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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Galaktose Oxidase

Bei dem Enzym Galaktose Oxidase (Gal©Galaktose: Sauerstoff 6-Oxidoreduktase,
EC 1.1.3.9) handelt es sich um ein extrazellul&rggferhaltiges Protein, welches von
Ascomyceten, wie beispielsweiggibberella fujikuroi (Aisaka et al., 1981) oder
Dactylium (Fusarium) dendroides (Avigad et al., 1962) produziert wird. Dieses strikt
regioselektive Enzym oxidiert primare Alkohole zendentsprechenden Aldehyden
unter gleichzeitiger Reduktion von,@Qu H0O, (Cooperet al., 1959). Als Beispiel wird

die Umsetzung vom-Galaktose zub-Galakto-Hexodialose unter Bildung von®h
gezeigt (Abbildung 1).

o

"’/61“ )
+ 02 e - + H202

D-Galaktose D-Galakto-Hexodialose

Abbildung 1: Reaktion der GalOx mit  D-Galaktose

Die GalOx kann ein breites Spektrum an Substragewerten: Mono-, Polysaccharide,
aliphatische  und  aromatische  Alkohole, sowie Péabjable. Durch
Kristallisationsexperimente konnte die Struktur dkBven Zentrums aufgeklart werden
(Ito et al., 1991). Das Protein enthalt vorwiegep«<btrukturen mit 3 Domanen. Das
Kupfer-Atom im aktiven Zentrum ist koordiniert dlarddis496, His581 und Tyr272
(Abbildung 2). Weiters findet man ein Wasser-Mole&i$ aquatorialen und Tyr495 als
axialen Liganden. Tyr272 ist kovalent an das Sckix&tom von Cys228 gebunden
und fungiert als freies Radikal wéahrend der Kawly§rp290 liegt in unmittelbarer
raumlicher Nahe zur oben genannten Aminosaure unduhert deren Reaktivitat
(Rogerset al., 2007).
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|
v 't_Tyr 495

/ 4

,His 49 EQJ__ }F_a-Watur

qu . ]'I;?rr 272
His 581 3/ [fTre 290

Cys 228 |4 "=
228)')

LW
Abbildung 2: Struktur der GalOx (Wilkinson et al., 2004)

Das Enzym kann in drei verschiedenen Oxidationsstworliegen: reduziert, semi-
reduziert und oxidiert (Abbildung 3). Die katalytis inaktive, semi-reduzierte Form
enthalt ein Kupfer (II) lon und kein Radikal. Dur@xidation entsteht die katalytisch
aktive Form, welche ein Kupfer (II) lon und ein Rbgyl-Radikal enthalt. Diese
oxidierte Form katalysiert die Zwei-Elektronen-Oadidn von Alkoholen zu den
entsprechenden Aldehyden unter gleichzeitiger Rwsalukzu [Cu (I)-Tyr]. Die

reduzierte Form des Enzyms wird durch Sauerstafkidgert zu [Cu (II)-Tyr] unter

RCH,OH RCHO
@ C AJ .
; ‘n \

Bildung von Wasserstoffperoxid.

\
@] O
|| [”] H 202 DE' | |:|:|
Cu Cu
Oxidized form Substrate
Cu(ll)-y* reduced

Abbildung 3: Die 3 verschiedenen Oxidationsstufen d er GalOx (Rogers et al., 2007)

1.2 Glyoxal Oxidase

Die Glyoxal Oxidase (GlyOx) ist ein extrazellular&spferhaltiges Metalloenzym,
welches unter anderem von dem Weil3faulepithanerochaete chrysosporium
produziert wird. Es katalysiert die Oxidation vondéhyden zu den entsprechenden

Carbonsauren unter gleichzeitiger Reduktion vonz0 HO, (Abbildung 4). Das
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gebildete Wasserstoffperoxid wird flr den Ligninabbbenétigt (Whittakeret al,.
1996).

RCHO + H,0 + O, — RCOH + H;0;

Abbildung 4: Reaktionsschema der GlyOx (Whittaker et al., 1996)

Die GlyOx besteht aus 537 Aminosauren; die ersghil@den ein Signalpeptid, welches
typisch fur extrazellulare Proteine ist. Das aktXentrum des Enzyms zeigt grol3e
Ahnlichkeit mit jenem der GalOx; die Aminosaureseqm weist allerdings groRe

Unterschiede auf. Die GlyOx ist ein monomeres Giyktein, dessen Molekulgewicht
von 68 kDa mittels SDS-PAGE bestimmt wurde. Die izwerhandenen Isoformen

besitzen pl-Werte von 4,7 und 4,9 (Kersten & CylE903).

Ebenso wie die GalOx wird auch die GlyOx zu denikadchen Kupferoxidasen

gezahlt. Das aktive Zentrum enthalt einen metallidedischen Komplex, in welchem

ein Tyrosyl-Radikal das Kupferion koordiniert. Bédem Vergleich beider Enzyme

mittels biochemischer und spektroskopischer Methostellte sich heraus, dass sie
Jfunktionelle Varianten* sind, welche verschieddReaktionen mit nahezu identischen
aktiven Zentren katalysieren. Ursachen fur dieztrdér homologen aktiven Zentren
unterschiedliche Substratspezifitat liegen mogheleese in den unterschiedlichen
Redoxpotentialen der Radikale in den aktiven Zentder beiden Enzyme. Die

Feineinstellung der beiden Redoxpotentiale pasglest die Starke der Interaktion mit
den beteiligten Liganden (Whittaketral., 1996).

1.3 Ascomycetes (Schlauchpilze)

Gemeinsam mit den Basidiomyceten werden die Asceteyczu den hdheren Pilzen
(Eumyceten) zusammengefasst. Charakteristisch sindseptiertes Myzel und die
Bildung von Konidiosporen. Begeil3elte Zellen simchhzu finden.

Namensgebend fir diese Gruppe sind schlauchartapide, der Ascus, in welchem

Ascosporen gebildet werden. Im Ascus laufen dieygamie, sowie die Meiose ab.
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Das Ascusstadium ist die Endphase der sexuelletpflfasizung, welche auch die
perfekte (vollkommene) oder Hauptfruchtform genanwnird. Die asexuelle
Vermehrung vieler Ascomyceten verlauft mittels Kdanbildung, wobei diese
Nebenfruchtform auch imperfektes (unvollkommenedBm genannt wird. Von
vielen Pilzen ist nur das imperfekte Stadium, dienidienbildung, bekannt. Diese
werden als Fungi imperfekti oder Deuteromyceterelmtmet (Schlegel, 1992).

1.3.1 Fusarien

Arten der Gattung Fusarium spielen eine grof3e Rb#an Celluloseabbau unter
aeroben Bedingungen. Sie erweisen sich gegenlUldderiZa insbesondere in sauren
Bdden und beim Abbau mit Lignin inkrustierter Cédke (Holz) als Uberlegen. Weiters
sind diese Pilze befahigt zum Pektinabbau. Die dphitat unterschiedlicher
Mikroorganismen (z.BFusarium oxysporum f. lycopersici) fur Pflanzen beruht auf der

Ausscheidung Pektin-auflésender Enzyme (Schle§8i2)L

a) Fusarium graminearum (anamorphGiberella zeae): Dieser Pilz verursacht
das Krankheitsbild der ,partiellen Taubahrigkeifugarium head blight oder scab) bei
Weizen und Gerste (Abbildung 5). Aul3erdem prodtizieér graminearum ein
Mykotoxin namens Vomitoxin, welches fir Menscheid diere gesundheitsgefahrdend
ist. Die GroRRe des Genoms betragt 40 Mb; vier Closmmen sind vorhanden (Cuomo
et al., 2007).

Abbildung 5: Partielle Taub&hrigkeit infolge einer Infektion mit Fusarium
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b) Fusarium oxysporum: Die verschiedenen Stamme unterscheiden sichicleutl
beziglich Genomgrélie und Chromosomenzahl. Die GidéB&senoms variiert von 30
Mb bis Gber 50 MbF. oxysporum ist ein phytopathogener Pilz (Birrehal., 2008).

1.3.2 Aspergillusterreus

Dieser filamentdse Pilz produziert Statine (z.Bm®astatin), welche Cholesterin-
senkende Wirkung haben. Weitere Produkte sind digin€ Patulin und Citrinin,
welche in Menschen und Tieren Toxikosen und Asflesgin (der Lunge und/ oder
disseminierte Aspergillose) hervorrufen konnen. baploide Genom hat eine Gréle
von etwa 35 Mb und ist in 8 Chromosomen organigfskenaziet al., 2003).

1.3.3 Neurospora crassa

Dieser filamentdse rote Schimmelpilz hat eine Gegradifde von 43 Mb, welches auf 7
Chromosomen verteilt ist (Galagahal., 2003). Neurospora crassa ist ein wichtiger
Modellorganismus fir genetische Studien. So gelasg beispielsweise mittels

Tetradenanalyse das Phanomen des ,Crossing-overkiiren (Ktck, 2005).

1.3.4 Botrytiscinerea

Botrytis cinerea zahlt zu den Cellulose-abbauenden Mikroorganisuerier aeroben
Bedingungen). Weiters sind diese Pilze dazu beféaRiktin abzubauen (Schlegel,
1992).

1.4 Basidiomyceten (Standerpilze)

Die Basidiomyceten werden als die am héchsten ekélen Pilzgruppe angesehen
und sind durch die Basidie, eine endstandige Rikzeelche dem Ascus entspricht,
gekennzeichnet. Von ihr werden in der Regel vieketinige, haploide Basidiosporen
nach auf3en abgeschnirt. Die Basidiosporen sindiidscosporen das Resultat von
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Plasmogamie, Karyogamie und Meiose, wobei die datzieiden Prozesse im Ascus
bzw. in der Basidie stattfinden. Das Myzel bestalg septierten Hyphen. Die Zell- und
Kernteilung erfolgt bei vielen Basidiomyceten durSbhnallenbildung, wobei dieser
Mechanismus garantiert, dass die neue Zelle jenailee beiden Tochterkerne enthéalt
(Schlegel, 1992)

1.4.1 Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporium (Abbildung 6) ist einer der aktivsten Weil3faulepilund
der Modellorganismus des pilzlichen Ligninabbauge Brreger der ,Weil3faule* des
Holzes hinterlassen eine nahezu weif3e Masse unférgne erster Linie Lignin an,
wobei Cellulose zunachst weitgehend unberthrt bleiker Ligninabbau erfolgt
ausschlie3lich unter Anwesenheit von Sauerstoff Gidkose. Am Abbau ist ein
Enzymsystem beteiligt, zu welchem die Lignin— unéd Mlanganperoxidase gehéren
(Schlegel, 1992). Das von den Peroxidasen bendtgf® wird unter anderem durch
die Aktivitat der GlyOx zur Verfiigung gestellt (ksten & Cullen, 1993).

Abbildung 6: P. chrysosporium in einer Petrischale
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2 Aufgabenstellung

Primares Ziel dieser Diplomarbeit war die Klonigguand anschliel3ende Sequenz-Analyse
des GalOx Gens aus verschiedenen Pilzen. Paradel dollte auch versucht werden

verschiedene GlyOx Gene zu amplifizieren und Kklane

Wie McPhersonet al., 1992 herausfanden, besteht das Transkript de®©x3aéns aus
Dactylium dendroides nicht aus der gesamten Nukleotidsequenz des Gendgern nur aus
den Nukleotiden 591 bis 2507. An Anlehnung daranrdeuversucht das Gen aus
verschiedenerrusarien spp. sowohl mit als auch ohne diese ,Ausschleuse-Sexju@as
daraus resultierende ,leader“-Peptid dient der &akm des Enzyms in den extrazellularen
Raum) zu amplifizieren, klonieren und in weiteraslge zu exprimieren. Deshalb wurde
innerhalb der Gensequenz eine ahnliche (homolog&)eNtid-Abfolge wie inD. dendroides

gesucht und dementsprechende Primer designt.

Weiters sollte versucht werden das GalOx Gek.iooli zu exprimieren, wobei hierflr das
Gen ohne Ausschleuse-Sequenz Rusxysporum verwendet wurde. Um eine méglichst hohe
Expressionsrate und Enzymaktivitéat zu erlangengdenmach den optimalen Bedingungen und

Parametern gesucht.

Zuletzt wurde versucht das erzeugte Protein m@hiérschiedener Methoden zu reinigen.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Gangige Laborchemikalien und Medien-Bestandteiledem in der hochsten erhaltlichen
Qualitat von Sigma (St. Louis, USA), Merck (DarntktaD), Roth (Graz, A) und Fluka
(Buchs, CH) bezogen.

Chemikalien fir molekularbiologische Anwendungernraan zuséatzlich von Finnzymes OY
(Espoo, FIN), MBI Fermentas (Vilnius, LT), Invitreg (Carlsbad, USA), BIORAD

(Hercules, USA) und Promega (Madison, USA) bezogen.

3.2 Mikroorganismen

Fur Klonierungen wurden chemisch kompetente Stan{idié5a, TOP10) von Invitrogen
(Carlsbad, USA), sowie der elektrokompetente Stad®1(DE3) von Novagen, (Madison,
USA) verwendet.

Der verwendetet Organismususarium graminearum wurde freundlicherweise von Prof.
Gerhard Adam (Department fir Angewandte Genetik datlbiologie, BOKU Wien) zur
Verfiigung gestellt. Die Pilzéspergillus terreus und Botrytis cinerea stammen von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkelh (DSMZ). Alle anderen
Organismen wurden von der Stammsammlung der Abigillebensmittelbiotechnologie des

Departments fur Lebensmittelwissenschaften undw@ogie (BOKU Wien) entnommen.

3.3 Chromatographische Materialien

CM (Carboxymethyl) SepharoséF (Fast Flow) GE Healthcare (Uppsala, S)
HiTrap" 1 mL Capto’ S GE Healthcare

HiTrap" Phenyl HP 1 mL Séaule GE Healthcare

HisTrap™ FF crude 1 mL GE Healthcare

Phenyl Sepharose™ High Performance GE Healthcare
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3.4 Medien

Die Bestandteile der Medien wurden eingewogen,@\WRasser geldst und anschlielRend 20

min bei 121°C autoklaviert.

3.4.1 Medien fur Pilze

Sabouraud-Medium

Pepton aus Casein 59g/L
Pepton aus Fleisch 50/L
Glukose 10 g/L
Maltose 10 g/L
Hefeextrakt 59g/L

PDA (Potato Dextrose Agar)

PDA 39 g/L

3.4.2 Medien fur E. coli

Luria Bertani (LB) Medium (bzw. Agar) + Antibiotikn (Amp oder Kan)

Pepton aus Casein 10 g/L
Hefeextrakt 59g/L

NacCl 5¢g/L

Amp oder Kan 100 mg/L oder 30 mg/L
(Agar 15 g/L)

Fur die Herstellung von doppelt konzentriertem LB&mM wurden 20 g/L Pepton aus
Casein und 10 g/L Hefeextrakt verwendet; die Kotragionen der restlichen Bestandteile

blieben gleich.
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Terrific Broth (TB) Medium + Antibiotikum (Amp)

LOsung A LOosung B
Pepton aus Casein 12 g/L O, pH 7,5 13,6 g/100 mL
Hefeextrakt 24 g/L
Glycerin 4 mL/L
RO-Wasser auf 900 mL
auffillen

Die beiden Loésungen wurden separat autoklaviert anstchlieRend steril vermengt. Die

Amp-Konzentration betrug 100 mg/L.

3.5 Puffer und Lésungen
3.5.1 50 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP) pH 8,0

KH.POy 1,2 g/L
Ko,HPO, 7.2 g/L
3.5.2 Saline Loésung

NacCl 5¢g/L
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,12 g/L

3.6 Primer

Die verwendeten Primer wurden von der Firma VBCt@&th (Wien, Osterreich) hergestellt.

GO-F.oxyspo-fwd1: 5-GCC-TCA-GCT-CCC-ATC-GGC-ACIET-3'
Foxy-pre-fwd: 5'-ATG-AAG-CCC-CTT-TGG-ACA-CTT-GC-3
GO-F.oxyspo-revl: 5'-CTA-CTG-AGT-AAC-GAG-AAG-AGRCT-CGC-3'
GO-ADAM-for1.: 5-GCC-TCA-GCA-CCT-ATC-GGA-AGC-GCH
ADAM-pre-fwd: 5-ATG-AAA-CAC-TTT-TTA-TCA-CTC-GCT-C-3’
GO-ADAM-rev1: 5-TCA-CTG-AGT-AAC-GCG-AAT-CGT-CG-3
GO-A.terreus-forl: 5-AAG-CTC-CAT-TGG-GCC-TCG-TGE
GO-A.terreus-revl: 5-CTA-AGC-CTG-ATG-CAC-3

10
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GO-N.crassa-for2: 5'-ATG-AAC-CGA-GAA-CGC-GTT-TCG-3’
GO-N.grassa-revl: 5-TCA-TTT-CGC-CAA-CTC-AAT-TTGAA-CCT-C-3
GO-Fu-Wob-for2: 5'-GCC-TCA-GCA/T-CCC/T-AICTC-GG-3
Fus-wobble-fwd3: 5'-ATG-AAA/G-C/TA/ICC-C/TTT-TG/TAG-AITCA-CT-3’
GO-Fu-Wob-rev1: 5-CTG-AGT-AAC-GA/CG-AAG/T-AICGT®
Gly-P.chryso-for2: 5-ATG-TTG-TCG-CTG-CTA-G-3

Gly-P.chryso-revi: 5-TTA-CTC-CAG-GGT-CGG-CG-3

Gly-Fucki-forl: 5-CGG-ATG-CTA-ATT-TTT-AC-3’

Gly-Fucki-rev1l: 5-TCA-AAC-CGT-AAC-AAA-CTG-TCC-3

3.7 Gerate

AKTA Prime Amersham Biosciences (Uppsala, S)

Biometra T3 Thermocycler Whatman Biometra (Gottmge)
BIORAD Software Gel Doc 2000 BIORAD (Hercules, USA)
Braun Biostdt MD with culture vessel M2 Braun (Melsungen, D)
Eppendorf Centrifuge 5415 R Eppendorf AG (Hambxp,

Gel Doc 2000 UV BIORAD (Hercules, USA)

Homogenisator APV-2000 Invensys APV Products (Akdand, DK)
Laborautoklav Certoklav EL 18 L Certoclav SterilifgmbH (Traun, A)
Laborwaagen Sartorius (Gottingen, D)

Megafuge 1.0 R Heraeus (Hanau, D)

Membran Vakuumpumpe MZ 2C Vacuubrand (Wertheim, D)
Phast System Pharmacia (Uppsala, S)

pH Meter Metrohm 744 Metrohm (D)

Pipetten Eppendorf (Hamburg, D)

Precellys 24 (PeglLab, Erlangen, D)

Schittler Thermomixer Compact Eppendorf (Hamburg, D
Spectrophotometer DU-650 Beckman (Munchen, D)

Sterilbank HS-P 18/2 (LF-Werkbank) Heraeus (Haimju,
Ultrazentrifuge Beckman L-70 Beckman (Minchen, D)
Zentrifuge Sorvall Evolution RC Du Pont (WilmingtddSA)
Zentrifuge Sorvall RC 26 Plus Du Pont (Wilmingt®$A)
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3.8 Molekularbiologische Kits

Wizard® SV Genomic DNA Purification System Promega (MadidJSA)
Phusion’ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) New EnglaBiolabs
(Frankfurt am Main, D)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega

Zero Blunf TOPJ® PCR Cloning Kit Invitrogen (Carlsbad, USA)
GenElute Plasmid Mini-Prep Kit Sigma (St. LQUiKSA)
GeneJET' PCR Cloning Kit Fermentas (Vilnius, Litauen)
GeneJET" Plasmid Miniprep Kit Fermentas

12
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4 Methoden

4.1 Klonierung und Sequenzierung von Galaktose bzw. Gbxal Oxidase

Genen

4.1.1 Isolierung genomischer DNA

Die Pilze wurden auf PDA- Platten kultiviert undchaerfolgtem Wachstum in jeweils 50 mL
Sabouraud Medium uberftihrt. Die Inkubation erfoliggée 25 °C und 110 rpm, mit Ausnahme

von Aspergillus terreus, welcher bei 30 °C seine optimale Wachstumstentypehat.

Nach etwa zwei Tagen wurden die Pilz-Kulturen 151en lang bei 4 °C und 4000 rpm
abzentrifugiert. Die daraus resultierenden Peletsden anschlielBend mit jeweils 50 ml
Saline Losung gewaschen. Nach erneutem Abzenteifeigi wurden die einzelnen Pellets
mittels Filterpapier vom Uberschissigen Wasserrdierind unter Kihlung mit flissigem
Stickstoff in der Reibschale homogenisiert. Dield@m wurden bei -70 °C eingefroren. Eine
Ausnahme bildeP. chrysosporium, bei welchem die Biomasse mittels Vakuumpumpe und

Filter vom Medium abgetrennt wurde.

Isolierung der gDNA vork. oxysporum G12, F. graminearum PH-1, A. terreus (DSMZ 826)
undB. cinerea (DSMZ 877)

Die gDNA-Extraktion erfolgte mittels WizafdSV Genomic DNA Purification System
entsprechend Protokoll (Purification of genomic DKém Mouse Tail Clippings or Animal
Tissues using a microcentrifuge; http://www.promegan/tbs/tb302/tb302.pdf).

Isolierung der gDNA voilN. crassa

Die Gewinnung der gDNA erfolgte laut ,Rapid Minidpraration of Fungal DNA for PCR*
(Liu et al., 2000).
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Isolierung der gDNA voi®. chrysosporium K3 und F. sambucinum MA1886

Die Isolierung der gDNA erfolgte mittels Phenol-Gtdform-Extraktion (hach Chomczynski
& Sacchi, 1987).

100 mg Biomasse wurden mit 0,4 mL Salzlésung (1rMd pH 7,5-8,0/ 0,5 M EDTA/ 1,4 M
NaCl) und 0,4 mL Phenol versetzt. Nach einer Inkiobavon 15 min bei 65 °C (dazwischen
Ofters vortexen) wurden 0,4 mL CHCtugefiigt und nach erneutem Vortexen erneut fir 2
min inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Zentriftigasschritt (10 min; 10000 rpm; 4 °C).
Die wassrige Phase wurde mit Chloroform gewaschdsmach erfolgte erneut ein
Zentrifugationsschritt (5 min). Der Waschschrittrae wiederholt, der Uberstand mit 0,7 Vol.
Isopropanol versetzt. Einer Inkubation bei -4 °€60Q min folgte eine Zentrifugation (20 min;
10000 rpm; 4 °C). Das Pellet wurde an der Luft @gknet und in 100 pL sterilem RO-
Wasser resuspendiert. Nach Zugabe von 0,25 pL &Nasgfolgte die Inkubation bei 37 °C

fir 60 min.

4.1.2 Amplifizierung der Galaktose bzw. Glyoxal Oxidase @ne mittels PCR

(Polymerase chain reaction)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase ctesntion, PCR) handelt es sich um eine
molekularbiologische Methode zur Vermehrung eirestimmten DNA-Abschnittes.
Das typische PCR-Programm besteht aus 3 Schritten:
1. Denaturierungsschritt: Dieser Schritt dient zur rifneng der beiden Strange der
Template-DNA und wird bei 98 °C durchgefihrt.
2. Annealingschritt: Die Erniedrigung der Temperatda@bt eine Hybridisierung der im
Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer areizelstrangige Template-DNA.
3. Elongationsschritt: Durch erneutes Ansteigen der meratur (auf das
Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase) déd Primer verlangert, bis
wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, welche aispringlichen Template-DNA
exakt gleicht.
Aufgrund der Tatsache, dass die Komplementierungeatien Strangen der Template-DNA
ablauft, wird nach jedem Zyklus die Zahl der TengBNASs verdoppelt (Mallhardt, 2003).
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Alle PCR-Reaktionen wurden mit der PhusioBNA Polymerase durchgefiihrt. Tabelle 1
beschreibt einen typischen PCR-Ansatz, wahrend|Eapeine Ubersicht iiber ein typisches
PCR-Programm gibt.

Tabelle 1: PCR-Ansatz (allgemein)

Komponente Volumen
5x Phusion HF Buffer 5uL
10 mM dNTPs 0,5puL

Forward Primer (10 pmol/uL) 2 uL
Reverse Primer (10 pmol/uL) 2 pL

DNA template 1pL
Phusion-Polymerase 0,25 pL
Wasser 14,25 pL

Tabelle 2: Temperaturverlauf einer PCR-Reaktion (al  Igemein)

Schritt Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 98 2 min 1
Denaturierung 98 10s
Hybridisierung abhangig von Primern 20s 35
Elongation 72 15-30s/ 1 kp
Finale Elongation 72 7 min 1
Pause 4
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Amplifizierung von GalOx-Genen aus verschiedenegaDismen

Die Reaktionsbedingungen, unter welchen die veesldmen PCR-Reaktionen durchgefihrt

wurden, sind in Tabelle 3 und Tabelle 4 zusammexsgef

Tabelle 3: Primer zur Amplifikation verschiedener G =~ alOx-Gene

Organismus gesuchtes Gen Vorwarts-Primer Revers-RAner
IOx inklusiv

F. oxysporum Galo usive Foxy-pre-fwd GO-F.oxyspo-rev

Ausschleuse-Sequenz

=

GalOx ohne Ausschleuse

GO-F.oxyspo-fwd1

GO-F.pay=vl

F. graminearum

GalOx inklusive
Ausschleuser

ADAM-pre-fwd

GO-ADAM-revl

GalOx ohne Ausschleuse

GO-ADAM-forl

GO-ADAM-revl

F. sambucinum

GalOx inklusive
Ausschleuser

Fus-wobble-fwd3

GO-Fu-Wob-revl

GalOx ohne Ausschleuse

Primer GO-Fu-Wob-
for2

GO-Fu-Wob-revl

A. terreus

GalOx

GO-A.terreus-forl

GO-A.terreus-re

N. crassa

GalOx

GO-N.crassa-for2

GO-N.grassa-re

Tabelle 4: Temperaturverlauf der PCR-Amplifikation der GalOx-Gene

Organismus Annealing- Elongationszeit GroRe des Gens
Temperatur (bp)

F. oxysporum 63 °C 60 s 2046

ohne Ausschleuser 63 °C 60 s 1929

F. graminearum 63 °C 63 s 2123

ohne Ausschleuser 63 °C 63 s 2000

F. sambucinum 60 °C 60 s

ohne Ausschleuser 58 °C 40 s

A. terreus 59 °C 69 s 2343

N. crassa 61 °C 60 s 2139 (mit Introns)
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Amplifizierung von GlyOx-Genen aus verschiedenen Or  ganismen

Die Reaktionsbedingungen, unter welchen die veesigmnen PCR-Reaktionen durchgefihrt
wurden, sind in Tabelle 5 und
Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 5: Primer zur Amplifikation verschiedener G lyOx-Gene

Organismus gesuchtes Gen Vorwarts-Primer Revers-Rrer
B. cinerea GlyOx Gly-Fucki-forl Gly-Fucki-revl
P. chrysosporium | GlyOx inkl. Signalpeptid | Gly-P.chryso-for2 gl\;//iP.chryso-

Tabelle 6: Temperaturverlauf der PCR-Amplifikation der GlyOx-Gene

Organismus Annealing- Elongationszeit | Gro3e des Gens (bp
Temperatur

B. cinerea 58 °C 120 s 2025 (mit Introns)

P. chrysosporium |60 °C 63 s 1907 (mit Introns)

4.1.3 Agarose-Gelelektrophorese und Extraktion der DNA as dem Agarosegel

Aufgrund ihrer negativen Ladung wandern DNA-Molekiin elektrischen Feld in Richtung
Anode und werden entsprechend ihrer GroRe aufgetfkleinere Fragmente wandern dabei
schneller als gréRRere). Mit Hilfe von Ethidiumbrairsind die DNA-Fragmente unter UV-
Licht sichtbar (Lodistet al., 1999).

PCR-Produkte wurden mittels 0,8 % Agarose in 1x T&dten aufgetrennt, wobei jeweils der
gesamte PCR-Ansatz geladen wurde. Nach erfolgt&trephoretischer Trennung (100 V; ca.
30 min) wurde die Bande mit der gesuchten Grol3edaus Gel mithilfe eines Skalpells
ausgeschnitten und mit Wiz&dSV Gel and PCR Clean-Up System entsprechend den
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Erfolge dinzelnen Aufreinigungen wurden
mithilfe von 0,8 %-igen Agarosegelen kontrollietdierfur wurden jeweils 5 pL der

gereinigten DNA mit entsprechendem Auftragspuffersetzt und geladen.

4.1.4 Klonierung des Blunt-End-PCR-Produktes und Transformation in E. coli

Fur nachfolgende Klonierungen wurde der pJET1/blalning vector verwendet, mit
Ausnahme des GalOx-Gens (ohne Ausschleuserff.agraminearum.
17
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F. graminearum (ohne Ausschleuse-Sequenz): Klonierung in den $TRIunt-TOPG®-
Vektor

Die Klonierung der gereinigten PCR-Produkte in de@R® II-Blunt-TOPC’-Vektor
(Abbildung 7) erfolgte mittels Zero BIUAtTOPC® PCR Cloning Kit entsprechend den
Angaben des Herstellers. Es wurden 3 pL des aufggten PCR-Produktes und 0,25 pL des
Vektors fur den Ligationsansatz verwendet, welchanschlieBend 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Fir die Transforomatwurden 50 pL chemisch
kompetente Zellen (Library Efficien®yDH50 ") verwendet, der Hitzeschock dauerte 1 min
und wurde bei 42 °C durchgefihrt. Die Zellen wurdeih LB-Kan-Platten ausplattiert (50 pL
und etwa 200 pL) und tber Nacht bei 37 °C inkubiert

M13 Reverse priming site SFE promoter/priming site |
201 CACﬂ:RGGAR RCRGCTATGA i:ﬂr@é:fﬂc GCCRAGCﬂRT TTAGGTGACRE :TRTE%RRTR
!

GTIEYSTCCTT TGETCGATACT GETACTRATG CGGTTCGHTIA ARTCCACTET GATATOTTAT
Hs.‘ll !-ﬂ'll'l:l 1] .ﬂs,:l?'all Kpn II E-:'J'L’Blll Sa-:l BiimH | S'Diel
CTCRAGCTAT GCATCRAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCOGCCAGIGT
~~~~~ 7 ~TTCRE ACCH

GRGTTCGATRE CETRGTITCGR ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGECC GECOGETCACA

EcoR | Ecnl:»H | Psfl EcoRW

GCTGGAATTC GCCCTT LLGGGCGAATTCT GCRGATA
CGACCTTAAG CGGGRAA Blunt PCR Product TTCCCGCTTARGE CGTCTAT

Hlinrl Xhol Nsi| Xba Dz | .l'lpla | T7 premoteripriming site

(]
e - T P T

TCCATCACAC TGGECGECCECT TCGAGCATGC ATCTAGAGGEG CCCRATTCGC CCTATRGIGAR
AGGTAGTETG ACCECCGECE AGCTCETACE TAGATCTICCC GGEGTTAAGIG GGEATATCACT

M13 Forward (-20) priming site
- AE.'ITC#:I‘GG CCGTCGITTIT ."-_'iPACG'ICGT GRCTGGGRAR ACCCTGGECGT 476

TTRLGT]

~AREED

GACC GGCAGCRAAR THITGCRGCA CTGRCCCTTIT TGGGERCCGCTH

pCR"-Blunt II-

TOPO®
3519 bp

s fureueh

Abbildung 7: pCR ® lI-Blunt-TOPO ®-Vektor
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Klonierung in den pJET1/blunt cloning vector

Die Klonierung der gereinigten PCR-Produkte in g@&T1/blunt cloning Vektor (Abbildung
8) erfolgte mittels GeneJETPCR Cloning Kit entsprechend den Angaben des el

BspTl 142 Ecl136ll, Sacl 162

Nhel 146 //Hincll, Sall, Xmil 168

l Eco72l, Ppu2il 173

Bepi 19l 1a

sp Fagl 274

Bpil 229" pgel 2a1

~—_Bvel 330

_—__Alol 455
— Bst)l 466

Cspbl 2620

Bogl 2857
Cspél, Rsal 2620_
Scal, Tatl 2619__——

Pvul 2508 ——

Nsbl 2381 .
Isbl 2361 HindIll 750

BowCl, Bpul0l 843
- Mval1269] 848
—__Mssl 887

funl 1018
~~ BamHl 1023
b= Cfrol, Smal 1027
Apal, Bsp1201 1030
Pstl 1036
Ecod7lll 1040

Boll 2255
Gsul 2226 __
Cir10l 2221
Eco31l 2208_

Bfil 2186
Eam1105] 2136

podylinker 1

1284

BreAl 1734 /Gail 1659 \ BseYl 1552

Abbildung 8: pJET1/blunt cloning Vektor

Der Ligationsansatz ist in Tabelle 7 zusammengefass

Tabelle 7: Ligation mit pJET1/blunt cloning Vektor

10 pL 2 x Reaction Buffer

2 puL PCR-Produkt

1 pL pJET1/blunt cloning vector (50 ng/uL)

6 UL Nuclease-freies 1@

1 puL T4 DNA Ligase (5 U/ulL)

Die nachfolgenden Schritte wurden genauso durchgefiie zuvor bereits beschrieben, mit

einer Ausnahme: die Zellen wurden auf LB-Amp-Platesplattiert.
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4.1.5 Isolierung der Plasmid-DNA auskE. coli

Jeweils eine Kolonie wurde mit einem sterilen Zabciser gepickt, auf einer LB-Platte mit
entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und diefend wurde derselbe Zahnstocher in
3 mL entsprechendes Flissigmedium tberfuhrt. Ckaldation erfolgte Uber Nacht bei 37 °C
und 120 rpm. Die gesamte Biomasse wurde nach &fal§Vachstum abzentrifugiert und das
resultierende Pellet fir nachfolgende Miniprep-Reakverwendet.

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mittels Gute” Plasmid Miniprep Kit
entsprechend den Angaben des Herstellers, mit Ansealer moglichen GalOx-Gene (ohne

Ausschleuse-Sequenz) deasgraminearum undF. oxysporum.

GalOx-Gene ohne Ausschleuser &ugraminearum undF. oxysporum

Die Isolierung der Plasmid-DNA auE. coli Zellen erfolgt mit dem GeneJETPlasmid
Miniprep Kit entsprechend den Angaben des Herstelle

4.1.6 Verdau der Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EBtgpCR® II-Blunt-TOPC®) bzw.
Xhol (pJET1/blunt cloning vector) geschnitten, urasdvorhandensein des gewilnschten

Inserts zu Uberprifen.
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Der Pipettieransatz des Verdaus ist aus Tabeltsi8htlich und wurde fir etwa 3 h bei 37 °C
inkubiert. Anschlieend wurde eine Agarose-Geletgitiorese durchgefihrt und die
vermeintlich positiven Proben wurden von der Firkgowa (Berlin, D) sequenziert. Das
Zusammenfugen der Sequenzen der einzelnen Fragmen@esamtsequenz erfolgte mittels
Vector NTI 11 von Invitrogen. Anschlieend wurdee dINA- Sequenz mittels ,ExXPASy
Translate tool“ (http://www.expasy.ch/tools/dna.htnn die entsprechende Aminosaure-

Sequenz umgeschrieben.

Tabelle 8: Ansatz fur die Kontrollrestriktion

Komponenten Volumen
Plasmid 5uL
Restriktionsenzym 0,5puL
Puffer 3 uL
Autoklaviertes RO-Wasserauf 30 pL

4.1.7 Restriktionsanalyse

Fur die nachfolgende Umklonierung in den Expressiektor pET-21a von Novagen
(Abbildung 9) war es notwendig, geeignete Restildenzyme zu ermitteln. Aus diesem
Grunde wurden die isolierten Plasmide mit gangigestriktionsenzymen (Tabelle 9) verdaut
und mittels Vergleich der Restriktionskarte der gdigen Vektoren wurden
Restriktionsschnittstellen auf den jeweiligen GalGenen identifiziert. Parallel dazu wurde
einein silico- Analyse durchgeftihrt, welche es erlaubte potertigistriktionsschnittstellen

zu identifizieren.
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4.1.8 Dauerkultur

Um Dauerkulturen herzustellen, wurde jeweils eir@oiie steril in 3 mL entsprechendes
Medium (LB-Kan bzw. LB-Amp) uberfuhrt und Gber Nachei 25 °C unter Schitteln

inkubiert. Anschlieend wurden jeweils 500 pL ddiisBigkultur mit 500 pL sterilem

30 %-igen Glycerin in einem Cryordhrchen vermisahtjissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -70 °C aufbewabhrt.

4.2 Expression des GalOx-Gens ohne Ausschleuse-Sequeans F.

OXysporum

4.2.1 Expressionsversuche

Das Einfligen geeigneter Restriktionsschnittstedlewie die Umklonierung des GalOx-Gens
in den Expressionsvektor pET-21a, wurde von melkateginnen Regina Paukner und Erica
Durigon ausgefthrt, ebenso wie die TransformatiodenE. coli-Stamm BL21(DE3).

Es wurden zwei Plasmide designt: einer enthieltHlile Tag-Sequenz des Vektors, bei dem
anderen verhinderte das Stopp-Codon des GalOx-@ienExpression dieser Sequenz. Die
folgenden Versuche wurden mit Transformanten, weeldetzteres Plasmid trugen,

durchgefuhrt.

Induktion

Um die heterologe Genexpression zu optimieren, vwelsucht den besten Induktor (und
dessen notige Konzentration) zu ermitteln. Um diesealisieren wurde jeweils eine Kolonie
in 3 mL TB-Amp-Medium uberfuhrt und etwa 3-6 Stundbei 37 °C unter Schutteln

inkubiert. Sobald ein Wachstum der Zellen erkenniar, wurde auf vier verschiedene Arten
induziert (Tabelle 10). Als Negativ-Kontrolle diergine Flussigkultur, welcher kein Induktor

beigegeben wurde. Die Inkubation erfolgte bei 26b&r Nacht.
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Tabelle 10: Induktor fur die Genexpression

Induktor |[Endkonzentration
Laktose 0,5 %

IPTG 0,01 mM
IPTG 0,1 mM
IPTG 1mM

Der Aufschluss der Zellen erfolgte mithilfe des Hmgenisators Precellys 24. Das
Aufschlussprinzip berunt auf dem Zermahlen der Eramittels hochbeschleunigter
Glasktigelchen durch Schittelbewegungen. Nachdeneideelnen Kulturen abzentrifugiert
wurden (13,2 krpm; 2 min), wurden die resultieranéellets in 750 uL 50 mM KPP-Puffer
pH 8,0 resuspendiert. In den Homogenisierungs-Tuheden Glaskigelchen (Durchmesser
0,5 mm) eingewogen (Tube inklusive Glaskugelchdiiesein Gewicht von 1,9 g haben).
Jeweils 500 pL der resuspendierten Pellets wundlgHamogenisierungstubes* pipettiert und
2x 30 s bei 6000 rpm aufgeschlossen, wobei diedPratazwischen 5 min auf Eis gekuhlt
wurden. Anschlie3end wurden die Proben 10 min 5& 4nd 13,2 krpm abzentrifugiert und

die gewonnenen Uberstande fir die folgenden Akdisiests (siehe 4.2.2) verwendet.

Fur die Aktivitatsmessung wurden verschiedene Paranvariiert:

v Messung erfolgte ohne Cugkubation.

v Proben wurden vor der Aktivitdtsmessung zwei Starldag bei 4 °C unter Schitteln
mit CuSQ (Endkonzentration 0,4 mM) inkubiert.

v Proben wurden vor der Aktivitatsmessung zwei Stankdeng bei Raumtemperatur
unter Schiutteln mit CuS@Endkonzentration 0,4 mM) inkubiert.

v Als Negativkontrolle wurden die Proben ohne Zusaiz Galaktose gemessen.

Aufschluss der Zellen

Um die optimale Homogenisations-Methode zu findemrden verschiedene Parameter
getestet (Tabelle 11). Hierfir wurden transforngéeztellen in 30 mL TB-Amp-Medium
angeimpft, die Induktion erfolgte mit 0,5 %-iger Ktase. Gleichzeitig mit dem Induktor
wurde CuSQ@ (Endkonzentration: 0,4 mM) zugegeben; die Genesgioa erfolgte bei 25 °C
Uber Nacht. Von der Flussigkultur wurden 2 mL entneen und nach einem
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Zentrifugationsschritt (13,2 krpm; 2 min) wurde dasllet in 750 puL KPP-Puffer pH 8,0
resuspendiert.

Tabelle 11: Bedingungen bei der Homogenisation

Dauer des Schiittelintervalls | Anzahl der Schuttelirgrvalle
15s 1x
30s 1x
15s 2x (dazwischen 5 min auf Eis)
30s 2x (dazwischen 5 min auf Eis)

Nach dem Zellaufschluss wurden die Zellen abzemigit (10 min; 4 °C; 13,2 krpm), der

Aktivitatstest erfolgte mit den Uberstanden.

CuSQ-Konzentration

Die Aktivitatsbestimmung erforderte eine Inkubatidaer GalOx mit CuS® In vorherigen
Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass elepé&ratur wahrend der Inkubation eine
entscheidende Rolle spielt. Um die Inkubationshguiigen weiter zu optimieren, wurden
weitere Experimente durchgefuhrt. Zellwachstum &xgression erfolgten unter denselben

Bedingungen wie vorher bereits beschrieben. Die éfgenisation erfolgte unter jenen

Bedingungen, welche vorher die besten Ergebnistarten, d.h. 2x 15 s.

v Bei einem Versuch wurde Cug@Endkonzentration 0,4 mM) gemeinsam mit dem
Induktor zur FlUssigkultur zugegeben, wahrend bEianallelexperiment CuSCerst
nach dem Zellaufschluss zugegeben wurde und 2 hRiaeimtemperatur unter
Schitteln inkubiert wurde.

Fur die beiden folgenden Experimente wurde die Bisse in grol3erem Maldstab

angezichtet. Jeweils 20 mL einer Ubernachtkultuidem in 250 mL TB-Amp-Medium + 0,5

% Laktose uberfuhrt, wobei in einem Fall bereitsSCu (0,4 mM) im Medium vorhanden

war. Die resultierenden Pellets wurden in 50 mM KRFfer pH 8,0 resuspendiert, der

Aufschluss erfolgte wie oben bereits beschrieben.

v Um die optimale Dauer der Cu%Mkubation herauszufinden, wurden nach
unterschiedlichen Zeiten (5, 15, 30, 60, 90, 120)die Aktivitditen gemessen.

v Weiters wurden verschiedene CuSbnzentrationen (10; 3; 1; 0,3; 0,1; 0,03; 0,01
mM) wéahrend der Inkubation getestet.

25



Methoden

Medium

Es wurden zwei verschiedene Medien (doppelt-komestdes LB-Amp- bzw. TB-Amp-
Medium) ausgetestet, in denen die Transformanterchgen und das GalOx-Gen

exprimierten.

Puffer

Um eine moglichst hohe Enzymaktivitdt zu erlangenrden verschiedene Puffer (Tabelle
12) und —kombinationen fir die Homogenisierung b&ktivititsmessung getestet.

Tabelle 12: Puffer fir die Homogenisation und Aktiv  itatsmessung

Homogenisation Aktivitatsmessung
100 mM NaHPOy + 0,1 mM EDTA pH 7,0/ 100 mM NaifO,

50 mM KPP pH 8,0 + 0,1 mM EDTA 50 mM KPP pH 8,0
50 mM Bis-Tris pH 8,0 + 0,1 mM EDTA 50 mM Bis-TneH 8,0
20 mM Tris pH 8,0 + 0,1 mM EDTA 20 mM Tris pH 8,0

Weiters wurden 50 mM KPP-Puffer mit verschiedenkirvgerten (pH 6,0 - 6,5-7,0-7,5 -
8,0) getestet, welche in verschiedenen Kombinatiaale Homogenisationspuffer und Puffer

fur die Aktivitatsmessung eingesetzt wurden.
4.2.2 Bestimmung der Enzymaktivitat der GalOx

Die GalOx katalysiert die Oxidation von Galaktose Zalaktose-6-aldehyd unter
gleichzeitiger Reduktion von 0zu HO, (Abbildung 10). Das Enzym ,Horseradish
Peroxidase” wiederum katalysiert die Reduktion degor gebildeten kO, zu HO, wobei

ABTS-Diammoniumsalz als Elektronendonor fungiertasDresultierende ABTS-Radikal-
Kation besitzt ein charakteristisches Absorptiondmam bei einer Wellenlange von 420

nm.
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GalOx

(ralaktose 7T. Galaktose-G-aldehyd

Oz  HD:

Peroxidase

HaDp +2H" 7T‘ 2HLO

METS., ABTS',

Abbildung 10: Reaktionsschema des Galox-Aktivitatst ests (nach Paukner, 2008)

Die photometrische Messung wurde bei 30 °C durdiigéefdie Absorptionszunahme wurde
Uber einen Zeitraum von 180 s erfasst. Fiur dieiBesting der Aktivitdt wurden die

Lésungen entsprechend Tabelle 15 pipettiert. Detdwlteile der einzelnen Losungen sind in
Tabelle 13 und

Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 13: Peroxidaselésung (1420 U/mL)

Komponente Menge

Peroxidase (222 U/mg) 6,4 mg

50 mM KPP pH 6,5 1mL

(NH4)2.SOy 1M

Tabelle 14: ABTS-Reagenz

Komponente Menge
ABTS 14,7 mg
Peroxidaselosung 100 pL
RO-Wasser auf 2,5 mL

Tabelle 15: Pipettierschema des Aktivitatstests

Komponente Volumen
Probe 20 pL
ABTS Reagenz 90 puL
0,5 M Galaktose 20 pL
20 mM KH,PO, pH 7,0 870 pL
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Die Klvetten mit den einzelnen Reagenzien, mit Ahsme der Enzymlosung, wurden im
Wasserbad vorgewarmt. Die Enzymlosung wurde ergjegeben, nachdem die Kivetten
bereits im Photometer waren, um den Reaktionsvelland speziell den Reaktionsstart)

maoglichst genau erfassen zu kénnen.

4.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtesprechend der Methode nach Bradford
(Bradford, 1976). Die Bindung von Coomassie BnitidBlue an aromatische und basische
Aminosaurereste fuhrt zu einer Verschiebung deoAti®nsmaximums von 465 nm zu 595
nm. Mittels Vergleich mit einer Eichkurve, welchetBSA (Albumin aus Rinderserum) im
Konzentrationsbereich 0,1 bis 1,0 mg/mL erstelltrde, lassen sich Aussagen Uber die
Proteinkonzentration treffen (Pingoud & UrbankeQ7)

In der Praxis lasst sich dies durch Mischen von 20 einer entsprechend verdinnten
Proteinlosung mit 1 mL Bradford Reagenz realisiefdach einer 15-minttigen Inkubation

bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595gemessen.

4.4  |soelektrische Fokussierung

Diese Methode basiert auf der Trennung amphoterbst&nzen in einem elektrischen Feld,
unter Verwendung eines Spannungs- und pH-Gradiemt@schen den Elektroden. Die
Umgebung der Anode bildet das saure, jene der Kathias alkalische Ende. Dazwischen
liegt ein stabiler pH-Gradient, wofir ein pH-Beteigewahlt wird, in welchem die zu
trennenden Substanzen ihren isoelektrischen Puekitzen. Substanzen welche anfangs
unterhalb ihres isoelektrischen Punktes liegend siart positiv geladen und wandern zur
Kathode, wobei sich der pH-Wert ihrer Umgebung msgéa erhoht, bis er ihrem
isoelektrischen Punkt entspricht. Dann liegen $se Zavitterionen vor und tragen folglich
keine Nettoladung, was dazu fuhrt, dass die Bewggtioppt. Ferner werden Substanzen in
einem pH-Bereich oberhalb ihres isoelektrischenkRasnegativ geladen sein und zur Anode
wandern, bis sie ihren isoelektrischen Punkt enexicund folglich bewegungslos sind
(Wilson & Goulding, 1991).
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Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung (Preb&mmen 1 pL) wurde das Gel (PhastGel
IEF 3-9 von Amersham Biosciences) mit einer 50 mdbQ-Losung Uberschichtet und etwa
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur unter Schiittklibiert. Anschliel3end erfolgte eine

Inkubation mit ABTS-Reagenz, worauf eine leichteled@g bei ca. pH 10 sichtbar wurde.

4.5 Reinigung der GalOx ohne Ausschleuser aus. oxysporum
4.5.1 Fermentation - Erzeugung des Rohextrakts

Fur die Anzucht im Fermenter wurden 4,5 L Mediunoppelt-konzentriertes LB + Amp)
verwendet. Die Temperatur wurde auf 25 °C eingiestké Sauerstoffsattigung betrug 50 %.
Als Antischaummittel diente Antifoam 204 (Sigmaj)s anokulum wurden 250 mL einer
Ubernachtkultur verwendet. Die Fermentation wurdehn 18 Stunden abgebrochen, die
Biomasse wurde bei 6000x g 15 min lang (10 °C) abifagiert. Das entstandene Pellet
wurde in 20 mM KPP pH 7,0 resuspendiert und mittétsmogenisator (2 Durchgange)

aufgeschlossen

4.5.2 Vorversuche

Um die optimalen Reinigungsparameter (SaulenmétgrideWerte etc.) zu finden, wurden
verschiedene Versuche durchgefihrt.

Kationenaustauschchromatographie

Um jenen pH-Wert zu ermitteln, bei welchem das @&rmotam effizientesten an das
Séaulenmaterial bindet, wurden 100 pL S&ulenmatédM-Sepharose FF) mit 1 mL 50 mM
KPP pH 6,0 versetzt. Nach einer Inkubationszeit £amin folgte ein Zentrifugationsschritt
bei 13,2 krpm fiir 30 s, wonach der Uberstand veflevowurde. Diese Schritte wurden 9-mal
wiederholt. Selbiges wurde mit 50 mM KPP-Puffern®8 - 7,0 - 7,5 und 8,0 durchgeflhrt.
Anschliel3end wurde das Saulenmaterial Gber Nacht & mit 20 mM KPP-Puffer mit dem
entsprechenden pH-Wert inkubiert. Am nachsten Tdgtd ein Zentrifugationsschritt (13,2
krpm; 30s); der Uberstand wurde verworfen. Zu delé&material wurden jeweils 180 pL
20 mM KPP-Puffer mit dem entsprechenden pH-Wert 2@giL Uberstand des Rohextrakts
pipettiert. Darauf folgte eine 10-minutige Inkulatibei 1000 rpm und 25 °C. Anschlie3end
folgte erneut ein Zentrifugationsschritt (30 s;2LRrpm), der jeweilige Uberstand wurde 30
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min bei 1000 rpm und 25 °C mit Cu${Endkonzentration 1 mM) inkubiert und
anschlieBend fur die Bestimmung der Aktivitat vamdet. Fur die Aktivitatsmessung wurde
20 mM KPP-Puffer pH 7,0 verwendet.

Um den optimalen Elutions-Puffer zu ermitteln, wemdzu dem jeweiligen Saulenmaterial 20
mM KPP + 2 M NaCl mit dem entsprechenden pH-Wet.(gH 6,0- 6,5- 7,0- 7,5 bzw. 8,0)
zugegeben. Nach einer 10-minitigen Inkubation b@001rpm und 25 °C folgte ein

Zentrifugationsschritt (13,2 krpm; 30 s). Der Utiersl wurde erneut mit CuS0

(Endkonzentration 1 mM) inkubiert und anschliel3eitid die Aktivititsmessung und

Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet.

Ammonsulfatfdllung und Hydrophobe Interaktionschatographie

Es wurden verschiedene Mengen an Ammoniumsulfag¢stet um herauszufinden bei
welcher Sattigung (in %) das Protein am optimalsganeinigt wird. Hierfir wurden
entsprechende Mengen Ammoniumsulfat eingewogenminhgeweils 250 puL Uberstand des
Rohextrakts versetzt. Nach einer 30-minitigen lalam auf Eis erfolgte ein
Zentrifugationsschritt (10 min; 4 °C; 13,2 krpm)pmach der Uberstand mit CuS@kubiert

wurde und einem Aktivitatstest unterzogen wurdes Ballet wurde in 250 pL 20 mM KPP-
Puffer pH 7,0 resuspendiert und ebenfalls, nacherei@uSQ-Inkubation, fiur den

Aktivitatstest verwendet.

Fur die folgende HIC wurden verschiedene Parametgiiert, welche in Tabelle 16
aufgelistet sind. Als Saulenmaterial diente PheBgipharosé High Performance, das

Séaulenvolumen betrug 1 mL.

Tabelle 16: Puffer fiir Proteinreinigung mittels HIC

Puffer A 50 mM KPP+30 % Ammoniumsulfat pH 7,0
50 mM KPP+20 % Ammoniumsulfat pH 7,0

PufferB 50 mM KPP pH 7,0

Probe 500 pL Protein, welches mit 20 % Ammoniunagwgefallt wurde
500 pL Protein, welches mit 30 % Ammoniumsulfaégewurde

Die Proben wurden jeweils mit 500 puL entsprechen@erffier A geladen; der Durchfluss fur
anschlielBende photometrische Messungen aufbevizibrElution erfolgte mit 100 % Puffer
B.
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4.5.3 Proteinreinigung ohne His-Tag

Ammonsulfatféllung und HIC (Hydrophobic Interacti@mromatography)

Die Prazipitation von Makromolekiilen aus ihren wiggn Losungen mittels anorganischen
Salzen beruht auf der Veranderung der Hydrathilliemoniumsulfat wird aufgrund seiner
guten Loslichkeit und der stabilisierenden Wirkuagf die biologische Aktivitat vieler

Proteine am haufigsten eingesetzt (Sternbach, 1991)

Bei der HIC wird die Tatsache ausgeniitzt, dassePm®tmeist aus Aminosauren aufgebaut
sind, welche hydrophobe Seitenketten besitzen. Dilnce Zusammenlagerung entstehen
hydrophobe Bereiche, welche spezifisch mit einedeean Molekul interagieren (Sternbach,
1991).

Die Ammonsulfatfallung erfolgte bei 20 % Sattiguiiber Nacht bei 4 °C. Nach einem
Zentrifugationsschritt wurden 500 pL auf die HICu®A (Phenyl Sepharo$eHP 1 mL)
geladen. Die Reinigungsparameter sind in Tabelle ZlisBammengefasst. Nach der
Aufreinigung wurden Aliquote der gesammelten Fiakéin mit CuS@inkubiert (30 min; 25
°C; 1000 rpm) und anschlieRend Aktivitatsmessurgygechgefuhrt. Die Fraktionen mit den
hdchsten Aktivitatswerten wurden vereinigt und Aldivitat sowie die Proteinkonzentration

bestimmt.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Reinigungsparameter (HIC)

Flussrate 0,3 mL/min

Fraktionsvolumenl mL

Gradient 0-100 % Puffer B in 10 mL

Puffer A 50 mM KPP + 20 % (NhSO, pH 7,0
Puffer B 50 mM KPP pH 7,0

Kationenaustauschchromatographie

Das Prinzip der IEC (,lon-Exchange Chromatographygruht darauf, dass geladene
Gruppen auf der Proteinoberflache mit entgegengesgéladenen Gruppen auf der

Oberflache des lonenaustauschermediums wechsehwirke
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Kationenaustauscher tragen negativ geladene Gruppelche positiv geladene Gruppen
anziehen koénnen. Diese Austauscher werden aucle $anenaustauscher genannt, da ihre
negativen Ladungen aus der Protolyse saurer Grupgreiadhren (Wilson & Goulding, 1991).

Vor dem Beladen der Saule wurde die Probe mitt€@sViRasser tiber Nacht dialysiert. Nach
einem Zentrifugationsschritt (2 min; 4 °C; 13,2 tkjpwurden 500 pL Probe auf die Saule
(HiTrap© 1 mL Capto S) geladen. Die Reinigungsparameter sind in Tabdl8

zusammengefasst. Die weiteren Schritte waren isnden zuvor bereits beschriebenen.

Tabelle 18: Zusammenfassung der Reinigungsparameter (IEC)

Flussrate 0,3 mL/min

Fraktionsvolumen 1 mL

Gradient 0-100 % Puffer B in 10 mL
Puffer A 5 mM KHPO, pH 5,0

Puffer B 50 mM KHPQO, + 1 M NaCl pH 5,0

Nach erfolgter chromatographischer Auftrennung wardliquote der einzelnen Fraktionen

mit CuSQ inkubiert und fur die Aktivitaitsmessung herangesug
4.5.4 Proteinreinigung mit His-Tag

Erzeugung des Rohextrakts

Die Transformanten (BL21(DE3)), welche den pET-2Aktor inklusive des GalOx-Gens
aus F. oxysporum (ohne Ausschleuse-Sequenz) mit anschlieRenderTatjsSequenz
enthielten, wurden freundlicherweise von meinenléphnen Regina Paukner und Erica

Durigon zur Verfigung gestellt.

Fur die Vorkultur wurde eine Kolonie in 30 mL Mediu(doppelt-konzentriertes LB-Amp)
angeimpft und 4-6 h lang bei 37 °C und 120 rpm bi&d. AnschlieRend wurde die gesamte
Kultur in 300 mL Medium Uberfuhrt und solange bebtibis die Olgy einen Wert zwischen
0,4-0,6 erreicht hatte. Danach erfolgte die Zugddrel aktose; die Genexpression erfolgte bei
25 °C Uber Nacht bei 110 rpm. Nach einem Zentrifiogaschritt (6000 rpm; 20 min; 15 °C)
wurde das Pellet in 20 mM KIRQOy-Puffer pH 7,0 resuspendiert und nach einer Lysezym
Behandlung (1 mg Lysozym pro mL resuspendiertele80 min; 37 °C) mittels Ultraschall

aufgeschlossen (3 mal 1 min aufschlieRen, dazwiséhmin auf Eis). Anschliel3end wurde
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die Biomasse abzentrifugiert (Ultrazentrifuge; 300pm; 30 min; 4 °C) und der Uberstand

fur die Proteinreinigung herangezogen.

Immobilisierte Metallionen AffinitdtschromatograghilMAC)

Das Prinzip der IMAC beruht auf der Bindung von tBmen, welche in geeigneter
Anordnung mehrere Histidin- oder Cysteinreste dtgha an Saulen die Metallchelate
kovalent gebunden haben. Im speziellen Fall wurdiee eNi-Chelatchromatographie
verwendet, die dazu dient rekombinante ProteinézheeN- oder C-terminal mit einem His
Tag fusioniert sind, mittels Affinitatschromatoghag zu reinigen. Auf der verwendeten Séaule
ist Ni** durch Nitriloessigsaure-Reste gebunden und karnzmei Histidin-Resten des
Proteins im Austausch gegen Wasser interagierene HEiution erfolgt mittels
Imidazolgradienten (Pingoud & Urbanke, 1997).

Tabelle 19: Zusammenfassung der Reinigungsparameter (IMAC)

Flussrate 0,3 mL/min

Fraktionsvolumenl mL

Gradient 0-100 % Puffer B in 10 mL

Puffer A 20 mM KHPQ, + 500 mM NaCl pH 7,0

Puffer B 20 mM KHPO,+ 1 M NaCl + 1 M Imidazol pH 7,0

Es wurden 5 mL Rohextrakt auf die Saule (HisTré&r crude 1 mL) geladen. Nach erfolgter
Auftrennung wurden Aliquote der einzelnen Fraktiorener CuS@Inkubation unterzogen

und fur einen nachfolgenden Aktivitatstest verweéndgie Fraktionen mit der hdchsten
Aktivitat wurden gepoolt und ebenfalls einem Akti#tstest unterzogen sowie auf den

Proteingehalt getestet. Die Reinigungsparameterisiabelle 19zusammengefasst.
4.5.5 SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-(SDS-) Polyacrylamid-Geldfrophorese dient zur Trennung von
Proteingemischen und Bestimmung der MolekulargewwicBDS, ein anionisches Detergens,
bewirkt die Auflosung von Sekundéar- und Terti&rktanen im Protein, die Aufspaltung von
Wasserstoffbrickenbindungen, die Aufhebung hydrbphdNechselwirkungen, sowie die
Uberdeckung von Ladungsunterschieden. Durch dieagerlng von SDS-Molekiilen
entstehen lang-gestreckte SDS-Protein-Micellenwdibrend der Elektrophorese zur Anode

wandern.
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Die Erfolge der einzelnen Reinigungsschritte wurdetiels SDS-PAGE (Zusammensetzung
der Gele: Tabelle 20) uberprift. Hierfur wurdenqote der jeweils besten Fraktion mit
Laemmli-Puffer versetzt und fur 3 min auf 99 °Cieaty wobei dag3-Mercaptoethanol zum

Aufbrechen von Disulfidbricken fuhrt.

Tabelle 20: Zusammensetzung eines SDS-Gels

Trenngel (10 %) Sammelgel (5 %)
H.O 4,8 mL 3,4 mL
30 % Acrylamid-Bis 3,96 mL 0,83 mL
1,5M Tris pH 8,8 3,0 mL
1,0 M Tris pH 6,8 0,63 mL
10 % SDS 0,12 mL 50 pL
10 % APS 0,12 mL 50 pL
TEMED 4,8 puL 5puL

Als Massenstandard wurde Precision Plus Protedual Color Standard von BIORAD
(Abbildung 11) verwendet, das Gel wurde nach etésl@lektrophoretischer Trennung mit

Coomassie-Blau gefarbt.

— 250 KD

Abbildung 11: Precision Plus Protein " Dual Color Standard (BIORAD)
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse beziehen sich hauptsachlich auGdi©x ohne Ausschleuse-Sequenz Rus

OXySpOr um.

5.1 Klonierung von Galaktose bzw. Glyoxal Oxidase Genen

5.1.1 Isolierung der gDNA aus unterschiedlichen Organisme

Um den Erfolg der jeweiligen Methode zu Uberprifenyden 5 pL der isolierten DNA mit
entsprechender Menge 6x MassRuler™ DNA loading (Rgmentas) versetzt und auf ein
0,8 %-iges Agarosegel geladen. Als Langenstandardiem 5 pL GeneRulér100 bp Plus
DNA Ladder (Abbildung 12) bzw. MassRuleDNA Ladder Mix (Abbildung 13) verwendet.

bp b
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Abbildung 12: GeneRuler ™ 100 bp Plus Abbildung 13: MassRuler " DNA Ladder Mix
DNA Ladder (Fermentas) (Fermentas)
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Isolierung der gDNA auBE. oxysporum

Um den Erfolg der Methode zu Uberprifen, wurdenL5dgr isolierten DNA mit 2 puL 6x
Jloading dye“ versetzt und auf ein 0,8 %-iges Agmgel geladen (Abbildung 14). Als
Langenstandard wurden 5 pL GeneRUlet00 bp Plus DNA Ladder (Abbildung 12)

verwendet.

lane 1: GeneRuler100 bp Plus DNA Ladder
lane 6: 1. Elution

lane 7: 2. Elution

Abbildung 14: Isolierte gDNA aus  F. oxysporum

Fur die nachfolgende PCR-Reaktion wurde jene gDN#&Fa oxysporum verwendet, welche

auf lane 6 sichtbar ist. Diese Bande spiegelt PN& wieder, welche mittels erster Elution
gewonnen wurde. Lane 7 zeigt jene DNA, welche ristzweiten Elution gewonnen wurde.
Die untere Bande auf dem Foto zeigt die RNA, welafeht vollstandig von der RNase

abgebaut wurde.

Isolierung der gDNA auE. sambucinum

Lane 9 zeigt die Ausbeute der gDNA Isolierung Busambucinum (Abbildung 15).

lane 1: MassRuler DNA Ladder Mix (Abbildung 13)

lane 9:F. sambucinum gDNA

Abbildung 15: Isolierte gDNA aus  F. sambucinum
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Der erste Schritt dieser Arbeit bestand darin gascime DNA aus den unterschiedlichen
Pilzen zu isolieren. Dies erwies sich als relatbhvgierig, da unterschiedliche Methoden
unterschiedlich gut flr die verschiedenen Organmsrgeeignet waren. Die jeweils beste
Methode flr die Isolierung der gDNA ist aus Tabe@lleersichtlich.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Methoden zur gDNA-I  solierung

Organismus Methode um die gDNA zu isolieren

F. oxysporum Wizard® SV Genomic DNA Purification System

F.graminearum |Wizard® SV Genomic DNA Purification System

F. sambucinum | Phenol-Chloroform-Extraktion (hach Chomczynski &c8a, 1987)

A. terreus Wizard® SV Genomic DNA Purification System
N. crassa "Rapid Mini-Preparation of Fungal DNA for PCR" (L&tial., 2000)
B. cinerea Wizard® SV Genomic DNA Purification System

P. chrysosporium | Phenol-Chloroform-Extraktion (nach Chomczynski &c8a, 1987)

5.1.2 Amplifizierung der Galaktose bzw. Glyoxal Oxidase @ne

Amplifizierung des GalOx Gens (ohne AusschleusedSpg) au$. oxysporum

Die gesamten PCR-Produkte (25 pL) wurden mit jenw®iliL 6x ,loading dye* versetzt und
auf ein 0,8 %-iges Agarosegel geladen (Abbildunyy Bs Langenstandard wurden 5 pL
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Abbildung 12) aufgetragen.

lane 1: GeneRuler100 bp Plus DNA Ladder
lane 3: 1. Elution unverdinnt als Template
2000 bp lane 4: 1. Elution 1:10-verdinnt als Template

lane 5: 1. Elution 1:100-verdinnt als Template

Abbildung 16: Amplifikation des GalOx-Gens ohne Aus schleuse-Sequenz aus F. oxysporum

Da nach der Aufreinigung der DNA aus dem Gel relaiel DNA verloren ging, wurde die
PCR-Reaktion unter denselben Bedingungen wiederiatbei als Template die 1:10-
verdiunnte gDNA (nach 1. Elutionsschritt; lane 4¢rde. Es wurden funf idente Ansatze

verwendet, welche nach erfolgter PCR-Reaktion nénend gemeinsam auf ein 0,8 %-iges
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Agarosegel geladen wurden. Anschliel3end wurde wiispeechende Bande ausgeschnitten,

aufgereinigt und als Insert fur eine nachfolgendanierung verwendet.

Amplifizierung des GalOx Gens (inklusive AusschielBequenz) aus. oxysporum

lane 1: MassRuler DNA Ladder Mix
lane 5: 2.Elution unverdinnt als Template

lane 6: 2. Elution 1:10-verdinnt als Template

Abbildung 17: Amplifikation des GalOx-Gens inkl. Au sschleuse-Sequenz aus F. oxysporum

Die DNA-Banden mit den entsprechenden GréR3en sidbbildung 17 gekennzeichnet.

Amplifizierung des GalOx Gens (ohne Ausschleused€pen) aus. sambucinum

lane 1: unverdinnte gDNA als Template
2000 bp lane 2: 1:10-verdiinnte gDNA als Template
lane 4: MassRulér DNA Ladder Mix

Abbildung 18: Amplifikation des GalOx-Gens ohne Aus schleuse-Sequenz aus F. sambucinum

Die DNA-Banden bei der entsprechenden Grof3e (c&b)2wurden ausgeschnitten und

gemeinsam aufgereinigt.
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Amplifizierung des GalOx Gens (inklusive AusschielBequenz) aus. sambucinum

lane 1: MassRuler DNA Ladder Mix
lane 7: unverdinnte gDNA als Template

lane 8: 1:10-verdiinnte gDNA als Template

Abbildung 19: Amplifikation des GalOx-Gens inkl. Au sschleuse-Sequenz aus F. sambucinum

Die DNA-Banden mit den entsprechenden GréRen sidbbildung 19 gekennzeichnet.

5.2 Sequenzierung der Galaktose bzw. Glyoxal Oxidase Ge

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung peweiligen PCR- Produkte wurden die
entsprechenden Banden aus dem Gel ausgeschnitlemittels Wizar® SV Gel and PCR
Clean-Up System aufgereinigt. Um den Erfolg derr@imigung zu kontrollieren, wurden 5
ML gereinigte DNA mit 2 puL 6x ,loading dye“ versetand erneut auf ein 0,8 %-iges
Agarosegel geladen. Im Anschluss daran erfolgte.idjation in entsprechende Vektoren mit
anschlieBender Transformation in kompetente @B5coli Zellen.

5.2.1 Kontrollrestriktion nach Isolierung der Plasmid-DNA

Nach der Transformation wurden jeweils drei bis \E#nzelkolonien gepickt und in 3 mL
entsprechendem Medium inkubiert. Am nachsten Tégigte die Isolierung der Plasmid-
DNA. Zur Kontrolle der Plasmid-Isolierung, sowierdgestriktion wurden jeweils 5 puL der
verdauten Plasmide mit 2 pL 6x ,loading dye" vexseind auf ein 0,8 %-iges Agarosegel
geladen. Dadurch konnte Uberprift werden, ob déttdreein Insert mit entsprechender
Grolie enthalt.

39



Ergebnisse und Diskussion

GalOx Gen (ohne Ausschleuse-Sequenz) in pJET1/blaning vector auf. oxysporum

i ]
o

3000 bp 1 lane 1: GeneRuler100 bp Plus DNA Ladder

lane 5: GalOx-Gen ausF. oxysporum in

pJET1/blunt cloning vector geschnitten mit Xhol

Abbildung 20: Kontrollrestriktion
Leider zeigt der GroRenstandard keine Bande bed B@0Abbildung 20). Aus diesem Grund
konnte nur angenommen werden, dass Vektor undtleser dieser GrofRe entsprechen.

Nach der Sequenzierung wurde allerdings bestélagls der Vektor das GalOx-Gen enthielt.

GalOx Gen (inklusive Ausschleuse-Sequenz) in pJBuidf cloning vector aul. oxysporum

lane 1: MassRuler DNA Ladder Mix

5000 bp lane 5: GalOx-Gen ausF. oxysporum in

pJET1/blunt cloning vector geschnitten mit Xhol

Abbildung 21: Kontrollrestriktion
Das gesuchte Konstrukt sollte eine DNA-Bande beiaeb170 bp zeigen. Mithilfe des
GroRRenstandards konnte gezeigt werden, dass déon&gk Insert mit etwa 2000 bp enthielt

(Abbildung 21). Auch hier wurde mittels Sequenzmgyubestatigt, dass die Klonierung
erfolgreich war.

40



Ergebnisse und Diskussion

5.2.2 Restriktionsanalyse

Die Ergebnisse beziehen sich auf das GalOx Gen e(oAnosschleuse-Sequenz) im
pJET1/blunt cloning vector. Es wurden jeweils 5 gér verdauten Plasmide mit 2 pL 6x
Jloading dye“ versetzt und auf ein 0,8 %-iges Agagel geladen (Abbildung 22). Als

Negativkontrolle diente der unverdaute Vektor.

Lane 1: MassRuler DNA Ladder Mix
Lane 2: Negativkontrolle

Lane 3: Plasmid geschnitten mit BamHI
Lane 4: Plasmid geschnitten mit Hindlll
Lane 5: Plasmid geschnitten mit Ncol
Lane 6: Plasmid geschnitten mit Ndel

Lane 8: Plasmid geschnitten mit Not |

Lane 9: Plasmid geschnitten mit Sall
Abbildung 22: Restriktionsanalyse fur das Auffinden geeigneter Schnittstellen

Anhand dieser Abbildung (Abbildung 22) lassen salgende Aussagen treffen: Die Enzyme
Hindlll, Ncol, Notl und Sall schneiden einmal inhalb des Vektors. BamHI schneidet
einmal innerhalb des Vektors sowie einmal innerfikb Insert. Das Restriktionsenzym Ndel
findet weder im Vektor, noch im Insert eine entspende Erkennungssequenz.

Abbildung 23. Verdau mit Nhel

Die Restriktionsendonuklease Nhel schneidet einnmarhalb des Vektors (Abbildung 23).
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Aufgrund dieser Restriktionsanalyse wurden geemigkennungsstellen fir Ndel und Sall
mittels PCR-Reaktionen an den jeweiligen Gen-Eneiagefiigt um die Umklonierung in

einen Expressionsvektor zu realisieren.

5.3 Expression des GalOx-Gens ohne Ausschleuser vBnoxysporum
5.3.1 Expressionsversuche

Induktion

Fand keine Inkubation mit Cug®tatt, konnte keinerlei Aktivitat erfasst werden.

Tabelle 22 zeigt, dass Laktose als Induktor digdmesktivitaten lieferte. Weiters konnte
gezeigt werden, dass die Enzymaktivitat groRer veenn die CuS@Inkubation bei

Raumtemperatur durchgefiihrt wurde.

Tabelle 22: Induktionsversuche zur Verbesserung der Ausbeute an rekombinanter GalOx

Induktor g&ggitijoer; Lnltc Ibnekiu2b5a£|8n mit CuSO. Negativkontrolle
Blank 0,08 U/mL 0,11 U/mL 0 U/mL

0,5 % Laktose | 0,41 U/mL 0,52 U/mL 0 U/mL

0,01 MM IPTG | 0,14 U/mL 0,18 U/mL 0 U/mL

0,1 mMIPTG | 0,07 U/mL 0,08 U/mL 0 U/mL

1 mMIPTG 0,01 U/mL 0,02 U/mL 0 U/mL

Ein moglicher Grund fur die geringen Aktivitdtswekonnte sein, dass das Gen vermehrt in
seiner inaktiven, stabilen Form exprimiert wird.hther die eingesetzte IPTG-Konzentration
ist, desto niedriger ist die gemessene Aktivitaer Grund dafir liegt darin, dass bei

Uberexpression des GalOx-Gens vermehrt ,Inclusiodi&"* gebildet werden.
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Aufschluss der Zellen

Bei der Homogenisation kleiner Volumina mittels gBellys 24“ konnte festgestellt werden,
dass ein Schuttelintervall mit einer Dauer von 1&eatlich bessere Ergebnisse lieferte, als

jenes mit einer Dauer von 30 s (Tabelle 23).

Tabelle 23: Versuche zur Optimierung des Zellaufsch  lusses

Homogenisation| Aktivitat (U/mL)
1x 15 s 0,23

1x30s 0,09

2x15s 0,3

2x30s 0

Die geringen Aktivitatswerte nach einem 30-seklUedigHomogenisations-Zyklus sind
wahrscheinlich darauf zurlckzufihren, dass die dttet durch die eingetragene Energie

teilweise denaturieren.

CuSQ-Konzentration

Tabelle 24 zeigt, dass grol3ere Aktivitatswerte ge@e werden konnten, wenn die CySO
Zugabe nachtraglich erfolgte und lasst erneut erendass Laktose den optimalen Induktor
darstellt. Die CuS@Endkonzentration betrug 0,4 mM.

Tabelle 24: Optimierungsversuche zur Steigerung der Enzymaktivitat |

CuSOy- gleichzeitig mit Induktor- CuSO4-Zugabe
Zugabe nachtraglich
Blank 0 U/mL 0,05 U/mL
0,01 mM IPTG 0 U/mL 0,08 U/mL
0,1 mM IPTG 0 U/mL 0,15 U/mL
1 mM IPTG 0 U/mL 0,24 U/mL
0,5 % Laktose 0,30 U/mL 5,44 U/mL

Erfolgt die CuSQ@Zugabe zu frih, hat das Schwermetall ausreichertkg8nheit sein

cytotoxisches Potential zu entfalten.
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Anhand der gemessenen Werte konnte gezeigt weddss,eine Inkubationszeit von 30 min

nicht unterschritten werden sollte (Tabelle 25)t Mrtlaufender Dauer veranderten sich die

Werte nicht mehr signifikant. Die Cug®onzentration betrug 0,4 mM.

Tabelle 25: Optimierungsversuche zur Steigerung der Enzymaktivitat Il

Dauer der CuSQy-Inkubation (min) [Aktivitat (U/mL)
5 0,19
15 1,36
30 1,84
60 1,77
90 1,9
120 1,56

Anhand der folgenden Tabelle 26 ist zu erkenness éme CuSgEKonzentration von 1 mM

wéahrend der Inkubation die hochsten Aktivitdtswéidferte.

Tabelle 26: Auffinden der geeigneten CuSO4-Konzentr  ation

CuSO4-Konz. (mM) | Aktivitat (U/mL)
10 3,3

3 4,37

1 5,01

0,4 0,15

0,3 0,01

0,1 0,01

0,03 0,05

0,01 0,04

Medium

Bei der Verwendung von TB-Amp-Medium wurde eine igi#t von 3,13 U/mL gemessen,
beim Gebrauch von doppelt-konzentriertem-LB-Amp-Med betrug die Aktivitat 4,16

U/mL. Der Grund dafur ist, dass in letzterem Mediomahr Biomasse produziert wird und in

Folge verstarkte Genexpression stattfindet.
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Puffer
Die Aktivitat erreichte einen Hochstwert bei demWendung folgender Pufferkombination:
* Homogenisationspuffer: 2100 mM NaPO, + 0,1 mM EDTA pH 7,0
» Puffer fur die Aktivitditsmessung: 50 mM KPP pH 8,0.
Bei weiteren Experimenten konnte gezeigt werdess d&@® mM KPP-Puffer mit einem pH-
Wert von 7,0 ebenfalls hohe Aktivitaten lieferte.

5.4 Reinigung der GalOx ohne Ausschleuser aus. oxysporum
5.4.1 Vorversuche

Kationenaustauschchromatographie

Da bei der Verwendung des Puffers mit einem pH-Wert 6,0 der geringste Aktivitatswert
gemessen wurde, lasst dies darauf schlie3en, dasgidr Bindung an das Saulenmaterial am
effizientesten war. Weiters konnte gezeigt werddass die Elution bei pH 6,0 die besten

Aktivitdtswerte lieferte.

Ammonsulfatfdllung und Hydrophobe Interaktionschatographie

Nach erfolgter Ammonsulfatfallung wies jener Ubarst die hochste Aktivitat (13,4 U/mL)

auf, welcher einer 20 %-igen Sattigung ausgesedrt e Proteinkonzentration betrug 12,5
mg/mL. Bei der Aktivitatsmessung der resuspendierRellets lieferte eine 60 %-ige

Sattigung den héchsten Wert (17,5 U/mL). Die Pritenzentration betrug 9,5 mg/mL.

Nach erfolgter HIC wurden Durchfluss und eluiertéotein auf Aktivitdt und

Proteinkonzentration getestet. Die Ergebnisseisiidbelle 27 zusammengefasst.

Tabelle 27: Auffinden geeigneter Reinigungsparamete  r

20 % Ammonsulfat-Fallung A(‘lfjt/'\r/r']tst Protem(—:;g/nnzi;l tration
Durchfluss 0 0,17
eluiertes Protein 1,24 0,36
30 % Ammonsulfat-Fallung
Durchfluss 0 0,15
eluiertes Protein 1,16 0,39
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5.4.2 Proteinreinigung ohne His-Tag

Ammonsulfatféllung und HIC (Hydrophobic Interacti@mromatography)

Die Reinigungsdaten sind in Tabelle 28 zusammensgefa

Tabelle 28: Reinigungsschema rekombinanter GalOx oh  ne His-Tag

Gesamt-| Gesamt- | Spezifischg » oo e

Reinigungsstufg Protein [ Aktivitat | Aktivitat Reinigungsfaktor
[mg] [U] [U/mg] [%0]

Rohextrakt 4,93 19,16 3,89 100 1

HIC 0,75 9,98 13,31 52,1 3,43

Mittels Ammonsulfatfallung und HIC konnte die sdesghe Aktivitdt von 3,89 U/mg auf
13,31 U/mg erhoht werden. Die Ausbeute betrug eé®a%, der Reinigungsfaktor 3,43.
Leider war die Bindung des Proteins an die Saubdtnsehr erfolgreich, da relativ hohe
Aktivitaten im Durchfluss gemessen wurden. Der \dersdie spezifische Aktivitat mittels
IEC weiter zu erht6hen scheiterte, da die Bindung d&oteins an das verwendete

Saulenmaterial sehr ineffizient war.

Es wurde ebenfalls versucht den Rohextrakt mitie{S zu reinigen, doch diese Methode
erwies sich als wenig erfolgreich. Der hdchste Wkitswert konnte im Durchfluss gemessen
werden, was darauf schlieBen lasst, dass das Enmymh an das Saulenmaterial binden
konnte. Auch der Versuch die pH-Werte der Puffev.bdie Salzkonzentrationen zu variieren
konnte die Proteinreinigung nicht verbessern. TlabE8 spiegelt jene Reinigungsparameter
wider, welche die besten Ergebnisse lieferten, daath hier befand sich das meiste Protein
im Durchfluss.

Der isoelektrische Punkt des fiur die Untersuchungawendeten Enzyms lag bei ca. pH 10.
Somit hatte das Enzym bei den gewdahlten Paramatedas Saulenmaterial binden mussen.
Da die Proteinkonzentration in den Fraktionen zungewar konnte keine SDS PAGE
durchgefuhrt werden. Fur weitere Aufreinigungsvehsumissen andere Chromatographie-
Bedingungen gewahlt werden.

5.4.3 Proteinreinigung mit His-Tag
Da das ,Taggen“ von Proteinen zu Konformationsamagen bzw. sonstigen Anderungen in

der Proteinstruktur fihren kann, wurden die er&tersuche ohne His-Tag gemacht. Da die
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Reinigung allerdings nicht den Erwartungen entdpraairde das Stopp-Codon des GalOx-

Gens entfernt, um ein Fusionsprotein mit C-tern@maHis-Tag zu kreieren.

Immobilisierte Metallionen AffinitdtschromatograghilMAC)

Die Reinigungsdaten sind in Tabelle 29 zusammesgefa

Tabelle 29: Daten der Reinigung mittels IMAC

Gesamt [Gesamt- [speaffische [ e e

Reinigungsstufe Protein Aktivitat Aktivitat Reinigungsfaktor
[mg] [U] [U/mg] [%]

Rohextrakt 55,22 13 0,23 100 1

IMAC 0,69 4,34 6,27 33,38 27,26

Die spezifische Aktivitat betrug vor der Reinigud@3 U/mg und konnte mittels IMAC auf
6,27 U/mg erhoht werden. Die Ausbeute betrug et8véo3der Reinigungsfaktor 27,26.

U/ml

Fraktion

Abbildung 24: Reinigung der rekombinanten GalOx mit tels IMAC

Abbildung 24 zeigt den Verlauf der Reinigung m#téMAC. Die Fraktionen 8, 9 und 10
wurden gepoolt und ein Aliquot wurde fur eine SDS3E-Analyse verwendet. Diese zeigte,

dass die Proteinreinigung effizient war, da nurmeime Bande am Gel sichtbar war.
5.4.4 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE-Analyse lieferte kaum verwertbare Brgese, da die einzelnen Banden nur

sehr schwach und kaum sichtbar waren. Zusammemsgjefaan gesagt werden, dass die
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IMAC die Reinigungsmethode war, nach welcher nuchneine Bande zu sehen war und

daher die grof3te Spezifitat aufwies.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte versucht wer@alaktose- bzw. Glyoxal-Oxidase-
Gene aus verschiedenen Organismen zu klonierertel&¥eiele waren die Expression eines
GalOx-Gens irE. coli und die anschlielBende Reinigung des Proteins sitiischiedener

Techniken.

Um diese Vorgaben zu realisieren mussten zunaechstrdsprechenden Pilze kultiviert und
die genomische DNA isoliert werden. Hierflr wurdesrschiedenen Methoden getestet um

ausreichend Ausgangsmaterial fir nachfolgende PE&ktidnen zu erhalten.

Um die Gene amplifizieren zu kénnen wurden in deg® ,perfect match“-Primer designt,
welche auf Eintragen in entsprechenden Datenba(kabelle 30) basierten. Im Falle des
GalOx-Gens ausF. sambucinum wurden degenerierte Primer verwendet, welche auf
Sequenzen verwandter Organismen beruhten (AcceNsiomer: FGSG_11032.3 / M86819 /
FOXG_09956.2 / FVEG_08555.3).

Tabelle 30: In silico Analyse

Accession Number

Datenbank

F. oxysporum

FOXG_09956.2

Broad Institute

F. graminearum

FGSG_11032.3

Broad Institute

F. sambucinum

A. terreus ATEG_06260.2 Broad Institute
N. crassa NCU09209.3 Broad Institute
B. cinerea AJ557245 NCBI GenBank
P. chrysosporium |L47286 NCBI GenBank

Die amplifizierten Gensequenzen dienten in weitdfetge als Inserts fur ,blunt-end“-
Vektoren. Nach erfolgter Transformation B coli, anschlieBender Isolierung der Plasmide
und Sequenzanalyse konnte bestatigt werden, dassclestatsachlich um GalOx- bzw.
GlyOx-Gene aus den oben genannten Organismen t@ndel

In weiterer Folge wurde versucht das GalOx-Gen Rugxysporum ohne Ausschleuse-
Sequenz irk. coli zu exprimieren. Dieser Organismus wurde aus demndgewahlt, da er in
der Literatur noch nicht prasent war. Bei der phgloetisch verwandten Speziés
graminearumwurde das GalOx-Gen mit Ausschleuse-Sequenz eefclyheterolog irk. coli
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exprimiert, jedoch war dies ohne Ausschleuse-Seryméht zu realisieren. Deshalb wurde
das Gen in dieser Arbeit ohne Ausschleuse-Sequierdid meisten Versuche herangezogen.
Fur die erfolgreiche Expression war es notwendigspade Schnittstellen an den Enden des
Gens einzufigen und anschlieend in einen induaienb Expressionsvektor pET-21a zu
klonieren.

Weiters wurden verschiedene Bedingungen bzw. Paeameie Induktor, Medium oder
Homogenisation variiert um die heterologe Genexgpo@szu optimieren. Hierbei stellte sich
heraus, dass Laktose mit einer EndkonzentrationOydr?o als Induktor am besten geeignet
ist. Als Medium wurde doppelt-konzentriertes LB-Anyerwendet, da es die hdchsten
Aktivitaten lieferte. Nach erfolgtem Zellaufschlugssusste eine Inkubation mit CuyO
erfolgen, damit die GalOx aktiviert wurde. Hierbeiferte eine 30-minitige Inkubation bei
Raumtemperatur und 1000 rpm mit einer Cy&EA@dkonzentration von 1,0 mM die besten

Ergebnisse.

Fur die Herstellung des Rohextraktes fir die ndgefaden Proteinreinigungen wurde eine
Fermentation durchgefuhrt. Eine Reinigung mittelsmonsulfatfallung und HIC lieferte eine

Ausbeute von etwa 52 % mit einem Reinigungsfaktmm ¢a. 3. Die spezifische Aktivitat

betrug 13,3 U/mg.

Ein anschlieRender Reinigungsschritt mittels IE@chte keine Erfolge, da die GalOx nicht

an das verwendetet Sdulenmaterial binden konnte.

Da die Proteinreinigungen mittels HIC und IEC nidie gewtnschten Ergebnisse lieferten,
wurde das Stopp-Codon des GalOx-Gens im pET-21&oYekittels PCR-Reaktion entfernt,
welches verhinderte, dass das rekombinante Preieém Hig-Tag trug. Nach diesem Schritt
war eine Reinigung mittels IMAC madglich. Diese &ete eine Ausbeute von etwa 33 % mit
einem Aufreinigungsfaktor von etwa 27. Die speeliis Aktivitdt betrug 6,3 U/mg, die
anschlieRend durchgefihrte SDS-PAGE zeigte einéd@&an

Im verwendeten Puffersystem war das Enzym nichtesalgend stabil. Der Grund hierfur
kénnte die Tatsache sein, dass die GalOx starktimegaladen ist und mit positiven
Bestandteilen des Puffers wechselwirkt, was in aveit Folge zur Bildung von Aggregaten
fuhren konnte. Ein weiterer Grund kénnte eine Dematung des Proteins sein, wodurch es

ausfallt.

50



Zusammenfassung

Eine Lagerung des aufgereinigten Proteins bei 4ift€te zu einem Aktivitatsverlust von

etwa 50 % Uber Nacht. Es wurden verschiedene Tatywen flur die Aufbewahrung (4 / -30
/ 25 °C) getestet, doch den geringsten Verlusedriman bei 4 °C.

In weiteren Experimenten kann der Einsatz von Rrei¢abilisatoren getestet werden, z.B.
Triton X-100 oder Tween 80. Weiters sollte die Liage in einem kationischen Puffer, wie

beispielsweise Tris oder Bis-Tris getestet werden.
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Summary

7/ Summary

The aim of this work was to clone galactose respelgtglyoxal oxidase genes from different
organisms. Furthermore, one of these genes shaukkpressed i. coli and purified by
using different techniques.

Starting with the cultivation of appropriate fungiifferent methods were used to isolate
genomic DNA. Afterwards standard PCR methods weplied to amplify the genes.
Therefore perfect match primers were designed basedequences available in relevant
databases (Tabelle 30). To amplify the galactosglase gene fromF. sambucinum
degenerated primers were used based on sequeresrdiated organisms (Accession
Numbers: FGSG_11032.3 / M86819 / FOXG_09956.2 / GVEB555.3).

These amplified genes were cloned in blunt endovecand transformed i&. coli cells.
Afterwards the plasmids were isolated and sequettcpbof that these vectors contained the

correct inserts. The following genes (Table 31:jenemplified:

Table 31: GalOx- and GlyOx-genes which were amplifi ed and cloned in E. coli

Organism Gene
F. oxysporum GalOx with and without prepro-sequence
F. graminearum | GalOx with and without prepro-sequence
F. sambucinum GalOx with and without prepro-sequencge

A. terreus GalOx precursor
N. crassa GalOx precursor
B. cinerea GlyOx precursor

P. chrysosporium | GlyOx with signal sequence

To express the galactose oxidase gene (withoutrgsmuence) fronk. oxysporum in E.

coli PCR reaction was performed to insert appropriagtriction sites at both ends of this
gene sequence for cloning into the inducable espesvector pET-21aF. oxysporum was
selected because it has not been cited in jourfbks.gene from the phylogenetically related
organismF. graminearum was successfully expressedlncoli using the prepro-sequence,
but not without this sequence. Therefore it wasdtto express the gene without this sequence

in this work.
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Summary

For optimizing the expression level, different paeders were varied like type and
concentration of inducer, medium or conditions éetl disruption. The best results were
obtained with 0.5 % lactose as inducer and doubteentrated LB-Amp-medium for
cultivation. After homogenisation it was necesstryincubate the protein with Cug@o
activate the galactose oxidase. The highest aesvivere obtained after incubation for 30

minutes at 25 °C while shaking at 1000 rpm witlopger concentration of 1 mM.

The production of the crude extract for subseqpeariein purification was performed in a 4.5
L scale. Samples were saturated to 20 % with,§p8O, and afterwards purified by HIC. The
yield of enzyme was 52 %, the purification factoarsd the specific activity 13.3 U/mg. A
further purification step via IEC failed, becauke enzyme did not bind to the column.

To minimize the activity of galactose oxidase ia flow-through it was tried to purify the
enzyme via IMAC. Therefore it was necessary to nartbe stop-codon of the gene upstream
of the Hig-Tag. This purification step provided a yield of &3 a purification factor of 27

and the specific activity was 6.3 U/mg.

In the applied buffer system the enzyme was ndicseriitly stable. The reason for this
observation might be the highly negative chargthefprotein and the possible interaction
with cationic species present in the buffer syst€his may lead to the formation of
aggregates. Furthermore denaturing effects couddraesulting in formation of precipitation.
An overnight incubation at 4 °C lead to a drastis| of activity. Various temperatures were
assessed, thus the lowest loss in activity is°&.4

Continuative experiments may be performed in ortertest the application of protein

stabilizers, for example Triton X-100 or Tween &Burthermore the usage of cationic
buffering agents should be evaluated, for exampkedr Bis-Tris.
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Anhang

9 Anhang

9.1 DNA-Sequenz der GalOx (ohne Ausschleuse-Sequenz)sdtusarium

oXysporum

GCCTCAGCTCCCATCGGCACTGCTATCAACCGCGACAAATGGCGTGTTAOGTGACAGCCAGCAC
GAGGGAGATGAGTGTTCCAAGGCCATTGATGGTGACCGCGACACCTTCTAGACACTGCCTGGGCC
GCTGGAGGCACCAATGACCCAAAGCCTCCTCATACCATCACTATCGACATGGCTCTTCCCAGAAT
GTGAACGGCTTATCTGTTCTTCCTCGTCAGGACGGTAGTGATCACGGCTGI CGGCCGTCACAAT
GTCTTTCTAAGTACAGATGGGAAGAACTGGGGCGACGCTGTCGCAACTGGACATGGTTCGCTGAC
AACACTGAAAAATACTCTAATTTTGAGACTCGTCCTGCTCGTTACGTTCGTCTTGTCACTGTTACTG
AAGCAAACGACCAGCCTTGGACCAGTATCGCCGAGATCAACGTCTTCAAGGAGCTTCTTATACCA
GCCCTCAACCTGGCCTCGGGCGCTGGGGCCCAACACTTGACTTTCCTATTBCCTGTGGCTGCTGC
AGTTGAGCCAACATCAGGAAAAGTTCTCGTTTGGTCTTCATACCGCAACGAGCGTTCGGAGGCTC
TCCTGGCGGCGTAACCTTAACCTCAACTTGGGATCCTTCCACGGGTGTGATCTCAACGCACTGTA
ACTGTCACCAAGCATGATATGTTTTGCCCTGGTATCTCCATGGATGGAAAGGGCAGGTTGTTGTCA
CGGGTGGCAATGACGCTCAGAAAACAAGTCTTTATGACTCGTCTAGTGATASTTGGATCCCAGGCC
CAGATATGAAAGTTGCCCGCGGATACCAGTCATCAGCGACTCTATCGAATGTCGCGTCTTTACTA
TCGGCGGCTCATGGAGCGGTGGTATATTTGAGAAGAATGGCGAAGTATATBCCCATCCTCAAAAA
CATGGACCTCCCTTCCAGGAGCTTTGGTCAAGCCAATGTTGACAGCAGATRACAAGGCCTCTACC
GTTCTGATAACCACGGATGGCTCTTCGGTTGGAAGAAGGGATCCGTATTCEAGCTGGACCTAGCA
CTGCTATGAACTGGTATTACACCACTGGCAATGGAGATGTAAAGTCAGCT&GCAAGCGCCAATCGA
GCCGCGGTACTGACCCAGATGCGATGTGCGGAAACGCCGTCATGTATGATTCGTTAAAGGAAAG
ATCCTTACGTTTGGCGGTTCCCCAAGCTATCAAGACTCTGATGCCACGACBACGCTCACATCATC
ACAATCAGCGAGCCCGGAAGCACACCCAAGACAGTGTTCGCGAGCAATGGCTGTACTATCCCCG
AACTTTTCATACGTCTGTTATTCTTCCCGATGGAAACGTTTTCATCACAGA GGCCAACAGCGTGGT
ATTCCTTTCGCCGACTCAACTCCGCAGCTTACACCAGAGCTTTATGTCCCRACGATGACACTTTCT
ATAAACAGCAACCAAACTCCATTGTCCGAGTCTACCACAGTATTTCCTTATTACTACCTGACGGCA
GGGTTTTTAACGGTGGTGGCGGTCTTTGTGGTGATTGCGACACCAACCATCGATGCCCAGATCTA
TACGCCAAACAATCTTTACGACTCTAATGGAAAACTGGCGACACGTCCCAAGATCACTAAAGTCTC
TGCTAAGAGTGTCAAGGTCGGTGGCAAGATCACAATCACAGCAGATACCAGATCAAGCAGGCTT
CGTTGATCCGTTATGGTACATCAACTCATACAGTTAATACTGACCAGCGTGTATTCCTTTAAGTCT
GAGACGTACTGGAACTGGAAACAGCTATTCGTTTCAGGTTCCAAGCGACTTCGGTATTGCTTTGCCT
GGGTATTGGATGTTGTTTGTTATGAACTCGGCGGGTGTACCAAGTGTTGCESTACTCTTCTCGTTA
CTCAGTAG
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Anhang

9.2 Aminosaure-Sequenz der GalOx (ohne Ausschleuse-Semz) aus

Fusarium oxysporum

ASAPIGTAINRDKWRVTCDSQHEGDECSKAIDGDRDTFWHTAWAAGGTNDRPPHTITIDMGSSQNVN
GLSVLPRQDGSDHGWIGRHNVFLSTDGKNWGDAVATGTWFADNTEKYSNFERPARYVRLVTVTEAN
DQPWTSIAEINVFKAASYTSPQPGLGRWGPTLDFPIVPVAAAVEPTSGKWWSSYRNDAFGGSPGGVT
LTSTWDPSTGVISQRTVTVTKHDMFCPGISMDGNGQVVVTGGNDAQKTSLDSSSDSWIPGPDMKVAR
GYQSSATLSNGRVFTIGGSWSGGIFEKNGEVYDPSSKTWTSLPGALVKPMIADQQGLYRSDNHGWLF
GWKKGSVFQAGPSTAMNWYYTTGNGDVKSAGKRQSSRGTDPDAMCGNAVMDAVKGKILTFGGSP
SYQDSDATTNAHIITISEPGSTPKTVFASNGLYYPRTFHTSVILPDGNVHAIGGQQRGIPFADSTPQLTPEL
YVPNDDTFYKQQPNSIVRVYHSISLLLPDGRVFNGGGGLCGDCDTNHFDAQYTPNNLYDSNGKLATRP
KITKVSAKSVKVGGKITITADTSIKQASLIRYGTSTHTVNTDQRRIPLSLRRTGTGNSYSFQVPSDSGIALP
GYWMLFVMNSAGVPSVASTLLVTQ-
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