPQTNS
AKTKSGDIRFVAYGQSYPNGTAY----NEELATAPLSSARIYDSIYVRHWDYWLSTTENA
VITDSGDVRYVAYAESWANGTAY----NEELVAKPLSSARIYDSIYVRHWDYYLTTRENA
VITDSGDVRYVAYAESWANGTAY----NEELVAKPLSSARIYDSIYVRHWDYYLTTRENA

.k . .. ek .k kkkx
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24
24
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120
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Pf1DPPV LFSVRLFKDPDHK---—--- WNEDGTFINLL---KGTSHSSPVEPFGGTDDFDISHSHLV- 287
AoDppF IWYGLLOQOQAPLTPATRHAGKYSTSALTNLISVCGLTGVESPIPPFGGSGDFDISPSAIVE 235
AfDPPV VFSGTLKKG--HG---KNGYSLDGELKNLV--SPVKNAESPYPPFGGASDYDLSPDGKWV 241
AoDPPV VESGTLKKSEGKG---KATYKADGDLKNLV--SPVKNAESPYPPFGGASDYDLSPDGKWV 245
AoDppE VESGTLKKSEGKG---KATYKADGDLKNLV--SPVKNAESPYPPFGGASDYDLSPDGKWV 245

* H . H **: .. .** ****:'*:*:*
Pf1DPPV —YTTKDPELPEAWHTKQONVYVVDLONQ--=-—-—-—— HORKELTSGQQGATIHSPVENLEGNK 338
AoDppF V--AKDPNENPATHTSCSCYYCPMFSWTS-VTAMESQKIYAVKGLQGAMSSPVLSSDGSS 292
AfDPPV AFKSKAPELPKANFTTSYIYLVPHDASETARPINGPDSPGTPKGIKGDSSSPVEFSPNGDK 301
AoDPPV AFKSKAHDIPRANYTTAYIFLVPHDGSKTAVPINGPDSPGTPEGVKGDAGSPVESPDSKK 305
AoDppE AFKSKAHDIPRANYTTAYIFLVPHDGSKTAVPINGPDSPGTPEGVKGDAGSPVESPDSKK 305
*oURL : JKoox kxR
Pf1DPPV VAWLELDKDGYESDRAKIV-IYDLNKGV-=-———--— REFTVTQDWDRSPDKLAFSKEGNFLYF 391
AoDppF IALLAMREDGYESDKNRILYVPNPWSGEMIEAFASPDGEGLWHLSPSAVTFANDDQSLLV 352
AfDPPV LAYFOMRDETYESDRR-VLYVYSLGSKKT-—----— IPSVAGDWDRSPDSVKWTPDGKTLIV 355
AoDPPV IAYWOMADESYEADHR-TLYVYTVGSEET----— IPSLAADWDRSLDSVKWADD-DNLIT 358
AoDppE IAYWOMADESYEADHR-TLYVYTVGSEET--—--— IPSLAADWDRSLDSVKWADD-DNLIT 358
Frokr oo oo oo X
Pf1DPPV TAGDEAKVKVYVLPVPPTPSASTTHPKLDKKYTTPIPLTHS--AAASGLQTLFTGRLIFT 449
AoDppF QVEENGRGVLYQLPIANFRHS---RPSALKKLTHSGYVTDVFPASANSSKLLVASNSLVE 409
AfDPPV GSEDLGRTRLFSLPANAKDDY---KPKN---FTDGGSVSAYYFLP--DSSLLVTGSALWT 407
AoDPPV GVEDAGRSRLEFSIPADAGDDY---KPKN---FTDGGVVSAYYQLP--DSTYLVTSTAIWT 410
AoDppE GVEDAGRSRLEFSIPADAGDDY---KPKN---FTDGGVVSAYYQLP--DSTYLVTSTAIWT 410
H HAa * o Lo F.
Pf1DPPV RSSFTSPNNVFITIRGLKRFETELEQSDSSLQFSGVVEQVTR--FNENELQGKNLSEGEEF 507
AoDppF NSRW----TI--IDPQ--—-—--—-———-——————— SPESPKVISSLSRGGAAFGLSPAQVDETI 447
AfDPPV --NW----NVYTAKPE--------—--—-———— KGVIKKIASANEIDPELKGLGPSDISEF 445
AoDPPV --SW----NVYIASPE-—-—--—-—--—-—-—————— KGVIKTLATANKIDPELKGLGPEIVDEF 448
AoDppE -—-SW----NVYIASPE-—-—--—-—--—-—-—————— KGVIKTLATANKIDPELKGLGPEIVDEF 448
* *
Pf1DPPV WETGAEDKKVQGWVLKPKGFKAGEEKKWPAVLLIHGGPQGAWEDQWSTRWNPNVEAAQGY 567
AoDppF WEFRGAKDHPVHAWVVKPSDFKPG--NKYPLAYLIHGGPQGAWNDQWSTRWNPAVEFAEQGY 505
AfDPPV YFQGNF-TDIHAWVIYPENFDKS--KKYPLIFFIHGGPQGNWADGWSTRWNPKAWADQGY 502
AoDPPV YYEGNW-TKIQAFVIYPENFDKS--KSYPLLYYTHGGPQSSWLDSWSTRWNPKVFADQGY 505
AoDppE YYEGNW-TKIQAFVIYPENFDKS--KSYPLLYYIHGGPQSSWLDSWSTRWNPKVFADQGY 505

* e e ek e Kk * o ex * Kk x k ok x * x kkkkxokk ek kKK
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Pf1DPPV VIVMINPTGSTTEFGQEFTDAIAEDWGGKPEVDMOAGWKY ILEQVPEIDPERAVAAGASWG 627

AoDppF VVITPNPTGSTGYGQAFTDAIRGSWGGLPYIDLEKGLDYIEKNLDYVDTTRAVAIYGASFEG 565

AfDPPV VVVAPNPTGSTGFGQALTDAIQNNWGGAPYDDLVKCWEYVHENLDYVDTDHGVAAGASYG 562

AoODPPV VVVAPNPTGSSGEGDALODAIQNQWGGYPYEDLVKGWEYVNENFDFIDTDNGVAAGASYG 565

AoDppE VVVAPNPTGSSGEFGDALODAIQNQWGGYPYEDLVKGWEYVNENEFDFIDTDNGVAAGASYG 565
Ko kkkkk. ake . KKKk kkk K. K ke e ek Kk kkk ek

Pf1DPPV GYAINWIQGHPEYGEFNFKALVCHDGVEDATYNGYSTDELFFFNHEWGGRPWDKKTKTLAE 687

AoDppF GYMVNWIQGHE-LGRRFKALVTHDGIFSMR-SLLSTEELYFPVRDLOGPYWKVPENWDKW 623

AfDPPV GFMINWIQGSP-LGRKFKALVSHDGTEFVAD-AKVSTEELWFMOREEFNGTFWDARDNYRRW 620

AoODPPV GFMINWIQGSD-LGRKFKALVSHDGTEVAD-AKVSTEELWFMOHEENGTFWDNRENYRRW 623

AoDppE GFMINWIQGSD-LGRKFKALVSHDGTEVAD-AKVSTEELWFMOHEENGTEFWDNRENYRRW 623
Ko ekkKKK Kk kkkAK kAKX K KXk ekk ok oe K K

P£f1DPPV LMSPSNEVHQWSTPQLITIHGSKDYRLPETEGIGAFHALLQREVPTRLVIFPDENHWVLNH 747

AoDppF DPSRFT--GNWQTPHLVIHNELDYRLTIAEGLAAFNVLOMRGVDSQFLTFPDENHWVLNP 681

AfDPPV DPSAPERILQFATPMLVIHSDKDYRLPVAEGLSLENVLOQERGVPSRFLNFPDENHWVVNP 680

AoDPPV DPSAPERILKEFSTPMLIIHSDLDYRLPVSEGLSLEFNILQERGVPSRELNEFPDENHWVQONK 683

AoDppE DPSAPERILKFSTPMLIIHSDLDYRLPVSEGLSLEFNILQERGVPSRELNEFPDENHWVQONK 683
* s Kk kakk | kkkX kK ke K Kk K saa. KkAKKKAX K

P£f1DPPV LNSLKWHYEVFRWEFDKFVGEKE*-—————————————————— 769

AoDppF ENSLMWHRTIFNFINKYVGLPSESRADLENGVANMSL*-——- 718

AfDPPV ENSLVWHQQALGWINKYSGVEKSNPNAVSLEDTVVPVVNYN- 721

AoDPPV ENSLVWHQQVLGWLNKYSGVEESNEDAVSLDDTVIPVVDYNP 725

AoDppE ENSLVWHQ-VLGWLNKYSGVEESNEDAVSLDNTVIPVVDYNP 724

*kx  kx e e e ek ok

Abbildung A25: Alignment des hypothetischen Proteins (OK624782) von P. floridanus
und anderen DPP. AfDPPV (BOXRVO; 35,20 % Identitat zur PfIDPPV) aus A. fumigatus,
AoDPPV (AAD41777, 34,02 % Identitat zur PfIDPPV) aus A. oryzae, AoDppE
(AO070340000111; 34,07 % Identitat zur PfIDPPV) und AoDppF (AO090005000697;
33,98 % Identitat zur PfIDPPV) aus A. oryzae. Sternchen kennzeichnen konservierte
Bereiche, Kommata  gleiche = Aminos&urereste und Punkte  teilweise
Ubereinstimmungen. Schwarze Box: GXSXG Motiv. Das Alignment wurde mit Clustal

Omega (European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK) erstellt.
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Tabelle A3: Effekt verschiedener Inhibitoren auf die Aktivitat der PfIDPPV. Die Aktivitat
wurde mit dem Substrat H-Ala-Ala-pNA bei pH 8,5 und 37°C Uberprift. Relative Aktivitat
[%] der Kontrolle (-) wurde als 100 % definiert.

Inhibitor inhibierte Konzentration [uM] relative PfIDPPV
Peptidaseklasse Aktivitat [ %]
Pefabloc Serin 1 140 £ 12,72
5 112,62 + 2,24
Bestatin Amino 100 95+7,14
200 97,75+ 2,24
E-64 Cystein 10 90,16 + 22,40
50 72,77 + 4,64
Antipain Serin/Cystein 6,3 119,75 + 16,84
86 64,75 + 39,05
Chymostatin Cystein 101,41 + 2,39
92,59 + 4,92
Pepstatin A Aspartat 82,52 +12,63
25 75,40 £ 1,77
EDTA Metallo 1 93,50 + 6,06
10 94,76 + 1,66
Aprotinin Serin 1 75,10 + 20,63
10 66,34 + 8,59
PMSF Serin 1 88,24 + 10,89
10 106,95 + 5,58
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