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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mutterkornalkaloide sind basische Naturstoffe, die zu der Gruppe der Indolalkaloide gehoren.
Sie zeigen ein breites Spektrum an pharmakologischen und zuweilen auch toxischen
Wirkungen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu den Neurotransmittern Dopamin,
Serotonin und Adrenalin. Die Hauptproduzenten sind filamentose Pilze aus den Familien
Clavicipitaceae und Aspergillaceae wie z.B. Claviceps purpurea, Aspergillus fumigatus oder
Penicillium commune. Die ersten Schritte der Biosynthese von Mutterkornalkaloiden,
ausgehend von L-Tryptophan, verlaufen bis zur Stufe von Chanoclavin-I Aldehyd in allen
bekannten Produzenten gleich. Spater verzweigen sich die Biosynthesewege und es
entstehen unterschiedliche Endprodukte.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte der letzte, noch nicht aufgeklarte, gemeinsame Schritt der
Biosynthese untersucht werden: die Umwandlung von 4-DMA-L-Abrin zu Chanoclavin-I. Diese
Reaktion  untergliedert sich in  mindestens zwei Oxidations- und einen
Decarboxylierungsschritt. Deletions-Experimente haben gezeigt, dass die FAD-abhangige
Oxidoreduktase FgaOx1 und die Katalase FgaCat fiir die Bildung von Chanoclavin-1 essenziell
sind. Um den Reaktionsmechanismus aufzuklaren, sollten beide Enzyme in E. coli oder
S. cerevisiae Uberproduziert und biochemisch charakterisiert werden. Im Falle von fgaCat war
die heterologe Expression in E. coli erfolgreich, es konnte jedoch fur dieses Enzym alleine
keine katalytische Aktivitat festgestellt werden. Die Sequenz von FgaOx1l aus der NCBI-
Datenbank wurde durch eine Analyse der Intron-Exon-Struktur korrigiert, eine Uberproduktion
des Proteins in E. coli oder S. cerevisiae konnte jedoch nicht erreicht werden.
Durch einen bioinformatischen Vergleich der Mutterkornalkaloid-Gene aus Aspergillus
fumigatus, Claviceps purpurea und Arthroderma benhamiae mit den verfigbaren
Genomsequenzen der Ascomyceten aus der NCBI-Datenbank konnten 15 weitere Spezies
identifiziert werden, die die genetische Ausstattung fir die Produktion von
Mutterkornalkaloiden besitzen. Dazu zdhlen auch die beiden Pilze Penicillium roqueforti und
Penicillium camemberti, die aufgrund ihrer industriellen Verwendung in der Késeherstellung
bekannt sind. Im Rahmen der bioinformatischen Analysen wurden neben der Sequenz von
FgaOx1 aus Aspergillus fumigatus auch die Proteinsequenzen von 27 weiteren Proteinen aus
der NCBI-Datenbank durch Analyse der Intron-Exon-Struktur korrigiert. Durch die
Identifizierung der Gencluster und die Korrektur der Sequenzen leistet diese Arbeit einen
wertvollen Beitrag fur die zukinftige Aufklarung der Biosynthesewege und die Analyse der
strukturellen Vielfalt der Mutterkornalkaloide in den verschiedenen Produzenten.
In der Vergangenheit wurde bereits tber die Produktion von Isofumigaclavin A in Penicillium
roqueforti berichtet, allerdings gab es zu Beginn dieser Arbeit keine Publikationen, die
Aufschluss Uber die Biosynthese dieser Substanz geben. Durch die Identifizierung von zwei
1
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Mutternkornalkaloid-Genclustern und zwei weiteren, nicht geclusterten Genen in
unterschiedlichen Bereichen des Genoms wurde der Grundstein fur die Aufklarung des
Biosyntheseweges gelegt. In dieser Arbeit wurden acht Gene, die moglicherweise fur die
spateren Schritte der Biosynthese von Isofumigaclavin A verantwortlich sind, ausgewahlt und
fur die heterologe Expression in E. coli und S. cerevisiae kloniert. Drei der Gene konnten
erfolgreich in E. coli exprimiert werden und die entsprechenden Proteine (FgaDHp,, FgaOx3pr3
und FgaATe;) wurden mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt. Fur FgaATe: konnte in
den durchgefihrten in vitro-Assays keine enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden.
FgaDHp: wurde als kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase charakterisiert, welche die
Umwandlung von Chanoclavin-l zu Chanoclavin-I Aldehyd in Anwesenheit von NAD*
katalysieren kann. In der aktiven Form liegt das Enzym vermutlich als Pentamer vor. Der Ky-
Wert fir Chanoclavin-1 lag bei 573 uM und fir NAD* bei 82 puM. Die mittlere maximale
Reaktionsgeschwindigkeit vmax betrug 326 nmol mg™? min? und die Wechselzahl Keat 0,15 s2.
FgaOx3prs gehort zur Gruppe der ,,Old Yellow Enzymes*® und fungiert als FMN-enthaltende und
NAD(P)H-abhéngige Oxidoreduktase. Im Rahmen der durchgefiihrten Enzym-Assays wurde
FgaOx3pr; als Chanoclavin-1 Aldehyd-Reduktase charakterisiert, die zusammen mit FgaFS
aus Aspergillus fumigatus oder EasG aus Claviceps purpurea die Bildung von Festuclavin
katalysieren kann. Des Weiteren wird in Anwesenheit von FgaOx3p; die Aktivitat der
untersuchten Chanoclavin-l Dehydrogenasen (FgaDH, ChaDH, FgaDHp: und FgaDHpca)
signifikant gesteigert. Es konnte mit Hilfe der durchgefiuihrten Experimente nachgewiesen
werden, dass die Aktivitatssteigerung auf eine Aufhebung der Produkthemmung der FgaDH-
Reaktion durch FgaOx3ps zurtickzufiihren ist. Da diese Fahigkeit noch fur kein anderes Enzym
dieser Klasse beschrieben wurde, handelt es sich bei FgaOx3ez UM ein einzigartiges,
bifunktionales Enzym, das ein exzellenter Kandidat fiir die chemoenzymatische Synthese von
Mutterkornalkaloiden des Clavin-Typs ist.

Uber die Produktion von Mutterkornalkaloiden in Penicillium camemberti wurde bisher nicht in
der Literatur berichtet. Auch in dieser Arbeit konnten in den Kulturextrakten der untersuchten
Stdmme keine Mutterkornalkaloide nachgewiesen werden, obwohl ein potenzielles Gencluster
fur deren Biosynthese identifiziert wurde. Die beiden Gene fgaDHpca und easHpca wurden fiir
die heterologe Expression in E. coli und S. cerevisiae kloniert und konnten in beiden
Organismen erfolgreich Uberproduziert werden. Fir EasHpca konnte keine enzymatische
Aktivitdit nachgewiesen werden. FgaDHpc.a wurde jedoch wie FgaDHpe: ebenfalls als
Chanoclavin-1 Dehydrogenase charakterisiert, welche in ihrer aktiven Form als Tetramer
vorliegt. Die ermittelten Ky-Werte lagen bei 536 pM fiur Chanoclavin-1 und 528 pM fur NAD™.
Die mittlere maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax betrug 383 nmol mg™? mint und die
Wechselzahl ka1 0,18 s™. In dieser Arbeit wurde somit erstmals bewiesen, dass P. camemberti

die genetische Ausstattung fur die Biosynthese von Mutterkornalkaloiden besitzt.
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Summary

Ergot alkaloids are alkaline natural products that belong to the group of indole alkaloids. They
have a broad spectrum of pharmacological, but often toxic effects because of their structural
similarity with the neurotransmitters dopamine, serotonin and adrenaline. The main producers
are filamentous fungi of the families Clavicipitaceae and Aspergillaceae like Claviceps
purpurea, Aspergillus fumigatus or Penicillium commune. Starting with L-tryptophan, the first
steps of the biosynthesis of ergot alkaloids are similar in all known producing species. After
reaching the branch point of the biosynthetic pathways, different end products are formed.

This study aims to investigate the remaining common step of the biosynthesis of ergot
alkaloids: the conversion of 4-DMA-L-abrine to chanoclavine-l. This step includes at least two
oxidation and one decarboxylation reactions. Deletion studies showed that the FAD dependent
oxidoreductase FgaOx1l and the catalase FgaCat are essential for the formation of
chanoclavine-Il. To elucidate the reaction mechanism, both enzymes should be overproduced
in E. coli or S. cerevisiae and characterized biochemically. In the case of fgaCat, the
heterologous expression in E. coli was successful, but no catalytic activity could be detected
for this enzyme alone. The sequence of FgaOx1 from the NCBI database was corrected after
an analysis of the intron-exon-structure, but the overproduction of the protein in E. coli or

S. cerevisiae was not successful.

A bioinformatic comparison of the ergot alkaloid genes from Aspergillus fumigatus, Claviceps
purpurea and Arthroderma benhamiae with available genome sequences of Ascomycetes from
the NCBI database revealed the presence of ergot alkaloid genes in 15 species that had not
been described before. Two of those species are Penicillium roqueforti and Penicillium
camemberti which are known for their usage in the industrial production of cheese. In addition
to FgaOx1, another 27 protein sequences from the NCBI database were corrected after
analysis of their intron-exon-structures in the course of the bioinformatic studies. By identifying
the gene clusters and correcting the sequences, this work is a valuable contribution to the
future elucidation of the biosynthetic pathways and the analysis of the structural diversity of

ergot alkaloids in various producing species.

The production of isofumigaclavine A in Penicillium roqueforti has been reported previously,
but there were no publications about its biosynthesis at the beginning of this study. The
identification of two ergot alkaloid gene clusters and two additional non-clustered genes in
different genomic regions laid the foundation for the elucidation of the biosynthetic pathway.
Eight genes are very likely involved in the later steps of the isofumigaclavine A biosynthesis

3



Summary

and were chosen for cloning and heterologous expression in E. coli and S. cerevisiae. Three
of these genes were successfully expressed in E. coli and the recombinant proteins (FgaDHer,
FgaOx3prz and FgaATr:) were purified via affinity chromatography. The in vitro assays showed
no enzymatic activity for FgaATe. FgaDHp, was characterized as a short-chain
dehydrogenase/reductase which catalyzes the conversion of chanoclavine-I to chanoclavine-I
aldehyde in the presence of NAD". The native form of the enzyme is likely a pentamer. The Kwu
value for chanoclavine-I was 573 pM and for NAD* 82 pM. The mean maximum reaction
velocity Vmax was 326 nmol mg™ min?, corresponding to a turnover number kex 0.15 s™.
FgaOx3pr3 belongs to the “Old Yellow Enzymes® and acts as a FMN containing and NAD(P)H
dependent oxidoreductase. FgaOx3piz was characterized as a chanoclavine-l aldehyde
reductase which catalyzes the formation of festuclavine in the presence of FgaFS from
Aspergillus fumigatus or EasG from Claviceps purpurea in vitro. In addition, the enzyme
activities of all investigated chanoclavine-I dehydrogenases (FgaDH, ChaDH, FgaDHp: and
FgaDHpca) were enhanced significantly by FgaOx3ps. These experiments proved that
FgaOx3pr; overcomes the product inhibition for the FgaDH reaction, resulting in an enhanced
product yield. This feature has not been described for other enzymes of the same class,
therefore FgaOx3g3 is a unique bifunctional enzyme and an excellent candidate for the

chemoenzymatic synthesis of clavine-type ergot alkaloids.

The production of ergot alkaloids in Penicillium camemberti has not been reported in the
literature so far. Although a potential gene cluster for the biosynthesis of ergot alkaloids has
been identified in this study, no ergot alkaloids were detected in the culture extracts of the
investigated strains. Nevertheless, the two genes fgaDHpca and easHpca were cloned and
successfully expressed in E. coli and S. cerevisiae. EasHpca Showed no enzymatic activities in
the in vitro assays, while FgaDHpca Was characterized as a chanoclavine-1 dehydrogenase.
The native Form of FgaDHpca is likely a tetramer and the Ku values were 536 pM for
chanoclavine-l and 528 pM for NAD*. The mean maximum reaction velocity Vmax was
383 nmol mg? min't and the turnover number kea 0.18 s*.Thus, it was shown for the first time

in this work, that P. camemberti has the genetic potential for the biosynthesis of ergot alkaloids.
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1.1 Historische Bedeutung der Mutterkornalkaloide

Die Mutterkornalkaloide (Ergotalkaloide) wurden nach ihrem bedeutendsten Produzenten,
dem Mutterkornpilz Claviceps purpurea, benannt (Floss 1976). Er befallt vorwiegend Roggen
und andere Getreidearten unter Aushildung eines kornéhnlichen Sklerotiums, dem Mutterkorn
(Strickland et al. 2011). Im Mittelalter kam es durch den Verzehr von kontaminiertem Getreide
zu zahlreichen Epidemien, die durch Intoxikationen mit dem Mutterkorn hervorgerufen wurden.
Das resultierende Krankheitsbild wird als Ergotismus bezeichnet (van Dongen und de Groot
1995). Durch eine starke GefalRverengung zeigen die Patienten verschiedenste Symptome
wie z.B. Durchfall, Ubelkeit und Erbrechen, Parasthesien, schmerzhafte Spasmen,
Kopfschmerzen, Psychosen oder Nekrosen im Bereich der Finger und Zehen. Durch eine
Sepsis oder einen Atem- sowie Herzstillstand kénnen die Vergiftungen auch zum Tod flhren
(Gerhards et al. 2014; van Dongen und de Groot 1995). Man hatte schon friih die Vermutung,
dass es zwischen dem Auftreten von Ergotismus und dem Verzehr von Getreideprodukten
einen Zusammenhang gibt, allerdings wurde erst im Jahr 1853 die Entdeckung gemacht, dass
es sich bei dem Mutterkorn um einen parasitaren Pilz handelt. Der franzésische Mykologe
Tulasne beschrieb damals erstmalig den Lebenszyklus von C. purpurea (Tulasne 1853).
Nachdem zuvor nur die Isolierung von Mutterkornalkaloid-Gemischen aus dem Pilz berichtet
wurde, gelang es Arthur Stoll im Jahr 1918 das erste reine Mutterkornalkaloid Ergotamin zu
isolieren (Stoll 1955). 1938 stellte der Chemiker Albert Hofmann aus der Lysergséure das
semi-synthetische Derivat Lysergsaurediethylamid (LSD) her, dessen halluzinogene
Wirkungen er im Selbstversuch erforschte (Hofmann 1993; Schiff 2006).

Das Mutterkorn wurde bereits vor tber 400 Jahren von Arzten zu Abtreibungszwecken
eingesetzt (Simoni et al. 2002). Im 19. Jahrhundert wurden die Mutterkornalkaloide dann
vorwiegend zur Stillung von starken Blutungen wahrend der Geburt verwendet, allerdings kam
es durch die ungenaue Dosierung haufig zu todlichen Vergiftungen. Auch die Anwendung in
der Migranetherapie wurde schon friih berichtet (Haarmann et al. 2009). Durch die Isolierung
des Ergotamins durch Stoll wurde dann eine neue Ara eingeleitet, in der die
Mutterkornalkaloide in der Medizin zunehmend an Bedeutung gewonnen haben (Groger und
Floss 1998). Die industrielle Produktion von Mutterkornalkaloiden bzw. Ergotamin begann
1921 durch die Firma Sandoz, welche spéter auch LSD als Psychotomimetikum zur
Erforschung psychischer Erkrankungen vertrieb (Haarmann et al. 2009). Heutzutage werden
vor allem Clavine oder Lysergsaure als Grundlage fur die Entwicklung von semi-synthetischen
Arzneistoffen produziert (Schiff 2006).



1. Einleitung

1.2 Chemische Struktur und Einteilung der Mutterkornalkaloide

Mutterkornalkaloide sind basische, von Tryptophan abgeleitete Naturstoffe, die zu der Gruppe
der Indolalkaloide gehtren. Alle Mutterkornalkaloide besitzen als Grundgerist einen
tetrazyklischen Ergolin-Ring (Abb. 1.1 A). Sie kdnnen in drei Hauptgruppen unterteilt werden:
Clavine, Ergoamide und Ergopeptine (Schardl et al. 2006). Die natlrlich vorkommenden
Clavine tragen haufig Hydroxyl-, Acetoxy- oder Prenylreste (Abb. 1.1 B). Bei den Ergoamiden
ist das Grundgerlist an Position C8 Uber eine Amidbindung mit dem Rest verknipft

(Abb. 1.1 C) und die Ergopeptine tragen an dieser Position eine Tripeptidstruktur (Abb. 1.1 D).

(o]
N
IR,
Ry HHo\“' N
R4

tetrazyklisches Grundstruktur Grundstruktur Grundstruktur
Ergolin-Grundgerist der Clavine der Ergoamide der Ergopeptine
R4: OH, Acetoxy R4, Ry, R3: H, Alkyl, Alkylalkohol R4, Ry,: Alkyl, Benzyl
Ry: H, Prenyl

Abbildung 1.1: Grundstrukturen der Mutterkornalkaloide.

1.2.1 Strukturen der Vorlaufermolektle

Die Vorlaufermolekile der Mutterkornalkaloide sind trizyklische Substanzen mit einem
6,7-seco-D-Ring (Flieger et al. 1997; Wallwey und Li 2011). Die wichtigsten naturlich
vorkommenden Vertreter sind Chanoclavin-l (Abb. 1.2 A) und Chanoclavin-1 Aldehyd
(Abb. 1.2 B) sowie deren Isomere Isochanoclavin-1 (Abb. 1.2 C) und Isochanoclavin-1 Aldehyd
(Abb. 1.2 D). Bisher ist Uber die biologischen und pharmakologischen Wirkungen dieser
Substanzen wenig bekannt (Cole und Schweikert 2003).
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OH

(A)

(D) -

HN HN

Chanoclavin-I Chanoclavin-I Isochanoclavin-I Isochanoclavin-I
Aldehyd Aldehyd

Abbildung 1.2: Strukturen der Vorlaufermolekiile.

1.2.2 Strukturen von Clavinen

Die Mutterkornalkaloide vom Clavin-Typ unterscheiden sich vor allem in ihren Substituenten
sowie der Stereochemie an den Positionen C2, C8 und C9. Beispiele fur einfache Clavine sind
Festuclavin (Abb. 1.3 A) und sein Stereoisomer Pyroclavin (Abb. 1.3 B), welche einen
gesattigten Ring D aufweisen. Agroclavin (Abb. 1.3 C) und Elymoclavin (Abb. 1.3 D) hingegen
haben eine Doppelbindung zwischen C8 und C9 (Wallwey und Li 2011). Die einfachen Clavine

sind an den Positionen C2 und C9 unsubstituiert.

(A)

HN

Festuclavin Pyroclavin Agroclavin Elymoclavin

Abbildung 1.3: Strukturen von einfachen Clavinen.

Die komplexeren Clavine wie z.B. die Fumigaclavine tragen an Position C9 eine Hydroxyl-
oder Acetoxy-Gruppe. Teilweise findet sich zusatzlich an der Position C2 ein Prenylrest. Die
Fumigaclavine unterscheiden sich in ihrer Stereochemie an den Positionen C8 und C9 sehr
haufig, wodurch sich eine Vielzahl von verschiedenen Strukturen ergibt. In Abbildung 1.4 sind

beispielhaft die Fumigaclavine A, B und C (Abb. 1.4 A und B) sowie deren Stereoisomere
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(Isofumigaclavine, Abb. 1.4 C und D) gezeigt (Wallwey und Li 2011). Des Weiteren wurde Uber

die Entdeckung neuer Fumigaclavine (Fumigaclavin D bis H sowie 9-Deacetylfumigaclavin C

und 9-Deacetoxyfumigaclavin C) in Aspergillus fumigatus berichtet (Ge et al. 2009; Xu et al.

2014).

(A) (8S,99) (B) (8R,9S) (C)

(8S, 9R)

R4: Acetoxy; Ry: H
R4: OH; Ry: H
R1: Acetoxy; Ry: Prenyl

Isofumigaclavin A
Isofumigaclavin B

Fumigaclavin A
Fumigaclavin B
Fumigaclavin C

Abbildung 1.4: Strukturen von komplexeren Clavinen.

1.2.3 Strukturen von Ergoamiden

(D) (8R,9R)

R4 //,,,/
”

HN

R4: Acetoxy
R4: OH

Die Ergoamide leiten sich von der Lysergsdure ab (Abb. 1.5 A). Das Lysergsaureamid
(Abb. 1.5 B) und das Ergometrin (Abb. 1.5 C) sind natirlich vorkommend. Weitere wichtige

Vertreter dieser Gruppe sind auch deren semi-synthetischen Derivate LSD (Abb. 1.5 B) und

Methylergometrin (Abb. 1.5 D) (Wallwey und Li 2011).

Lysergsdureamid R; =Ry H
LSD R4 = Ry: Ethyl

Lysergsaure Ergometrin

Abbildung 1.5: Strukturen von Ergoamiden.

Methylergometrin
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1.2.4 Strukturen von Ergopeptinen

Ergopeptine sind Lysergsaure-Derivate, die anstelle des Amids eine Tripeptidstruktur besitzen.
Man unterscheidet weiterhin zwischen Ergopeptinen (Abb. 1.6 A) und Ergopeptamen
(Abb. 1.6 B). Das wichtigste naturlich vorkommende Ergopeptin ist das Ergotamin
(Abb. 1.6 C), dessen Tripeptidstruktur sich aus Alanin, Phenylalanin und Prolin
zusammensetzt und das semi-synthetische Derivat Dihydroergotamin (Abb. 1.6 D) (Wallwey
und Li 2011).

o} o o
N N N
IRy il il
H? O\ H H
oW N noW N oW
o\’<¥0 o\’<¥o o\’<¥o
R4

Grundstruktur Grundstruktur Ergotamin Dihydroergotamin
der Ergopeptine der Ergopeptame

Abbildung 1.6: Strukturen von Ergopeptinen — 1.

Die Reste der in Abbildung 1.6 A dargestellten Ergopeptine werden durch die jeweiligen
Aminosauren bestimmt. In Tabelle 1.1 sind einige ausgewahlte Ergopeptine mit den
entsprechenden Aminosauren aufgelistet (Robinson und Panaccione 2015). Von grof3er
Bedeutung ist auch das Ergotoxin, welches eine Mischung aus den Ergopeptinen Ergocornin,
Ergocristin, a-Ergocryptin und B-Ergocryptin ist, sowie dessen semi-synthetisches Derivat
9,10-Dihydroergotoxin (Wallwey und Li 2011).

Tabelle 1.1: Ausgewahlte Ergopeptine und deren enthaltene Aminosauren.

Ergopeptin Aminoséure 1 Aminoséure 2 Aminoséaure 3
Ergocristin Valin Phenylalanin Prolin
a-Ergocryptin Valin Leucin Prolin
- Ergocryptin Valin Isoleucin Prolin
Ergocornin Valin Valin Prolin
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Weitere semi-synthetische Substanzen, die von den Ergopeptinen abgeleitet wurden, sind
Pergolid (Abb. 1.7 A), Cabergolin (Abb. 1.7 B) und Bromocriptin (Abb. 1.7 C).

Pergolid Cabergolin Bromocriptin

Abbildung 1.7: Strukturen von Ergopeptinen — 2.

1.2.5 Strukturen von verwandten Substanzen

Eng mit den Mutterkornalkaloiden verwandt sind die Rugulovasine A und B (Abb. 1.8 A und B),
die eine Spirostruktur aufweisen und teilweise auch als chlorierte oder bromierte Derivate in
der Natur zu finden sind (Abe et al. 1969; Ciegler et al. 1976; de Medeiros et al. 2015). Eine
weitere Substanz mit modifiziertem Ergolin-Grundgerust ist das Cycloclavin (Abb. 1.8 C)
(Jakubczyk et al. 2015).

ZT

Ne—_

HN HN

Rugulovasin A Rugulovasin B Cycloclavin

Abbildung 1.8: Strukturen von verwandten Substanzen.

10



1. Einleitung

1.3 Pharmakologische Wirkung und therapeutische Anwendung der

Mutterkornalkaloide

1.3.1 Pharmakodynamik

Die pharmakologische Wirkung der Mutterkornalkaloide liegt vor allem in ihrer strukturellen
Ahnlichkeit zu den Neurotransmittern Adrenalin, Noradrenalin, Serotonin und Dopamin
begriindet (Abb. 1.9) (Haarmann et al. 2009). Demnach kdnnen sie mit adrenergen,
serotonergen und dopaminergen Rezeptoren des zentralen Nervensystems und mit

adrenergen Rezeptoren der Blutgefal3e interagieren.

(A) /\ (8) © (D)
OH OH OH

\ /w'_; NH HO NH, HO
‘ H

/ OH

HN | HN HN H,N
{

Ergolin-Grundgeriist Adrenalin Rq: CH3 Serotonin Dopamin

Noradrenalin R4 H

Abbildung 1.9: Strukturen von Neurotransmittern im Vergleich zum Ergolin-Grundgerist.

Einige Mutterkornalkaloide kénnen je nach Substitutionsmuster sowohl als Agonisten als auch
als Antagonisten fiir die genannten Rezeptor-Typen fungieren, deswegen werden sie oft auch
als ,Dirty Drugs” bezeichnet. Sie zeigen zwar ein breites Spektrum an verschiedenartigen
pharmakologischen Wirkungen, allerdings kommt es dadurch auch haufig zu einer Vielzahl
von unerwinschten Wirkungen. Durch die Weiterentwicklung und Modifikation der Wirkstoffe
konnte jedoch die Wirkung in vielen Fallen spezifischer gestaltet werden (Haarmann et al.
2009).

1.3.2 Pharmakokinetik

Mit Ausnahme von Bromocriptin ist die gastrointestinale Absorption der Mutterkornalkaloide
eher gering. Sie zeigen eine geringe Bioverfiigbarkeit und einen hohen First-Pass-Effekt. In
Kombination mit Koffein werden Absorption und Bioverfigbarkeit der Mutterkornalkaloide
verbessert (Robertson et al. 2010). Die Metabolisierung erfolgt in der Leber, dabei kommt es

haufig zur Oxidation der Wirkstoffe. Von der Tripeptidstruktur der Ergoline kann unter Anderem
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Prolin abgespalten werden; auch eine Spaltung der Amidbindung ist mdglich. Die Elimination

erfolgt tber die Gallenflussigkeit in den Dinndarm (Perrin 1985).

1.3.3 Therapeutische Anwendung

Ergometrin und Methylergometrin werden aufgrund ihrer uteruskontrahierenden Wirkung zur
Stillung von Blutungen nach der Geburt eingesetzt (De Costa 2002; Rajan und Wing 2010),
da sie an Serotonin-5-HT2a-Rezeptoren binden. Wéhrend der Geburt sind diese Wirkstoffe
kontraindiziert, da die Gefahr einer Dauerkontraktion der Uterusmuskulatur besteht. Ergotamin
und Dihydroergotamin kénnen aufgrund ihrer Wirkung an Serotonin-5-HTig1p-Rezeptoren
gegen Migrane und Cluster-Kopfschmerzen eingesetzt werden (Lovell und Marmura 2010;
Saper und Silberstein 2006). Ergotamin gilt in der Migranetherapie in Deutschland mittlerweile
als Mittel der dritten Wabhl, da es zum Teil schlechte pharmakokinetische Eigenschaften besitzt
(u.A. schwankende Resorption) und andere Medikamente wie zum Beispiel die
Substanzklasse der Triptane eine bessere Wirksamkeit und weniger Nebenwirkungen zeigen.
Dihydroergotamin kann zudem gegen orthostatische Hypotonie eingesetzt werden (Jourdan
et al. 2007). Dihydroergotoxin findet in der Demenztherapie und in der Behandlung von

arterieller Hypertonie Anwendung (Haarmann et al. 2009; Setnikar et al. 2001).

In Deutschland wurde im Jahr 2014 vom Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte
die Meldung herausgegeben, dass Dihydroergotamin und Dihydroergotoxin ein ungiinstiges
Nutzen-Risiko-Verhéltnis aufweisen. Fir dihydroergotaminhaltige Préparate, die zur
Migraneprophylaxe, Behandlung von orthostatischer Hypotonie oder der symptomatischen
Behandlung einer vends-lymphatischen Insuffizienz zugelassen waren, wurde das Ruhen der
Zulassung angeordnet. Fur Arzneimittel mit dem Wirkstoff Dihydroergotoxin gilt das Ruhen der
Zulassung fur die Behandlung von kognitiven Beeintréachtigungen bei alteren Personen (mit
Ausnahme von Alzheimer und Demenz), des Raynaud-Syndrons, Sehfeldstérungen
vaskularen Ursprungs. venos-lymphatischer Insuffizienz sowie fur die Migraneprophylaxe. Am

27.01.2016 wurde das Ruhen der Zulassung fir weitere zwei Jahre beschlossen.

Aufgrund ihrer antagonistischen Wirkung an Dopamin-D.-Rezeptoren, werden Bromocriptin,
Cabergolin und Pergolid in der Therapie der Parkinson-Krankheit sowie des Restless-Leggs-
Syndrom eingesetzt (Bonuccelli et al. 2009; Curran und Perry 2004; Martinez-Martin und Kurtis

2009). Bromocriptin wird zudem zur Laktationshemmung verwendet (Wallwey und Li 2011).
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1.3.4 Wechselwirkungen

Viele Ergopeptine wirken durch eine Hemmung von a:-Rezeptoren vasokonstriktorisch
(Gornemann et al. 2008). Dadurch kann es zu Wechselwirkungen mit anderen
vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen kommen. Makrolid-Antibiotika konnen die
Metabolisierung der Mutterkornalkaloide beeintrachtigen, wodurch es zu unerwiinschten

Wirkungen kommen kann.

1.4 Produzenten von Mutterkornalkaloiden

Mutterkornalkaloide werden von Schimmelpilzen aus der Abteilung der Ascomyceten
(Schlauchpilze) gebildet. Die wichtigsten Vertreter gehéren den Gattungen Aspergillus
(GieRkannenschimmel), Penicillium (Pinselschimmel) und Claviceps (Mutterkornpilze) an
(Gerhards et al. 2015). Die strukturelle Vielfalt der Mutterkornalkaloide aus verschiedenen
Pilzen ist in Abbildung 1.10 dargestellt.

Fir die Familie der Aspergillaceae wurde die Bildung von Clavinen berichtet. Nachgewiesen
wurde beispielsweise die Produktion von Fumigaclavin C in Aspergillus fumigatus (Cole et al.
1977b), Fumigaclavin A in Penicillium commune und Isofumigaclavin A in Penicillium

roqueforti (Ohmomo et al. 1975).

Pilze aus der Familie der Clavicipitaceae sind in der Lage sowohl Clavine als auch Ergopeptine
und Ergoamide zu produzieren. Hier wurde zum Beispiel Uber die Produktion von Ergotamin
und Ergometrin in Claviceps purpurea (Amici et al. 1966; Schumann et al. 1982), Elymoclavin
in Claviceps fusiformis (Banks et al. 1974; Barrow und Quigley 1975) und Lysergamid in
Claviceps paspali (Tscherter und Hauth 1974) berichtet. Auch der Gras-Kernpilz Epichloé und
sein Anamorph Neotyphodium bilden Mutterkornalkaloide. Die wichtigsten Beispiele sind

Ergosin aus Epichloé typhina und Ergovalin aus Epichloé festucae (Schardl et al. 2013a).
Zusatzlich wurden putative Gencluster fiir die Produktion von Mutterkornalkaloiden in einigen

Vertretern der Familie Arthrodermataceae gefunden (Wallwey et al. 2012). In diesem Fall ist

allerdings nicht bekannt, ob die Pilze auch tatsachlich Mutterkornalkaloide bilden.
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Abbildung 1.10: Strukturelle Vielfalt der Mutternkornalkaloide aus verschiedenen Produzenten.

1.4.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus ist ein saprotropher Pilz, der vor allem auf dem Boden oder auf totem
organischen Material lebt. Er gehort zu den luftgetragenen Pilzen und seine Sporen finden
sich nahezu Uberall auf der Welt. Aufgrund seiner Thermophilie kann er noch bei einer
Temperatur von 55°C wachsen bzw. eine Temperatur von 75°C Uberleben (Latgé 1999). Der
Name leitet sich von den samtenen, rauchgriinen Kolonien ab, deren Rander oftmals weil3
sind. Das Genom wurde im Jahr 2005 sequenziert, woraufhin auch die telomorphe Form

Neosartorya fumigata entdeckt wurde (Nierman et al. 2005; O'Gorman et al. 2009).

A. fumigatus zahlt zu den opportunistisch humanpathogenen Pilzen, da er vor allem bei
immunsupprimierten Patienten einen Pilzbefall der Lunge oder der Nasennebenhthlen
(Aspergillose) auslésen kann. Die Sterblichkeitsrate bei Nichtbehandlung der Infektion liegt bei
bis zu 50% (Hohl und Feldmesser 2007). Bei gesunden Menschen werden die 2 — 3 um grofR3en

Konidien vom Immunsystem eliminiert (Latgé 2001). Die Konidien kdnnen zudem als Allergene
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wirken und unter Anderem Asthma auslosen (Tekaia und Latgé 2005). In A. fumigatus wurde
weiterhin die Produktion verschiedener Mykotoxine wie Gliotoxin, Fumagillin, Fumitremorgine,
Cyclopiazonsaure, Pseurotin A oder Tryptoquivalin nachgewiesen, die teilweise neurotoxisch
wirken und einen Tremor hervorrufen kdnnen (Cole et al. 1977a; Frisvad et al. 2009; Glister
und Williams 1944; Wenke et al. 1993; Yamamoto et al. 1968; Yamazaki et al. 1971). Vor allem
Gliotoxin scheint fir die Humanpathogenitat eine entscheidende Rolle zu spielen (Abad et al.
2010). Einige Sekundarmetabolite sind in Abbildung 1.11 dargestellt.
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Abbildung 1.11: Strukturen einiger Sekundarmetabolite aus A. fumigatus.

In der Literatur wurde auch Uber die Produktion von Mutterkornalkaloiden in A. fumigatus
ausfihrlich berichtet. Zun&chst wurden Festuclavin, Fumigaclavin A und Fumigaclavin B
gefunden (Spilsbury und Wilkinson 1961), spater auch Fumigaclavin C (Cole et al. 1977b),
9-Deacetoxyfumigaclavin C und 9-Deacetylfumigaclavin C (Ge et al. 2009). Kirzlich wurde

zudem auch die Entdeckung der Fumigaclavine D bis H verotffentlicht (Xu et al. 2014).
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1.4.2 Penicillium roqueforti

Penicillium roqueforti ist ebenfalls ein Saprotroph, der den Erdboden oder sich zersetzende,
organische Substanzen besiedelt. Seine Sporen finden sich in der Luft. Die Kolonien zeigen
eine samtartige Oberflache und sind an den Randern weil3 und in der Mitte blaulich-grin
gefarbt. 2014 wurde die Genomsequenz von P. roqueforti veroffentlicht (Cheeseman et al.
2014). Bisher ist nur die anamorphe Form bekannt, obwohl der Pilz die genetische Ausstattung
fur eine sexuelle Reproduktion besitzt (Ropars et al. 2012).

In der Lebensmittelindustrie wird P. roqueforti fiir die Herstellung von Blauschimmelkase, wie
z.B. Roquefort, Gorgonzola oder Bavaria Blu verwendet (Law und Tamime 2010). Das
typische Aroma wird vor allem durch Methylketone gepréagt, die in den Kése abgegeben

werden (Dwivedi und Kinsella 1974).

Zu den wichtigsten Sekundarmetaboliten aus P. roqueforti zahlen Roquefortin C, Meleagrin,
Mycophenolsaure, das PR Toxin und Penicillin (Abb. 1.12) (Arnold et al. 1978; Cole et al. 1983;
Del-Cid et al. 2016; Reshetilova et al. 1995; Scott et al. 1977; Wagener et al. 1980).

(A) (B)

NH

Roquefortin C Meleagrin

(€) (D)

PR Toxin Mycophenolsaure

Abbildung 1.12: Strukturen einiger Sekundarmetabolite aus P. roqueforti.
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Obwohl das neurotoxische Roquefortin C und das PR Toxin in Blauschimmelkdsen
nachgewiesen wurden, wurde der Verzehr aufgrund des geringen Gehaltes als unbedenklich
eingestuft (Scott und Kennedy 1976). Auch die Mutterkornalkaloide Festuclavin und
Isofumigaclavin A wurden in dem Pilz nachgewiesen (Ohmomo et al. 1975).

1.4.3 Penicillium camemberti

Penicillium camemberti wurde erstmals von Charles Thom im Jahr 1906 beschrieben (Thom
1906). Der Pilz ist nicht nattirlich vorkommend, sondern wurde speziell fir die K&seherstellung
gezichtet (Cheeseman et al. 2014), ausgehend von Penicillium commune als Wildtyp-
Vorlaufer (Polonelli et al. 1987). Die Kolonien von P. camemberti erscheinen baumwollartig
und weil3, sie verfarben sich erst nach zwei bis drei Wochen in der Mitte grunlich-grau.
Aufgrund des langsamen Wachstums setzt die Sporenbildung im Vergleich zu anderen
Penicillium Spezies spater ein (Thom 1906). Die Genomsequenz von P. camemberti wurde
zusammen mit der Sequenz von P. roqueforti im Jahr 2014 veroffentlicht (Cheeseman et al.
2014). Neben der Herstellung von Weichkasen wie Camembert oder Brie wird P. camemberti

beispielsweise auch zur Herstellung von Salami verwendet (Bruna et al. 2003).

Der Pilz produziert ebenfalls Mykotoxine und weitere Sekundarmetabolite wie z.B.
Cyclopiazonsaure, Brefeldin A und Penicamedin A (Abb. 1.13) (Abraham und Arfmann 1992;
Le Bars 1979; Zhu et al. 2015). Uber die Produktion von Mutterkornalkaloiden in diesem Pilz
ist bisher nichts bekannt.

(A) (B) (©)

HN
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Cyclopiazonsaure Brefeldin A Penicamedin A

Abbildung 1.13: Strukturen einiger Sekundarmetabolite aus P. camemberti.
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1.5 Biosynthesewege der Mutterkornalkaloide

1.5.1 Identifizierung der biosynthetischen Gencluster

Durch Zufitterungsexperimente wurde nachgewiesen, dass sich das Ergolin-Grundgertst von
den Vorlaufermolekilen L-Tryptophan und Dimethylallyl-Pyrophosphat (DMAPP) ableitet
(Floss 1976). Das erste Enzym aus Claviceps purpurea, das die C4-Prenylierung von
L-Tryptophan katalysiert, wurde im Jahr 1992 charakterisiert (Gebler und Poulter 1992). Spater
wurde das dazugehorige Gen (dmaW) identifiziert und sequenziert und die
Prenylierungsreaktion wurde in rekombinanten Hefe-Zellen untersucht (Tsai et al. 1995). Dies
war der Grundstein fUr die ldentifizierung des Mutterkornalkaloid-Genclusters in C. purpurea
(Tudzynski et al. 1999). Das Gencluster enthalt 14 Gene fir die Biosynthese von Ergotamin,
Ergocryptin und Ergonovin (Haarmann et al. 2005; Haarmann et al. 2008; Lorenz et al. 2009).
In den letzten 20 Jahren wurden viele pilzliche Genome sequenziert und durch einen Vergleich
mit den Genen aus dem Gencluster aus C. purpurea konnten weitere Mutterkornalkaloid-
Cluster identifiziert werden. In Abbildung 1.14 ist ein Vergleich der Gencluster aus C. purpurea,
A. fumigatus und P. commune dargestellt (Gerhards et al. 2015; Matuschek 2012).

Aspergillus fumigatus Af293 (GenBank: AAHF01000001.1: 2907012 - 2929163)

fgaOx3  fgaFS fgaP450-1 fgaPT1 fgaDH fgaP450-2 fgaAT fgaCat fgaPT2 fgaOx1 fgaMT
= LA

Penicillum commune NRRL2033

fgaAT,, fgaP450,,

fgaOx1,,

fgaDH,, fgaPT2, fgaMT,, fgaCat

Claviceps purpurea 20.1 (GenBank: JN186799.1: 8839 - 63381)

easA IpsB cloA easC easD easE easF easG dmaW

.’psC....‘ >_< h@_‘_%weasm, IpsA1, easH2, [psA2

% Prenyltransferase @ Katalase [ﬂm Reduktase

@ N-Methyltransferase » Alkoholdehydrogenase 1 kb

:> Oxidoreduktase 0ld Yellow Enzyme

Abbildung 1.14: Vergleich der Gencluster fur die Biosynthese der Mutterkornalkaloide in
A. fumigatus, P. commune und C. purpurea (modifiziert nach Matuschek 2012).
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In Claviceps fusiformis wurden neun homologe Gene fur die Biosynthese von
Mutterkornalkaloiden gefunden. Das Cluster enthalt jedoch keine Gene fiir Nicht-Ribosomale
Peptidsynthetasen (NRPS) und in den entsprechenden Pilzkulturen wurden keine Ergoamide
oder Ergopeptine detektiert (Lorenz et al. 2007). In Epichloé festucae bzw. Neotyphodium lolii
wurden 12 homologe Gene identifiziert, die fur die Biosynthese von Ergovalin verantwortlich
sind (Fleetwood et al. 2007; Panaccione et al. 2001). In A. fumigatus enthalt das homologe
Cluster 11 Gene fir die Biosynthese von Fumigaclavin C (Li und Unséld 2006; Panaccione
und Coyle 2005). Mit Hilfe einer Cosmid-Bank von P. commune konnte auch in diesem Pilz
ein Mutterkornalkaloid-Gencluster gefunden werden, das 9 Gene fir die Bildung von
Fumigaclavin A enthalt (Unsdld 2006). In Arthroderma benhamiae beinhaltet das
entsprechende Cluster nur 5 Gene fiur die Biosynthese von Chanoclavin-l Aldehyd. Weitere

Endprodukte wurden in dieser Spezies noch nicht identifiziert (Wallwey et al. 2012).

1.5.2 Gemeinsame Schritte zur Bildung des Ergolin-Grundgeruistes

Die ersten Schritte des Biosynthesewegs der Mutterkornalkaloide verlaufen bis zur Bildung

von Chanoclavin-I Aldehyd in allen oben genannten Spezies gleich.

(0]

L-Tryptophan

FgaOx1
. FgaDH
FgaCat
_reaE 7N
NAD* NADH
Chanoclavin-I Chanoclavin-I

Aldehyd

Abbildung 1.15: Biosynthese von Chanoclavin-l Aldehyd in A. fumigatus.
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In Abbildung 1.15 ist beispielhaft die Biosynthese von Chanoclavin-I Aldehyd in A. fumigatus
dargestellt. Sie beginnt mit der C4-Prenylierung von L-Tryptophan mit DMAPP als Prenyl-
Donor, katalysiert durch die Prenyltransferase FgaPT2 (Unsold und Li 2005). 4-Dimethylallyl-
Tryptophan (4-DMAT) wird anschlieBend durch die N-Methyltransferase FgaMT in
Anwesenheit von S-Adenosyl-Methionin (SAM) methyliert (Rigbers und Li 2008). Das Produkt
dieser Reaktion wird als 4-Dimethylallyl-L-Abrin (4-DMA-L-Abrin) bezeichnet. Das néchste
nachgewiesene Intermediat ist Chanoclavin-l. Zur Bildung von Chanoclavin-I sind zwei
Oxidierungsschritte sowie eine Decarboxylierung notwendig. Deletions-Experimente haben
gezeigt, dass vermutlich die FAD-abhangige Oxidoreduktase FgaOx1 und die Katalase
FgacCat fur die Entstehung von Chanoclavin-1 verantwortlich sind (Goetz et al. 2011; Lorenz et
al. 2010). Die biochemische Charakterisierung der beiden Enzyme ist bisher jedoch nicht
gelungen. In Abbildung 1.16 ist der postulierte Reaktionsmechanismus fur die Bildung von
Chanoclavin-I dargestellt (Lorenz et al. 2010). Nach dem ersten Oxidationsschritt entsteht

vermutlich ein Dien-Intermediat, welches weiter zum Epoxid oxidiert wird. Durch eine

anschlieRende Decarboxylierung entsteht dann Chanoclavin-1 (Gréger und Floss 1998; Lorenz
et al. 2010; Schardl et al. 2006).

4-DMA-L-Abrin Dien-Intermediat Epoxid-Intermediat Chanoclavin-I

Abbildung 1.16: Postulierter Reaktionsmechanismus fiir die Bildung von Chanoclavin-I.

Einen weiteren Hinweis fir die Beteiligung von FgaCat und FgaOx1 an der Entstehung von
Chanoclavin-I lieferten die Experimente von Ryan et al. Durch Integration von fgaPT2, fgaMT,
fgaCat und fgaOx1 aus A. fumigatus in das Genom von Aspergillus nidulans konnte die Bildung
von Chanoclavin-I nachgewiesen werden (Ryan et al. 2013). Spater wurden diese Ergebnisse
in Saccharomyces cerevisiae bestétigt (Nielsen et al. 2014). Es wurde weiterhin von Nielsen
et al. beschrieben, dass FgaOx1 ein Signalpeptid am C-Terminus aufweist. Somit muss das
Enzym sekretiert werden, bevor es zusammen mit FgaCat die Bildung von Chanoclavin-I
katalysieren kann. Es ist unklar, ob FgaCat in dieser Reaktion eine katalytische Funktion hat
oder fur die Disproportionierung von Wasserstoffperoxid zustandig ist, welches durch FgaOx1

gebildet wird (Goetz et al. 2011; Nielsen et al. 2014).
20



1. Einleitung

Der letzte gemeinsame Schritt der Biosynthese ist die Umwandlung von Chanoclavin-1 in
Chanoclavin-1 Aldehyd, der durch die kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase (SDR) FgaDH in
Anwesenheit von NAD" katalysiert wird (Wallwey et al. 2010a).

1.5.3 Verzweigung der Biosynthesewege
Ausgehend von Chanoclavin-l Aldehyd entstehen in den verschiedenen Produzenten

unterschiedliche Produkte. Abbildung 1.17 zeigt beispielhaft den Verzweigungspunkt der
Mutterkornalkaloid-Biosynthese in A. fumigatus, P. commune und C. purpurea.

Festuclavin

FgaOx3p.

_— =

Penicillium
commune

Chanoclavin-I Aldehyd

Iminium-Intermediat 3 Agroclavin

Abbildung 1.17: Biosynthese von Festuclavin, Pyroclavin und Agroclavin in A. fumigatus,
P.commune und C. purpurea.

Der Verzweigungspunkt wird durch die Enzymklasse der NAD(P)H-abh&ngigen

Oxidoreduktasen kontrolliert, die aufgrund ihrer starken Gelbfarbung durch ein koordiniertes

FMN-Molekul im aktiven Zentrum auch ,,Old Yellow Enzymes* genannt werden. In A. fumigatus

und P. commune katalysieren die homologen Enzyme FgaOx3 und FgaOx3p. die Bildung

eines Iminium-Intermediats, welches als Substrat flr die Festuclavin/Pyroclavin-Synthasen
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FgaFS/FgaFSe. dienen (Matuschek et al. 2012; Wallwey et al. 2010b). In A. fumigatus ist das
Hauptprodukt dieser Reaktion Festuclavin. In P. commune wird hingegen mehr Pyroclavin
gebildet, allerdings wurde in beiden Fallen auch das jeweils andere Stereoisomer als
Nebenprodukt detektiert (Matuschek et al. 2012). In Abwesenheit von FgaFS/FgaFSec
katalysieren die Enzyme FgaOx3 und FgaOx3p. die Bildung so genannter ,Shunt-Produkte”
(Abb. 1.18) (Wallwey et al. 2010b; Xie et al. 2011).

Iminium-Intermediat Shunt-Produkte

Abbildung 1.18: Bildung der Shunt-Produkte durch FgaOx3.

In C. purpurea existiert zwar ebenfalls ein FgaOx3-Homolog (EasA), allerdings ist dieses
vermutlich katalytisch inaktiv. Von Matuschek et al. wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Agroclavin-Synthase EasG die Bildung von Agroclavin tber ein nicht-enzymtisches Addukt mit
reduziertem Glutathion (GSH) katalysiert. Auch in diesem Fall wurde die Bildung eines
Iminium-Intermediats postuliert, welches wiederum als Substrat fur die Agroclavin-Synthase
EasG fungiert (Matuschek et al. 2011).

1.5.4 Entstehung unterschiedlicher Endprodukte

Ausgehend von Festuclavin bzw. Pyroclavin wird in A. fumigatus und P. commune die Bildung
von Fumigaclavin B durch ein Cytochrom P450-Enzym (FgaP450-2/FgaP450r:) katalysiert
(Abb. 1.19) (Bilovol und Panaccione 2016). Die neu entstandene Hydroxylgruppe wird
wiederrum mit Hilfe der Acyltransferasen FgaAT/FgaATe: in Anwesenheit von Acetyl-CoA
acetyliert, was in der Entstehung von Fumigaclavin A resultiert (Liu et al. 2009). In P. commune
ist (8R, 9S)-Fumigaclavin A bereits das Endprodukt des Biosynthesewegs. In A. fumigatus
wird hingegen das Ergolin-Grundgertst durch die Prenyltransferase FgaPT1 prenyliert,
wodurch (8S, 9S)-Fumigaclavin C als Endprodukt entsteht (Abb. 1.19) (Unséld und Li 2006).

In C. purpurea verlaufen die spéateren Schritte des Biosynthesewegs anders als in den beiden
oben beschriebenen Pilzen. Hier scheint vor allem die Cytochrom P450-Oxidoreduktase CloA
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die entscheidende Rolle zu spielen. Dieses Enzym katalysiert vermutlich mehrere Reaktionen,
die letztendlich in der Bildung von Lysergséure resultieren (Abb. 1.19) (Arnold und Panaccione
2017; Robinson und Panaccione 2014).

Aspergillus
fumigatus

FgaP450-2

HN

Festuclavin (8S, 9S)-Fumigaclavin C

Penicillium
commune

HN
Pyroclavin

Claviceps
purpurea

HN
Agroclavin Elymoclavin Paspalsaure Lysergséure

Abbildung 1.19: Biosynthese von Fumigaclavin C, Fumigaclavin A bzw. Lysergséure in
A. fumigatus, P. commune und C. purpurea.

Lysergsaure dient in C. purpurea als Ausgangspunkt fur die Biosynthese verschiedener
Ergoamide oder Ergopeptine wie z.B. Ergometrin, Ergocryptin oder Ergotamin. Das
Mutterkornalkaloid-Gencluster enthalt vier Gene, die verschiedene NRPS-Enzyme codieren
woraus die strukturelle Vielfalt der Produkte resultiert (Gerhards et al. 2014). Ein weiteres Gen
(easH1) codiert fur eine Fe?'- und 2-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenase, welche die

Cyclolisierung von Ergotamam zu Ergotamin katalysiert (Abb. 1.20) (Havemann et al. 2014).

In Aspergillus japonicus katalysiert ein EasH-Homolog (Aj_EasH) zusammen mit den FgaOx3-
und FgaFS-Homologen Aj_EasA und Aj_EasG die Bildung von Cycloclavin ausgehend von
Chanoclavin-I Aldehyd (Abb. 1.21) (Jakubczyk et al. 2015; Jakubczyk et al. 2016). EasH1 und

Aj_EasH weisen eine hohe Homologie zu Phytanoyl-CoaA-Dioxygenasen auf.
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EasH1

HN HN

Ergotamam Ergotamin

Abbildung 1.20: Cyclolisierung von Ergotamam zu Ergotamin durch EasH1 in C. purpurea.
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Abbildung 1.21: Biosynthese von Cycloclavin in A. japonicus.



2. Zielsetzung der Arbeit

2. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollten die folgenden Themen bearbeitet werden:

Bioinformatische Analyse von Mutternkornalkaloid-Genclustern in verschiedenen

Ascomyceten

¢ Aufklarung der Entstehung von Chanoclavin-1 in Aspergillus fumigatus durch
biochemische Charakterisierung der Enzyme FgaCat und FgaOx1

o Aufklarung der Biosynthese von Isofumigaclavin A in Penicillium roqueforti

e Untersuchung der Biosynthese von Mutterkornalkaloiden in Penicillium camemberti

2.1 Bioinformatische Analyse von Mutterkornalkaloid-Genclustern in

verschiedenen Ascomyceten

Die verfugbaren Genomsequenzen verschiedener Ascomyceten in der NCBI Datenbank
sollten auf das Vorhandensein von potenziellen Mutterkornalkaloid-Genclustern Uberprdift
werden. Dabei waren folgende Analysen vorgesehen:
e |dentifizierung potenzieller Mutterkornalkaloid-Gencluster durch einen Vergleich der
Proteinsequenzen mit den bekannten Sequenzen der Enzyme aus A. fumigatus,
C. purpurea und A. benhamiae
o Korrektur der in der Datenbank fehlerhaft vorhergesagten Proteinsequenzen durch

Annotation der Intron-Exon-Struktur

2.2 Aufklarung der Entstehung von Chanoclavin-l in Aspergillus fumigatus

durch biochemische Charakterisierung der Enzyme FgaCat und FgaOx1

In der Biosynthese der Mutterkornalkaloide ist die Bildung von Chanoclavin-I der letzte
gemeinsame Schritt in allen Produzenten, der bisher noch nicht vollstandig aufgeklart wurde.
Dies sollte durch die biochemischen Charakterisierung der Enzyme FgaCat und FgaOx1 aus
A. fumigatus erreicht werden. Dazu waren folgende Arbeitsschritte vorgesehen:

e Annotation der Intron-Exon-Struktur fir das Enzym FgaOx1

o Klonierung der Gensequenzen von fgaCat und fgaOx1 fur die heterologe Expression

in E. coli bzw. S. cerevisiae
e Uberproduktion, Aufreinigung und biochemische Charakterisierung der Proteine

e Aufreinigung und Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte
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2.3 Aufklarung der Biosynthese von Isofumigaclavin A in Penicillium roqueforti

Uber die Produktion von Isofumigaclavin A in P. roqueforti wurde bereits in der Literatur

berichtet, allerdings gab es zu Beginn dieser Arbeit keine Verotffentlichungen tber die

verantwortlichen Gene oder Enzyme. Um die Biosynthese genauer zu erforschen sollten

folgende Arbeiten durchgefihrt werden:

Nachweis der Produktion von Isofumigaclavin A in den Kulturextrakten von
P. roqueforti DSM-1079 und DSM-1080

Identifizierung der Gene bzw. Gencluster fur die Biosynthese der Mutterkornalkaloide
Klonierung der Gensequenzen fir die Enzyme der spateren Schritte des
Biosynthesewegs fir die heterologe Expression in E. coli bzw. S. cerevisiae (fgaDHegr,
fgaOx3pr1, fgaOx3pr2, f[gaOx3pers, fgaFSer, fgaFSers, easHer und fgaATer)
Uberproduktion, Aufreinigung und biochemische Charakterisierung der Proteine
Biotransformation verschiedener Substrate in S. cerevisiae

Aufreinigung und Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte

2.4 Untersuchung der Biosynthese von Mutterkornalkaloiden in Penicillium

camemberti

Da die Produktion von Mutterkornalkaloiden in vielen Penicillium Spezies wie z.B. P. commune

oder P. roqueforti nachgewiesen werden konnte, sollte untersucht werden, ob auch deren

naher Verwandter P. camemberti in der Lage ist, Mutterkornalkaloide zu produzieren. Dazu

sollten folgende Schritte durchgefiihrt werden:

Untersuchung der Kulturextrakte von P. camemberti DSM-1233 und DSM-100380 auf
das Vorhandensein von Mutterkornalkaloiden oder verwandten Substanzen
Identifizierung potenzieller Gene bzw. Gencluster fiir die Biosynthese von
Mutterkornalkaloiden

Klonierung der Gensequenzen fur die heterologe Expression in E. coli bzw.
S. cerevisiae (fgaDHpca Und easHpca)

Uberproduktion, Aufreinigung und biochemische Charakterisierung der Proteine
Biotransformation von Chanoclavin-I bzw. Chanoclavin-I Aldehyd in S. cerevisiae

Aufreinigung und Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Gerate, Saulenmaterialien fir die

Chromatographie, Antikorper, Enzyme und Kits

3.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die gebrauchlichen Laborchemikalien wurden hauptsachlich von den Firmen Carl Roth
(Karlsruhe), VWR (Radbor, USA), Merck (Darmstadt), Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA), AppliChem (Darmstadt), Alfa Aesar (Karlsruhe) und BD (Heidelberg) bezogen. DMAPP
wurde in der eigenen Arbeitsgruppe synthetisiert (u.A. von Frau Lena Ludwig-Radtke).

Chanoclavin-l wurde freundlicherweise von Prof. E. Leistner (Universitat Bonn) zur Verfigung

gestellt. Spezielle Chemikalien sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Tabelle 3.1: Spezielle Chemikalien.

Chemikalienbezeichnung

Hersteller

Coomassie Brilliant Blau R-250
dNTP Mix 100 mM (jeweils 25 mM)
Fumigaclavin A
NMR-L6sungsmittel:

e Chloroform-D1

e Methanol-D4

Serva (Heidelberg)

Bioline GmbH (Luckenwalde)

Alexis Biochemicals (San Diego, USA)
Euriso-Top GmbH (Saarbriicken)

3.1.2 Geréate

Die verwendeten Gerate sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

Tabelle 3.2: Verwendete Gerate.

Bezeichnung

Hersteller

AccuBlock™ Digital Dry Bath Heizblock
Agilent 1200 HPLC

Agilent 1260 HPLC gekoppelt mit einem
micrOTOF-QIIl Massenspektrometer
AKTAprime™ plus

Autoklav VX-150

Brutschrank EB 280

Labnet (Edison, USA)
Agilent (Santa Clara, USA)
Bruker Daltonics (Billerica, USA)

GE Healthcare (Freiburg)
Systec (Wettenberg)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
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Denver MAXX Elektronische Prézisionswaage

Ecotron Schuttelinkubator

Einkanalpipetten Discovery
Electrophoresis Power Supply EPS 301
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD Plus
Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Heraeus Multifuge 1 L-R

Heraeus Multifuge X1R

ImageQuant 100 Geldokumentationssystem
JOEL ECA-500

LLG-uniSPEC 2 Spectrophotometer
Membranpumpe

Mini-PROTEAN® 3 Elektrophorese-Zelle
MJ Mini Personal Thermal Cycler

MR Hei-Mix S Magnetrihrer

Multitron Schuttelinkubator

MyCycler™ thermal cycler

NanoDrop 2000c

pH 211 Microprocessor pH Meter
Pioneer™ Precision Balance PA4102C
PowerPac™ HC High-Current Power Supply
Rocking Platform Shaker

Rotavapor-R Rotationsverdampfer

Sonifier 250

Sorvall MTX150 Micro-Ultracentrifuge
Sorvall RC 6+ Centrifuge

Spannungsgeber LKB GPS 200/400
Sonorex AF 100 Ultraschallbad
ThermoMixer® C

UniTherm Hybridizationsoven 6/12
UniVapo 100 H Vakuumzentrifuge

Denver Instrument (Bohemia, USA)
Infors HT (Bottmingen, Schweiz)

Abimed (Langenfeld)

Amersham Biosciences

Martin Christ (Osterode am Harz)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
GE Healthcare (Freiburg)

JOEL (Minchen)

LLG Labware (Meckenheim)
Vacuubrand (Wertheim)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Heidolph (Schwabach)

Infors HT (Bottmingen, Schweiz)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Hanna Instruments (Kehl am Rhein)
Ohaus (Greifensee, Schweiz)

Bio-Rad (Hercules, USA)

VWR (Radbor, USA)

Biichi (Flawil, Schweiz)

Branson Ultrasonics (Danbury, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Pharmacia

Bandelin (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

UniEquip (Martinsried)

UniEquip (Martinsried)

3.1.3 Saulenmaterialien fur die Chromatographie

Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Saulenmaterialien.

Tabelle 3.3: Verwendete Saulenmaterialien fir die Chromatographie.

Bezeichnung Hersteller

Anti-FLAG M2 Affinity Gel
Glutathione Sepharose

Merck (Darmstadt)
GE Healthcare (Freiburg)
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HiLoad 16/60 Superdex 200 (Fertigsaule)
Multospher 120 RP18 (Fertigsaulen)
e 5um, 250 x 2 mm

GE Healthcare (Freiburg)
CS Chromatographie Service (Langerwehe)

e 5pm, 250 x 4 mm

e 5um, 250 x 10 mm
Protino Ni-NTA Agarose (Suspension)
Sephadex G-25 PD-10, NAPS (Fertigsaule)

Macherey Nagel (Duren)
GE Healthcare (Freiburg)

3.1.4 Antikorper, Enzyme und Kits

Die verwendeten Antikérper, Enzyme und Kits sind in Tabelle 3.4 aufgelistet.

Tabelle 3.4: Verwendete Antikdrper, Enzyme und Kits.

Bezeichnung

Hersteller

Anti-Histidine Tagged Protein Mouse mAb
Anti-Mouse 1gG (Sigma)
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail

DNA MB Grade from fish sperm (Carrier DNA)

DNAse |

Expand™ High Fidelity PCR System
E.Z.N.A.™ Fungal RNA Miniprep Kit
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

HiYield PCR Clean-up and Gel-Extraction Kit
HMW and LMW Gel Filtration Calibration Kit
LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis
Lysozym

Monoclonal Anti-c-Myc antibody (Sigma)
pGEM®-T easy Vector system

Phusion® HF DNA Polymerase

Precision Plus Protein™ All Blue Standard
ProtoScript Il First Strand cDNA Synthesis Kit
Rat Anti-DYKKDDDDK Antibody (Anti-FLAG)
Restriktionsendonukleasen

RNAse A
S.c. EasyComp Transformation Kit
T4-DNA Ligase

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

AppliChem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Mannheim)
Omega Bio-Tek (Norcross, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
SLG Sudlaborbedarf (Gauting)

GE Healthcare (Freiburg)

GE Healthcare (Freiburg)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Promega (Mannheim)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Bio-Rad (Hercules, USA)

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Agilent (Santa Clara, USA)

Jena Bioscience (Jena),

New England Biolabs (Frankfurt am Main)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
New England Biolabs (Frankfurt am Main)
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3.2 Mikroorganismen, Plasmide und Oligonukleotide

3.2.1 Mikroorganismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 3.5 aufgeflihrt. Die

verwendeten Pilzstamme sind in Tabelle 3.6 zu finden.

Tabelle 3.5: Verwendete Bakterienstamme.

Bezeichnung

Genotyp

Hersteller

E. coli ArcticExpress
(DE3) !
E. coli DH5a

E. coli M15 [pREP4]

E. coli NEB 5-a
(Subcloning Efficiency)

E. coli SG13009 [pREP4]

E. coli SoluBL21™ 2

E. coli XL1-Blue MRF*

E. coli XL10 Gold 3

F-ompT hsdS(rs- ms”) dcm* Tet"gal A(DE3)
endA Hte [cpn10 cpn60 Gent']
F- ®80laczAM15 A(lacZYA-argF) U169

recAl endAl hsdR17 (r«-, mk*) phoA
SupE44 A~ thi-1 gyrA96 relAl

nals strS rifS thi- lac- ara* gal* mtl- F- recA*
uvrt lon*

fhuA2 A(argFlacz)U169 phoA ginv44
@80A (lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl
endAl thi-1 hsdR17

nals strS rifS thi- lac- ara- gal* mtl- F- recA*
uvr* lon*
F- ompT hsdSg (rs- ms”) gal dcm (DE3)

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
recAl endA1lgyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac[F' proAB lacld ZAM15 Tn10 (Tet")]
Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMRmrr)
173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96

relAl lac Hte [F" proAB lacld ZAM15 Tn10
(Tet) Amy Cam']

Agilent
(Santa Clara, USA)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Qiagen (Hilden)

New England Biolabs
(Frankfurt am Main)

Qiagen (Hilden)

AMS Biotechnology
(Abingdon, Grof3britanien)

Agilent
(Santa Clara, USA)

Agilent
(Santa Clara, USA)

! Dieses E. coli B-Derivat ist ein allgemeiner Expressionsstamm, dem sowohl die Lon-Protease
als auch die OmpT-Protease fehlt, welche Proteine wahrend der Aufreinigung abbauen
kénnen. Die Dcm Methylase, die E. coli B natirlicherweise fehlt, wurde in das Genom
eingeflgt.

2 Dieses E. coli BL21 (DE3)-Derivat enthalt nicht charakterisierte Mutationen, die durch
spezielle Selektionskriterien erhalten wurden. Diese Mutationen sollen dem Stamm
ermdglichen unlésliche Proteine in (teilweise) I6slicher Form zu exprimieren.

3 Die angegebenen Gene bezeichnen Mutanten-Allele. Die Gene auf dem F* Episom sind

unverandert, es sei denn sie sind speziell gekennzeichnet.
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Tabelle 3.6: Verwendete Pilzstamme.

Bezeichnung Genotyp Hersteller / Referenz
P. roqueforti DSM 1079 Wildtyp DSMZ (Braunschweig)
P. roqueforti DSM 1080 Wildtyp DSMZ (Braunschweig)
P. camemberti DSM 1233 Wildtyp DSMZ (Braunschweig)
P. camemberti DSM 100380  Wildtyp DSMZ (Braunschweig)
S

S. cerevisiae CB018

S. cerevisiae HOD114-2B
S. cerevisiae INVScl

. cerevisiae BJ5464-NpgA

MATa ura3-52 his3-A 200 leu2-A1 trpl
pep4::HIS3 prbl Al1.6R canl GAL
PYES2-NpgA

MATa his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1
ura3-1 ade2-1 ochre canl-100 pep4
A::HIS3 prbl A::hisG prcl A::hisG
MATa ura3-52 his3A1 leu2-3,112

his3A1/his3A1 leu2/leu2 trpl-289/trpl-
289 ura3-52/ura3-52

(Bond et al. 2016)

Prof. Marahiel (Philipps-
Universitat Marburg)

(Backhaus et al. 2017)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

3.2.2 Plasmide

Fir diese Arbeit wurden einige kommerziell erhéltliche Klonierungs- und Expressionsvektoren

(Tab. 3.7) sowie fremde Plasmide (Tab. 3.8) verwendet. Die im Rahmen dieser Arbeit neu

erstellten Konstrukte sind in Tabelle 3.9 aufgelistet.

Tabelle 3.7: Verwendete Klonierungs- und Expressionsvektoren.

Bezeichnung  Beschreibung Hersteller
pPESC-His® Expressionsvektor fir S. cerevisiae, AmpR, GAL1- Agilent
Promotor, HIS3, Sequenz fiir C-terminalen FLAG-Tag (santa Clara, USA)
(MCS1) bzw. myc-Tag (MCS2)
pESC-Ura® Expressionsvektor fir S. cerevisiae, AmpR, GAL1- Agilent

pGEM-T® easy

pGEX4T-1®
pQE-60°
pQE-70°

pPYES2/NT C®

Promotor, URA3, Sequenz fir C-terminalen FLAG-
Tag (MCS1) bzw. myc-Tag (MCS2)

Linearisierter Vektor mit T-Uberhang zur Klonierung
von PCR-Produkten mit A-Uberhang, lacz, ori, f1 ori,
AmpR

Expressionsvektor fiir E. coli, AmpR, tac-Promotor,
Sequenz fur N-terminalen GST-Tag

Expressionsvektor fir E. coli, AmpR, T5-Promotor,
Sequenz fur C-terminalen Hises-Tag
Expressionsvektor fir E. coli, AmpR, T5-Promotor,
Sequenz fir C-terminalen Hiss-Tag
Expressionsvektor fir S. cerevisiae, AmpR, GAL1-
Promotor, Sequenz fir N- oder C-terminalen Hiss-Tag

(Santa Clara, USA)

Promega (Mannheim)

GE Healthcare (Freiburg)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)
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Tabelle 3.8: Verwendete Plasmide.

Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

pCWO03
pCW04
pCwW18
pHis8®

plu18
pKAB23
pLWO02
pMMO3
pMMO012
pMMO044
pMMO046
pMMO048
pMMO050
puUGE®

pPVW79

fgaDH aus A. fumigatus in pQE-60®

fgaOx3 aus A. fumigatus in pQE-70®

chaDH aus A. benhamiae in pQE-60®
Expressionsvektor fur E. coli, KanR, T7-Promotor,
Sequenz fur C-terminalen Hiss-Tag und N-terminalen
Hiss-Tag

fgaPT2 aus A. fumigatus in pHis8®

fgaDH aus A. fumigatus in pYES2/NT C®

fgaAT aus A. fumigatus in pQE-70®

fgaFS aus A. fumigatus in pQE-70®

fgaOx1 aus A. fumigatus in pQE-60®

easG aus C. purpurea in pQE-60®

easA aus C. purpurea in pQE-60®

fgaFSec aus P. commune in pQE-60®

fgaOx3pc aus P. commune in pQE-70®

Enthélt eine G418 Resistenz und eine loxP-flankierte
Marker  Gendeletions-Kassette  (loxP-pAgTEF1-
kanMX-tAgTEF1-loxP)

pESC-Leu2d®-Derivat, rekonstruiert mit der MCS aus
dem Vektor pESC-Ura®

(Wallwey et al. 2010a)
(Wallwey et al. 2010b)
(Wallwey et al. 2012)
(Jez et al. 2000)

(Unséld und Li 2005)
Dr. Katja Backhaus
(Liu et al. 2009)
(Wallwey et al. 2010b)
(Matuschek 2012)
(Matuschek et al. 2011)
(Matuschek et al. 2011)
(Matuschek et al. 2012)
(Matuschek et al. 2012)
(Guldener et al. 1996)

Viola Wohlgemuth

Tabelle 3.9: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide. Fertige Expressionskonstrukte

wurden fett markiert.

Bezeichnung

Beschreibung

pNGO1

pNG02

pNGO3

pNGO04

Insert: fgaCat (NC_007195.1: 4790987 — 4792636)
Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaCat001 (Ncol), FgaCat002

PCR-Template: cDNA Aspergillus fumigatus B 5233
Insert: fgaCat (NC_007195.1: 4790987 — 4792636)
Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaCat001 (Ncol), FgaCat003 (Bglil)

PCR-Template: pNGO1

Insert: fgaCat (aus pNGO02 umkloniert mit Ncol, Bglll)
Vektor: pQE-60®

Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795719 — 4797851)
Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1sol_forl (Ncol), FgaOx1_rev2 (Bglll)

PCR-Template: pMM012

Bemerkung: fehlerhafte Sequenz aus der NCBI-Datenbank, AS 3 bis 21 deletiert
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pNGO05

pNGO6

pNGO7

pNGO8

pNG09

pNG10

pNG11

pNG12

pNG13

Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795719 — 4797851)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1sol_for2 (Ncol), FgaOx1_rev2 (Bglll)
PCR-Template: pMM012

Bemerkung: fehlerhafte Sequenz aus der NCBI-Datenbank, AS 3 bis 53 deletiert
Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795719 — 4797851)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1sol_for3 (Ncol), FgaOx1_rev2 (Bglll)
PCR-Template: pMM012

Bemerkung: fehlerhafte Sequenz aus der NCBI-Datenbank, AS 3 bis 105 deletiert
Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795719 — 4797851)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1sol_for4 (Sphl), FgaOx1_rev2 (Bglll)
PCR-Template: pMM012

Bemerkung: fehlerhafte Sequenz aus der NCBI-Datenbank, AS 3 bis 21 deletiert
Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795719 — 4797851)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1sol_for5 (Sphl), FgaOx1_rev2 (Bglil)
PCR-Template: pMMO012

Bemerkung: fehlerhafte Sequenz aus der NCBI-Datenbank, AS 3 bis 53 deletiert
Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795719 — 4797851)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1sol_for6 (Sphl), FgaOx1_rev2 (Bglll)
PCR-Template: pMMO012

Bemerkung: fehlerhafte Sequenz aus der NCBI-Datenbank, AS 3 bis 105 deletiert

Insert: fgaOx3pr2 (CBMR010000122.1: 38813 — 39952)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-122_for (BamHI), FgaOx3-122_rev (Bglll)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3pr3 (CBMR010000197.1: 106543 — 107668)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-197_for, FgaOx3-197_rev (Bglll)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3p;1 (CBMR010000003.1: 13202 — 14320)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-3_for (Ncol), FgaOx3-3_rev (Bglll)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3p;3 (CBMR010000197.1: 106543 — 107668)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-197_for2 (Sphl), FgaOx3-197_rev (Bglll)
PCR-Template: pNG11
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pNG14

pNG15

pNG16

pNG17

pNG18

pNG19

pNG20

pNG21

pNG22

pNG23

pNG24

Insert: fgaFSpis (CBMR010000309.1: 40508 — 41516)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-309_for (BamHI), FgaFS-309 rev (Bglll)
PCR-Template: cDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaFSpr2 (CBMR010000122.1: 44360 — 45367)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-122_for (BamHI), FgaFS-122_rev2 (Bglll)
PCR-Template: cDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3pr3 (aus pPNG13 umkloniert mit Sphli, Bglll)

Vektor: pQE-70®

Insert: fgaOx3pr, (CBMR010000122.1: 38813 — 39952)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-122_for2 (Sphl), FgaOx3-122_rev (Bglll)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaFSer, (CBMR010000122.1: 44359 — 45367)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-122_for2 (Sphl), FgaFS-122_rev2 (Bglll)
PCR-Template: cDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaFSpis (CBMR010000309.1: 40507 — 41516)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-309 for2 (Sphl), FgaFS-309_rev2 (Bglll)
PCR-Template: cDNA Penicillium rogueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3pr1 (aus pNG12 umkloniert mit Ncol, BamHI)

Vektor: pQE-60®

Insert: fgaOx3pr2 (aus pPNG17 umkloniert mit Sphl, Bglll)

Vektor: pQE-70®

Bemerkung: enthélt unerwiinschtes Fragment aus pGemT-Easy® (41 bp)
Insert: fgaFSpr, (CBMR010000122.1: 44359 — 45367)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-122_for2 (Sphl), FgaFS-122_rev3 (Bglll)
PCR-Template: pNG18

Insert: fgaFSpis (CBMR010000309.1: 405022 — 41516)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-309 _for2 (Sphl), FgaFS-309_rev3 (Bglil)
PCR-Template: pNG19

Insert: fgaFSer2 (aus pNG22 umkloniert mit Sphli, Bglll)

Vektor: pQE-70®
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pNG25

pNG26

pNG27

pNG28

pNG29

pNG30

pNG31

pNG32

pNG33

pNG34

Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795854 — 4797851, korrigierte Sequenz)
Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen:

e Fragment 1: FgaOx1_for5 (Sphl), FgaOx1fus_rev

e Fragment 2: FgaOx1fus_for, FgaOx1_rev2 (Bglll)

e Fusion: FgaOx1_for5, FgaOx1_rev2

PCR-Template:

e Fragment 1: Bac-Klon AfA 32C2 (A. fumigatus)

e Fragment 2: pMMO012

Insert: fgaFSprs (aus pNG23 umkloniert mit Sphl, Bglll)

Vektor: pQE-70®

Bemerkung: enthélt unerwiinschtes Fragment aus pGemT-Easy® (82 bp)
Insert: fgaFSps

Vektor: pQE-70®

Bemerkung: das unerwinschte Fragment aus pNG26 (82 bp) wurde durch
Restriktion und Ligation entfernt

Insert: fgaOx3pr2
Vektor: pQE-70®

Bemerkung: das unerwinschte Fragment aus pNG21 (41 bp) wurde durch
Restriktion und Ligation entfernt

Insert: fgaOx1 (aus pNG25 umkloniert mit Sphil, BamHI)

Vektor: pQE-70®

Bemerkung: enthélt unerwiinschtes Fragment aus pGemT-Easy® (165 bp)
Insert: fgaOx1 (ohne unerwinschtes 165 bp-Fragment aus pNG29)
Vektor: pQE-70®

Bemerkung: das unerwiinschte Fragment aus pNG29 (165 bp) wurde durch
Restriktion und Ligation entfernt

Insert: fgaFSpis (CBMR010000309.1: 40509 — 41527)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-309_for3 (BamHI), FgaFS-309_rev4 (Xhol)
PCR-Template: cDNA Penicillium rogueforti DSM-1079

Insert: fgaFSpr2 (CBMR010000122.1: 44355 — 45381)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-122_for3 (BamHlI), FgaFS-122_rev4 (Xhol)
PCR-Template: cDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3p;1 (CBMR010000003.1: 13190 — 14326)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-3_for2 (BamHI), FgaOx3-3_rev2 (Xhol)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3pr. (CBMR010000122.1: 38808 — 39962)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-122_for3 (BamHlI), FgaOx3-122_rev2 (Xhol)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079
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pNG35

pNG36

pNG37

pNG38

pNG39

pNG40

pNG41

pNG42

pNG43

pNG44

pNG45

Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 4795858 — 4797851, korrigierte Sequenz)
Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1_for (Ncol), FgaOx1_rev (BamHI)
PCR-Template: pNG25

Insert: easHpr (HG792016.1: 642009 — 642900)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: EasH_forl (Ncol), EasH_revl (BamHI)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: easHp; (HG792016.1: 642009 — 642888)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: EasH_for2 (Ncol), EasH_rev2 (BamHI)
PCR-Template: gDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaATe, (HG792016.1: 643197 — 644680, mit Sphl- und Bglll-Schnittstelle
und ohne Stop-Codon)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaAT-122_for2 (Sphl), FgaAT-122_rev2 (Bglll)
PCR-Template: cDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: fgaATp, (HG792016.1: 643194 — 644674)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaAT-122_for (BamHI), FgaAT-122_rev (Xhol)
PCR-Template: cDNA Penicillium rogueforti DSM-1079

Insert: fgaATer (aus pPNG38 umkloniert mit Sphl, Bglll)

Vektor: pQE-70®

Insert: easHp, (HG792016.1: 642009 — 642888)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: EasH_for3 (Sphl), EasH_rev3 (Bglll)
PCR-Template: pNG37

Insert: fgaOx3pr2 (aus pPNG34 umkloniert mit BamHI, Xhol)

Vektor: pGex4T-1°®

Insert: fgaFSer, (HG792016.1: 645729 — 646750)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaFS-122_for3 (BamHlI), FgaFS-122_rev5 (Sall)
PCR-Template: cDNA Penicillium rogueforti DSM-1079

Insert: fgaOx3pr2 (HG792016.1: 640181 — 641330)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-122_for4 (Notl), FgaOx3-122_rev3 (Spel)
PCR-Template: cDNA Penicillium roqueforti DSM-1079

Insert: easHpr (HG792016.1: 642008 — 642888)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: EasH_for4 (Notl), EasH_rev4 (Spel)
PCR-Template: cDNA Penicillium rogueforti DSM-1079
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pNG46

pNG47

pNG48

pNG49

pNG50

pNG51

pNG52

pNG53

pNG54

pNG55

pNG56

pNG57

pNG58

Insert: fgaATp, (HG792016.1: 643197 — 644674)

Vektor: pGem T-Easy®

Primer, Schnittstellen: FgaAT-122_for (BamHlI), FgaAT-122 rev3 (Sall)
PCR-Template: pNG38

Insert: easHp (aus pNG41 umkloniert mit Sphl, Bglll)

Vektor: pQE-70®

Insert: fgaFSpr2 in MCS-2 (aus pNG43 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Insert: fgaATe; in MCS-2 (aus pNG46 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pESC-Ura®

Insert: fgaOx3pr2 iIn MCS-1 (aus pNG44 umkloniert mit Notl, Spel)
Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Insert: easHp; in MCS-1 (aus pNG45 umkloniert mit Notl, Spel)
Vektor: pESC-Ura®

Insert: fgaFSpr2 in MCS-2 (aus pNG43 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pNG50 (fgaOx3pr2 in MCS-1 von pVW79)

Insert: easHpr in MCS-1 (aus pNG45 umkloniert mit Notl, Spel)
Vektor: pNG49 (fgaATer in MCS-2 von pESC-Ura®)

Insert: GAL1p-fgaDH-CYC1t (AAHF01000001.1:2914582 — 2915434, mit GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator aus dem Vektor pYES2/NT C®)

Vektor: pUGE®
Primer: pUG6-GALp-fgaDH, pUG6-CYCL1t-fgaDH
PCR-Template: pKAB23

Bemerkung: Dieses Konstrukt sollte fur die Integration von fgaDH in das Genom
von S. cerevisiae HOD114-2B verwendet werden. Da die Integration nicht gelungen
ist, wurde dieses Experiment nicht naher erlautert.

Insert: easHpca iIn MCS-1 (HG793136.1: 1369016 — 1369924)

Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: EasHPca_for (Notl), EasHPca_rev (Spel)
PCR-Template: gDNA Penicillium camemberti DSM-1233

Insert: easHpca in MCS-1 (HG793136.1: 1369016 — 1369924)

Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: EasHPca_for (Notl), EasHPca_rev (Spel)
PCR-Template: gDNA Penicillium camemberti DSM-100380

Insert: fgaOx1 (NC_007195.1: 479585 — 4797851, annotierte Sequenz)
Vektor: pYES2/NT C®

Primer, Schnittstellen: FgaOx1_for6 (Hindlll), FgaOx1_rev4 (Pmel)
PCR-Template: pNG25

Insert: fgaFSprs in MCS-2 (HG792019.1: 1173658 — 1174649)

Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Primer, Schnittstellen: FgaFS-309 for4 (BamHl), FgaFS-309 rev6 (Sall)
PCR-Template: pNG19
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pNG59

pNG60

pNG61

pNG62

pNG63

pNG64

pNG65

pNG66

pNG67

pNG68

pNG69

Insert: easHpca (HG793136.1: 1369016 — 1369924)

Vektor: pQE-70®

Primer, Schnittstellen: EasHPca_for2, EasHPca_rev2 (Bglll)
PCR-Template: pNG55

Insert: fgaOx3prz in MCS-1 (HG792017.1: 299294 - 300403)
Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-197_for3 (Notl), FgaOx3-197_rev3 (Spel)
PCR-Template: pNG16

Bemerkung: ohne FLAG-Tag

Insert: fgaOx3pr1 in MCS-1 (HG792015.1: 104860 - 105963)
Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-13_for3, FgaOx3-3_rev3 (Spel)
PCR-Template: pNG20

Insert: fgaFSprs in MCS-2 (aus pNG58 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pNG50 (fgaOx3pr2 in MCS-1 von pVW79)

Insert: fgaFSprs in MCS-2 (aus pNG58 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pNG61 (fgaOx3pr1 in MCS-1 von pVW79)

Insert: fgaFSpr2 in MCS-2 (aus pNG48 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pNG61 (fgaOx3pr1 in MCS-1 von pVW79)

Insert: fgaOx3pr3 in MCS-1 (aus pNG60 umkloniert mit Notl, Spel, ohne FLAG-Tag)
Vektor: pNG58 (fgaFSprs in MCS-2 von pVW79)

Insert: fgaOx3pr3 in MCS-1 (aus pNG60 umkloniert mit Notl, Spel)
Vektor: pNG48 (fgaFSpr2 in MCS-2 von pVW79)

Bemerkung: ohne FLAG-Tag

Insert: GAL1p-fgaDH-CYC1t (AAHF01000001.1:2914582 — 2915434, mit GAL1-
Promotor und CYC1-Terminator aus dem Vektor pYES2/NT C®)

Vektor: pGemT-Easy®
Primer, Schnittstellen: FgaDH_for2 (Sacll), FgaDH_rev2 (Sacll)
PCR-Template: pNG54

Bemerkung: Dieses Konstrukt sollte fur die Integration von fgaDH in das Genom
von S. cerevisiae HOD114-2B verwendet werden. Da die Integration nicht gelungen
ist, wurde dieses Experiment nicht néher erlautert.

Insert: fgaDHp, in MCS-2 (HG792019.1:1171988 — 1172835)

Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: FgaDH-309_for (BamH]I), FgaDH-309_rev2 (Sall)
PCR-Template: cDNA Penicillium rogueforti DSM-1079

Bemerkung: mit His-Tag

Insert: fgaDH in MCS-2 (AAHF01000001.1:2914582 — 2915434)

Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: FgaDH_for (BamHI), FgaDH_rev3 (Sall)
PCR-Template: pNG54

Bemerkung: mit His-Tag, versehentliche Deletion von 7 bp durch falsches
Primerdesign
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pNG70

pNG71

pPNG72

pNG73

pNG74

pNG75

pNG76

pNG77

pNG78

Insert: fgaDHpca in MCS-2 (HG793136.1:1381550 — 1382501)
Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: PcaDH_for (BamHI), PcaDH_rev (Sall)
PCR-Template: cDNA Penicillium camemberti DSM-1233
Bemerkung: mit His-Tag

Insert: chaDH in MCS-2 (ABSU01000001.1: 1957951 — 1958808)
Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: ChaDH_for (BamHI), ChaDH_rev (Sall)
PCR-Template: pCW18

Bemerkung: mit His-Tag

Insert: fgaDHpca in MCS-2 (HG793136.1:1381550 — 1382501)
Vektor: pNG55 (easHpca in MCS-1 von pESC-His®)

Primer, Schnittstellen: PcaDH_for (BamHI), PcaDH_rev (Sall)
PCR-Template: pNG70

Bemerkung: mit His-Tag, Intron noch vorhanden

Insert: fgaDHp in MCS-2 (aus pNG68 umkloniert mit BamHI, Sall)
Vektor: pNG55 (easHpca in MCS-1 von pESC-His®)

Insert: chaDH in MCS-2 (ABSU01000001.1: 1957951 — 1958808)
Vektor: pNG55 (easHpca in MCS-1 von pESC-His®)

Primer, Schnittstellen: ChaDH_for (BamHI), ChaDH_rev (Sall)
PCR-Template: pNG71

Bemerkung: mit His-Tag

Insert: fgaOx3p;3 in MCS-1 (HG792017.1: 299294 - 300403)
Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Primer, Schnittstellen: FgaOx3-197_for3 (Notl), FgaOx3-197_rev4 (Spel)

PCR-Template: pNG60

Insert: fgaOx3 in MCS-1 (AAHF01000001.1:2907012- 2908142)
Vektor: pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, siehe Tab. 3.7)

Primer, Schnittstellen: FgaOx3_for (Notl), FgaOx3_rev (Spel)
PCR-Template: pNG60

Insert: fgaDH in MCS-2 (AAHF01000001.1:2914582 — 2915434)
Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: FgaDH_for3 (BamHI), FgaDH_rev3 (Sall)
PCR-Template: pNG69

Bemerkung: mit His-Tag

Insert: fgaDHp, (HG792019.1:1171988 — 1172835)

Vektor: pQE-70®

Primer: FgaDH-309_for2, FgaDH-309 _rev3

PCR-Template: pNG68

Bemerkung: ohne His-Tag
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pNG79

pNG80

pNG81

pNG82

pNG83

pNG84

pNG85

pNG86

pNG87

pNG88

pNG89

Insert: fgaDHp, (HG792019.1:1171988 — 1172835)

Vektor: pQE-70®

Primer: FgaDH-309 for3, FgaDH-309 rev4

PCR-Template: pNG78

Bemerkung: ohne His-Tag

Insert: fgaDHpca (HG793136.1:1381550 — 1382501)

Vektor: pQE-70®

Primer: PcaDH_for3, PcaDH_rev4

PCR-Template: pNG70

Bemerkung: ohne His-Tag, Intron noch vorhanden

Insert: fgaOx3p3 iIn MCS-1 (aus pNG75 umkloniert mit Notl, Spel)
Vektor: pNG48 (fgaFSp:2 in MCS-2 von pVW79)

Insert: fgaOx3p3 iIn MCS-1 (aus pNG75 umkloniert mit Notl, Spel)
Vektor: pNG58 (fgaFSprs in MCS-2 von pVW79)

Insert: fgaDHpca (HG793136.1:1381550 — 1382501)

Vektor: pQE-70®

Primer: PcaDH_for3, PcaDH_rev2, PcaDH_for2, PcaDH_rev5
PCR-Template: pNG80

Insert: fgaDHp, (HG792019.1:1171988 — 1172835)

Vektor: pQE-70®

Primer: FgaDH-309_for2, FgaDH-309 _rev5

PCR-Template: pNG79

Insert: fgaDHpca in MCS-2 (HG793136.1:1381550 — 1382501)
Vektor: pESC-His®

Primer, Schnittstellen: PcaDH_for (BamHI), PcaDH_rev (Sall)
PCR-Template: pNG83

Insert: easHpca in MCS-1 (aus pNG56 umkloniert mit BamHlI, Sall)
Vektor: pNG77 (fgaDH in MCS-2 von pESC-His®)

Insert: fgaOx3prz_Y174F (CBMR010000197.1: 106543 — 107668)
Vektor: pQE-70®

Primer: FgaOx3-197mut_f1, FgaOx3-197mut_rl

PCR-Template: pNG16

Insert: easA_F176Y (AJ703809.1: 554 — 1663)

Vektor: pQE-60®

Primer: EasA_F176Y_for, EasA_F176Y_rev

PCR-Template: pMMO046

Insert: fgaOx3p._F178Y (JQ085283.1: 1 — 1140)

Vektor: pQE-60®

Primer: FgaOx3pc_F178Y_f, FgaOx3pc_F178Y_r
PCR-Template: pMMO050
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3.2.3 Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurofins

Genomics (Ebersberg) und Microsynth (Balgach, Schweiz) synthetisiert (siehe Tab. 3.10).

Tabelle 3.10: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte und verwendete Oligonukleotide. Die

Restriktionsschnittstellen sind fett markiert, der His-Tag kursiv und gewinschte
Mutationen wurden unterstrichen.

Bezeichnung

Sequenz (5° 2 39)

Plasmide

FgaCat001 CCCATGGTAATTGAGCGTGGGTTA pNGO1, pNG02, pNGO3
FgaCat002 ACTGCCGTTGTTTTAGTGATGAGC pNGO1

FgaCat003 GATGAGCAGATCTGAGCCTGGAAA pNGO02, pNGO03
FgaOx1sol_forl CCATGGCATATAGCCCCCCGTTTAACCAT pNG04

FgaOx1sol_for2 CCATGGCACTTATCAGGAGGTTCGACCT pNGO05

FgaOx1sol_for3 CCATGGCAGTGATCTCGCAAAGGACAG pNGO6

FgaOx1sol_for4 GCATGCCATATAGCCCCCCGTTTAACCAT pNGO7

FgaOx1sol_for5 GCATGCCACTTATCAGGAGGTTCGACCT pNGO8

FgaOx1sol_foré GCATGCCAGTGATCTCGCAAAGGACAG pNG09

FgaOx1_rev2

(von Dr. Marco
Matuschek)

FgaOx1fus_for

CATCTGGGATCCGCGGTATAC

AGCGGTTGGAGAGCCTCACAGGCCGGTACCT

pNGO04, pNGO05, pNGO8,
pNGO07, pNGO08, pNG09

pNG25, pNG29, pNG30

TACAGGGCTGGGTTTGGGA

FgaOx1lfus_rev TCCCAAACCCAGCCCTGTAAGGTACCGGCCG  pNG25, pNG29, pNG30
TGAGGCTCTCCAACCGCT

FgaOx1_for GTCTACCCATGGCATGCCATTTG pNG35

FgaOx1_for5 CATTGTCTACAGTAAGCATGCCATTTG pNG25

FgaOx1_for6 CGACTCACTATAGGGAATATTAAGCTTACCAT  pNG57
GCCATTTGTTTTCAGC

FgaOx1_rev CATCTGGGATCCTTAGCGGTATACC pNG35

FgaOx1_rev4 GGTTTAAACTCAATGGTGATGGTGATGATGG  pNG57
CGGTATACCCGCTGGGC

FgaFS-309_for GCAATGAGGATCCTTGTACTTGGG pNG14

FgaFS3-09 for2

FgaFS-309_for3
FgaFS-309 ford

FgaFS-309 _rev
FgaFS-309_rev2
FgaFS-309 rev3
FgaFS-309 _rev4
FgaFS-122_for

GGCATGCCTATTCTTGTACTTGGG

CTGGATCCTTTGCAATGACTATTC
CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCATGAC
TATTCTTGTACTTGTACTTGG
AAGCTAACAGGCTGGCAAGATCTATT
AGCTAACAAGATCTCAACACCCATTT
AGATCTCCATTTTTGCTTCTCGTGC
GCTAACACTCGAGCTACACCC
GTGATGAGGATCCTTGTACTGGG

pNG19, pNG23, pNG26

pNG27
pNG31

pNG58, pNG62, pNG63

pPNG65, pNG82
pNG14
pNG19

pNG23, pNG26, pNG27

pNG31
pNG15
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FgaFS-122_for2
FgaFS-122_for3

FgaFS-122_rev2
FgaFS122_rev3

FgaFS-122_rev4
FgaFS-122_rev5

FgaOx3-122_for

FgaOx3-122_for2
FgaOx3-122_for3
FgaOx3-122_for4

FgaOx3-122_rev

FgaOx3-122_rev2
FgaOx3-122_rev3

FgaOx3-3_for
FgaOx3-3_for2
FgaOx3-3_for3

FgaOx3-3_rev
FgaOx3-3_rev2
FgaOx3-3_rev3

FgaOx3-197_for
FgaOx3-197_for2
FgaOx3-197_for3

FgaOx3-197_rev
FgaOx3-197_rev2

FgaOx3-197_rev4

EasH_forl
EasH_for2
EasH_for3
EasH_for4
EasH_revl
EasH_rev2
EasH_rev3
EasH_rev4

GGCATGCCTATTCTTGTACTGGGT
CCCAAGGATCCTTCGTGATGAC

GAGATCTGGCTTAGCCCAGACGTG
GAGAGATCTCTTAGCCCAGACGTG
GGGCTCGAGTTGGCTAAGC
GAGAGTGTCGACAGCCCAGAC

ACTATGACCAGGATCCCCAAACAC
AGCATGCCCATTATCCCCAAACAC
CCTAGGATCCACTATGACCATTATCC
CTAGCGGCCGCTATGACCATTATC

GTCAAATATAGATCTGCTCCGGC

GCATCCTCGAGTATTCAACTGCTCC
CGTCAAATACTAGTCTGCTCCGGC

CTCACCATGGCGAAACTCTTTGGA
GCAACTTGTAATGGATCCATGTCG

AATTCAACCCTCACTAAAGGCCGGCCGCAAT

GTCGAAACTCTTTGGACC
ATAGCATGCGGATCCTGACACAGA
CCTTGAATCTCGAGCCTATCC

CGTCATCCTTGTAATCCATCGATACTAGTGCT

CCTGACACAGAAACC
CCTAGCATGACCAAACTCTTCACT
CCTAGCATGCCCAAACTCTTCACT

AATTCAACCCTCACTAAAGGGCGGCCGCAAT

GACCAAACTCTTCACTCC
TAAACAATCAGGAGATCTAGCCGCC

CGTCATCCTTGTAATCCATCGATACTAGTGCA

AGCCGCCGCCTCAATGG

CGTCATCCTTGTAATCCATCGATACTAGTGCA

GCCGCCGCCTCAATGG
GCAAATCCCATGGGATGAGATCACC
GCAAATCGAACACCATGGGATCACC
GCAAATCGAACAGCATGCGATCACC
CAAATGCGGCCGCATGAGATC
CTGCGGGATCCAGACTTTAGTCC
GAAGTAAATTTGGATCCCTAGCTAGACT
GAAGTAAATTTTCTAGACTAGCTAGACT
CTGACTAGTCTAGACTTTAGTCCTAA

pNG18, pNG22, pNG24
pNG32, pNG43, pNG48
pNG52, pNG64, pNG66
pNG81

pNG15, pNG18

pNG22, pNG24

pNG32

pNG43, pNG48, pNG52
pNG64, pNG66, pNG81
pNG10

pNG17, pNG21, pNG28
pNG34, pNG42

pNG44, pNG50, pNG52
pNG62

pNG10, pNG17, pNG21
pNG28

pNG34, pNG42

pNG44, pNG50, pNG52
pNG62

pNG12, pNG20

pNG33

pNG61, pNG63, pNG64

pNG12, pNG20
pNG33
pNG61, pNG63, pNG64

pNG11

pNG13, pNG16
pNG60, pNG65, pPNG66
pPNG75, pNG81, pNG82
pNG11, pNG13, pNG16
pNG60, pNG65, pPNG66

pPNG75, pNG81, pNG82

pNG36

pNG37

pNG41, pNG47

pNG45, pNG51, pNG53
pNG36

pNG37

pNG41, pNG47

pNG45, pNG51, pNG53
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FgaAT_for

FgaAT_for2
FgaAT_rev

FgaAT_rev2
FgaAT_rev3
EasHPca_for

EasHPca_for2

EasHPca_rev

EasHPca_rev2
pUG6-GALp-fgaDH
pUG6-CYC1t-
fgaDH

FgaDH_for

FgaDH_for2
FgaDH_for3

FgaDH_rev2

FgaDH_rev3

FgaDH-309_for

FgaDH-309_for2

FgaDH-309 _rev2

FgaDH-309_rev3

FgaDH-309_rev4

FgaDH-309_rev5
PcaDH_for

PcaDH_for2

PcaDH_for3

GCTTCTTACGGATCCATGTCTACC

GCTTCTTACTCCGGCATGCCTACC
GATGACTCGAGTCATTCTCCATCC

GAAACAGATCTTTCTCCATCCCGACCC
GAAACGTCGACTTCTCCATCC
AATTCAACCCTCACTAAAGGGCGGCCCCAAT
GACGATTTCCAATTGC
CAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAAGCATG
ACGATTTCCAATTGC
TCGTCGTCATCCTTGTAATCCATCGATACTAG
TGCGTAATGAGATAACCAAT
GCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCTGTA
ATGAGATAACCAAT

CTATAGAACGCGGCCGCCAGACGGATTAGAA
GCCGCCGAGC

CTGCAGCGTACGAAGCTTCAGGCTTGCAAATT
AAAGCCTTC

CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCATGGC
ATCAGTCGAATAATCGC

CCGCGGGACGGATTAGAAG

CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCATGGC
ATCAGTCGAATCCCGAATAATCGC
CCGCGGGCAAATTAAAGCCTTCG

CGGAAATCAACTTCTGTTCCATGTCGACCTAT
TAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCTGGATCC
CGG

CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCATGGC
ATCCGTGAAATCCAGG

CATTAAAGAGGAGAAATTAAGCATGGCATCCG
TGAAATCCAGGGTATTTGCC

CGGAAATCAACTTCTGTTCCATGTCGACCTAT
TAGTGATGGTGATGGTGATGTGGCATGCTGG
CCCCG

GGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAAGCTTATGGC
ATGCTGGCCCCGACATTG
GGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAGTGATGGTGA
TGGTGATGAGCTTATGGCATGCTGGCC
GATGGTGATGGTGATGTGGCATGCTGGCCC

CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCATGAC
TCGAGTCACATCCAC
CAACAATGTCTCCCCAGGTGTTACAAACACTC
CCTTGCTCCCGCAATTTGC

CATTAAAGAGGAGAAATTAAGCATGACTCGAG
TCACATCCACAATCTTTTGC

pNG39, pNG46, pNG49
pNG53

pNG38, pNG40

pNG39, pNG46,
pNG49, pNG53

pNG38, pNG40

pNG46, pNG49, pNG53
pNG55, pNG56, pNG72
pNG73, pNG74

pNG59

pNG55, pNG56, pNG72
pNG73, pNG74
pNG59

pNG54

pNG54

pNG69

pNG67
pNG77

pNG67

pNG69, pNG77

pNG68, pNG73

pNG78, pNG79, pNG84

pNG68, pNG73

pNG78

pNG79

pNG84
pNG70, pNG72, pNG85

pNG83, pNG85

pNG80, pNG83

43



3. Material und Methoden

PcaDH_rev CGGAAATCAACTTCTGTTCCATGTCGACCTAT  pNG70, pNG72, pNG85
TAGTGATGGTGATGGTGATGGGGAAGACAGG
CGCCCACG

PcaDH_rev2 GAGCAAGGGAGTGTTTGTAACACCTGGGGAG pNG83, pNG85
ACATTGTTGACCCGAATGC

PcaDH_rev3 GGAGTCCAAGCTCAGCTAATTAAGCTTAGGGA pNG80, pNG83
AGACAGGCGCCGACGTTG

PcaDH_rev5 GTGATGGTGATGGTGATGGGGAAGACAGGCG pNG83
CCG

ChaDH_for CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCATGGC pNG71, pNG74
ATCTGTCTCCTCAAAG

ChaDH_rev CGGAAATCAACTTCTGTTCCATGTCGACCTAT  pNG71, pNG74
TAGTGATGGTGATGGTGATGAGGCATACAGG
CGCC

FgaOx3_for CGAATTCAACCCTCACTAAAGGGCGGCCGCA  pNG76
ATGCGAGAAGAACCGTCC

FgaOx3_rev CATCCTTGTAATCCATCGATACTAGTGCGACG pNG76
GGGAAATTATGCAATGC

FgaOx3-197mut_f1 CGAACGGGTTCTTGATTGATCAGTTTACGCA  pNG87
GGATATCTGCAATACG

FgaOx3-197mut_rl CAATCAAGAACCCGTTCGCGGCGTGAATCT pNG87
CCACACCGTCAAAGC

EasA_F176Y _for =~ GCCAACGGTTATCTGATTGATCAGTTCCTGC  pNGS88
AGTCTAGTTGCAATCGCC

EasA_F176Y_rev  GATCAATCAGATAACCGTTGGCTCCGTGGAT  pNG88
TTCGACACCGTCGAAGCC

FgaOx3pc_F178Y_f CGCCAATGGCTACTTGATTGATCAGTTCACT  pNG89
CAGGCCTCTTGCAACC

FgaOx3ec_F178Y r CAATCAAGTAGCCATTGGCGCCGTGAATCT pNG89
CGACTCCGTCAAATCCC

3.3 Ndhrmedien und Antibiotika

Alle verwendeten Nahrmedien, Antibiotika, Puffer und Losungen fur die Kultivierung der oben
genannten Mikroorganismen sind nachfolgend aufgefiihrt. Falls nicht anders angegeben,
beziehen sich die Mengenangaben auf 1 | der Losung. Durch Zugabe von NaOH oder HCI
wurde der pH-Wert auf die angegebenen Werte eingestellt. Alle Medien wurden vor der
Verwendung fir 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Fur die Festmedien wurde vor dem
Autoklavieren 1,5% Agar (w/v) zugegeben. Die Lagerung der Medien erfolgte bei

Raumtemnperatur.

44



3. Material und Methoden

3.3.1 Nahrmedien und Puffer fir die Kultivierung von E. coli

LB-Medium

NaCl 10g 1% mM
Trypton/Pepton 109 1% (wiv)
Hefeextrakt 59 0,5% (w/v)
TB-Medium

Hefeextrakt 249 2,4% (wiv)
Trypton/Pepton 12 ¢ 1,2% (wiv)
Glycerin (= 99,5%) 4 ml 0,4% (viv)

Zur Herstellung von 1 | TB-Medium wurden die entsprechenden Substanzen in Wasser gelost
und auf 900 ml aufgefillt. Nach dem Autoklavieren wurden 100 ml Kaliumphosphatpuffer
(pH 6,8) zugegeben.

Kaliumphosphatpuffer (pH 6,8)

KHzPO4 23,14 g 170 mM
KzHPO4 12541 ¢ 720 mM
SOC-Medium

Trypton/Pepton 209 2% (Wiv)
Hefeextrakt 59 0,5% (w/v)
MgCl: 0,952 g 10 mM
NaCl 049 10 mM
KCI 0,2¢g 2,5mM

Zur Herstellung von 1 | SOC-Medium wurden die entsprechenden Substanzen in Wasser
geldst und auf 980 ml aufgefiillt. Nach dem Autoklavieren wurden 20 ml einer 1M Glucose-

Lésung (Endkonzentration: 20 mM) steril zugegeben.

3.3.2 Antibiotika

Es wurden Stammldsungen der entsprechenden Antibiotika angesetzt (siehe Tab. 3.11),
welche sterilfiltriert und bei -20°C gelagert wurden. Die Zugabe zu den Nahrmedien erfolgte
ebenfalls unter sterilen Bedingungen. Im Falle der Festmedien wurden die Antibiotika nach

dem Autoklavieren und Abkiihlen des Mediums auf unter 60°C zugegeben.
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Tabelle 3.11: Antibiotika.

Antibiotikum Konzentration der Arbeitskonzentration Loésungsmittel
Stammlésung

Carbenicillin 50 mg/ml 50 pg/mi Wasser
Kanamycin 50 mg/mi 25 pg/mi Wasser
Chloramphenicol 50 mg/ml 12,5 pg/ml Ethanol
Tetracyclin 12,5 mg/ml 12,5 pg/ml Wasser

3.3.3 Nahrmedien fir die Kultivierung von S. cerevisiae

YPD-Medium (Vollmedium)

Pepton 209 2% (Wiv)
Glucose 209 2% (wiv)
Hefeextrakt 1049 1% (wiv)

SC-X-Medium (Minimalmedium)

Yeast Nitrogen Base 6,99 0,69% (w/v)

L-Adenin 20 mg 0,002% (w/v)
L-Uracil 20 mg 0,002% (wi/v)
L-Tryptophan 20 mg 0,002% (wi/v)
L-Histidin 20 mg 0,002% (w/v)
L-Arginin 20 mg 0,002% (wi/v)
L-Methionin 20 mg 0,002% (w/v)
L-Tyroin 30 mg 0,003% (w/v)
L-Leucin 60 mg 0,006% (w/v)
L-Isoleucin 30 mg 0,003% (w/v)
L-Lysin 30 mg 0,003% (w/v)
L-Phenylalanin 50 mg 0,005% (w/v)
L-Asparaginsaure 100 mg 0,01% (w/v)

L-Valin 150 mg 0,015% (w/v)
L-Threonin 200 mg 0,02% (w/v)

L-Serin 400 mg 0,04% (w/v)

Zur Selektion wurden die entsprechenden Aminoséuren (je nach Selektionsmarker)
weggelassen:

e SC-U: ohne Uracil

e SC-L: ohne Leucin

e SC-H: ohne Histidin
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Zur Herstellung von 1 | SC-X-Medium wurden die entsprechenden Substanzen in Wasser
geldst und auf 900 ml aufgefillit. Nach dem Autoklavieren wurden 100 ml einer 20%-igen
Glucose- oder Galactose-Losung (Endkonzentration: 2% (w/v)) zugegeben, welche zuvor
sterilfiltriert wurden. Fir die Festmedien wurde der pH-Wert vor der Zugabe von 1,5% Agar
(w/v) auf einen Wert von 6,2 — 6,3 eingestellt.

3.3.4 Nahrmedien fur die Kultivierung von P. roqueforti und P. camemberti

CDH-Medium
Czapek Dox 35¢9 3,5% (wiv)
Hefeextrakt 59 0,5% (w/v)

mCDH-Medium

Saccharose 30¢g 3% (w/v)
Hefeextrakt 59 0,5% (w/v)
NaNOs 29 0,2% (w/v)
KH2PO4 1lg 0,1% (w/v)
MgSOs4 - 7 H20 0,39 0,03% (w/v)
FeSO4 - 7 H20 0,01¢g 0,001% (wi/v)
MEP-Medium

Malzextrakt 309 3% (w/v)
Pepton 39 0,3% (w/v)

HA-Medium (pH 5,5)

Malzextrakt 109 1% (w/v)
Hefeextrakt 49 0,4% (w/v)
Glucose 49 0,4% (w/v)
PD-Medium

Potato Dextrose Both 24 ¢g 2,4% (wiv)

Zur Herstellung von Weizen- bzw. Reis-Medium wurden jeweils 100 g Weizen oder Reis vor

dem Autoklavieren mit 100 ml Wasser versetzt und 30 min quellen lassen.
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3.4 Puffer und Lésungen

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Losungen mit vollentsalztem Wasser
(VE-Wasser) hergestellt, autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Durch Zugabe von
NaOH oder HCI wurde der pH-Wert auf die angegebenen Werte eingestellt.

3.4.1 Puffer und Lo6sungen fUr die Isolierung von DNA und die Agarose-

Gelelektrophorese

DNA-Probenpuffer (6x)

Glycerin 30% (viv)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

Die Ldsung wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Digestion Buffer

NaCl 100 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 25 mM
SDS 10% 0,5%

Miniprep-L6sung | (pH 8)

Tris-HCI 50 mM
EDTA 10 mM

Vor Gebrauch wurden frisch 100 pg/ml RNAse zugegeben.

Miniprep-L6sung I

NaOH 200 mM
SDS 1% (w/v)

Miniprep-L6ésung Il (pH 5,5)

Kaliumacetat 3M
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TAE-Puffer (50x, pH 8)

Tris-HCI
Essigsaure
EDTA

3.4.2 Puffer und Lésungen fur die Transformation von DNA in S. cerevisiae

2M
400 mM
50 mM

Puffer A

Sorbitol 1M

Bicin pH 8,35 10 mM
Ethylenglykol 3% (v/v)
Puffer B

PEG 1000 40% (w/v)
Bicin pH 8,35 200 mM

3.4.3 Puffer und Losungen fur die Uberproduktion von Proteinen in E.coli und

Aufreinigung Uber den His-Tag

Elutionspuffer Ni-NTA

NaHzPO4 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 250 mM
Lysepuffer Ni-NTA (pH 8)

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
NAP5-Puffer (pH 7,5)

Tris-HCI 50 mM
Glycerin 15% (viv)
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Waschpuffer Ni-NTA (pH 8)

NaH2PO4 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 20 mM

3.4.4 Puffer und Losungen fir die Uberproduktion von Proteinen in E.coli und

Aufreinigung Uber den GST-Tag

PBS-Puffer (1x)

Na2HPO4 10 mM

KH2PO4 1,8 mM
NaCl 140 mM
KCI 2,7 mM

Benzamidin-Bindepuffer

NaCl 500 mM
Tris-HCI 50 mM

3.4.5 Puffer und Losungen fiur die Uberproduktion von Proteinen in S. cerevisiae und
Aufreinigung tUber den FLAG-Tag

Breaking Buffer (pH 7,4)

NaH2PO4 50 mM
Na2HPO4 50 mM
Glycerin 5% (w/v)

Vor Gebrauch wurde frisch 1 mM PMSF (in DMSO) oder eine Tablette Protease Inhibitor
Cocktail (pro 10 ml Breaking Buffer) hinzugegeben.

FLAG-Lagerungspuffer (pH 7,4)

Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
Natriumazid 0,02% (w/v)
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FLAG-Lysepuffer (pH 7,4)

Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 1% (viv)

Vor Gebrauch wurde frisch eine Tablette Protease Inhibitor Cocktail (pro 10 ml FLAG-
Lysepuffer) hinzugegeben.

Glycin-HCI (pH 3,5)

Glycin 100 mM

3.4.6 Puffer und Losungen fir die Uberproduktion von Proteinen in E.coli und

Aufreinigung aus den Inclusion Bodies

Dialysepuffer (50x, pH 8,5)

Tris-HCI 1M

IB1-Puffer (pH 8)

Tris-HCI 20 mM
NaCl 200 mM
Natriumdesoxycholat 1% (wiv)
EGTA 2mM

IB2-Puffer (pH 8)

Tris-HCI 10 mM
Natriumdesoxycholat 0,25 % (wiv)
EGTA 1mM

Solubilisierungspuffer (pH 8)

Tris-HCI 10 mM
Harnstoff 8 M
Natriumazid 0,1 mM
EGTA 1 mM
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TBS-Puffer (pH 7,4)

Tris-HCI
NaCl

50 mM
150 mM

3.4.7 Puffer und Losungen fur die SDS-PAGE

Entfarbelésung Coomassie

Methanol
Essigsaure

45% (viIv)
10% (viv)

Farbelésung Coomassie

Methanol
Essigsaure

Coomassie Brilliant Blau R-250

50% (v/v)
10% (viv)
0,1% (w/v)

Sammelgel 4% (Menge fur zwei Gele)

VE-Wasser
0,5 M Tris-HCI pH 6,8
10% SDS (w/v)

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung

10% APS (w/v)
TEMED

3,05 mi
1,25 ml
50 pl
650 pl
100 ul
5ul

Trenngel 12% (Menge fur zwei Gele)

VE-Wasser 3,4 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml
10% SDS (w/v) 100 pl
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung 4 ml
10% APS (w/v) 150 pl
TEMED 5 ul
SDS-Laufpuffer (10x)

Tris-HCI 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1% (wiv)
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SDS-Probenpuffer (2x)

VE-Wasser

100% Glycerin

10% SDS

0,5 M Tris-HCI pH 6,8
Bromphenolblau

Vor Gebrauch wurde -Mercaptoethanol (5%) frisch hinzugegeben.

10,65 ml
7,5 mi

6 ml

3,75 ml
0,5% (w/v)

3.4.8 Puffer und Lésungen fur den Western Blot

Blockierlésung (geldst in 1x PBST-Puffer)

Milchpulver 5% (w/v)
Farbeldésung

BCIP (geldst in 100% DMF) 0,5 mM
NBT (gel6st in 70% DMF) 0,37 mM
Tris-HCI 100 mM
MgCl: 1 mM
Farbreaktionspuffer

Tris-HCI 100 mM
MgCl: 1 mM
Laemmli-Puffer

Tris-HCI pH 6,8 125 mM
Saccharose 5% (w/v)
SDS 2% (Wiv)
B-Mercaptoethanol 2% (wWiv)

Bromphenolblau

0,005% (W/v)

PBST-Puffer (10x)

KCI
KH2PO4
Na2HPO4
Tween 20
NacCl

27 mM
15 mM
81 mM
0,5% (v/v)
1,37 M
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Roedel-Mix

NaOH 250 mM
B-Mercaptoethanol 140 mM
PMSF 3mM

Vor Gebrauch wurde frisch eine Tablette Protease Inhibitor Cocktail (pro 10 ml Roedel Mix)
hinzugegeben.

Towbin-Puffer

Tris-HCI 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (v/v)

3.5 Methoden der Bioinformatik

Fur die ldentifizierung der Mutterkornalkaloid-Gencluster wurden die Proteinsequenzen der
homologen Gene aus A. fumigatus, A. benhamiae und C. purpurea aus der NCBI-Datenbank
verwendet. Die verfigbaren pilzlichen Genomsequenzen wurden mit Hilfe der BLAST-
Funktion analysiert. Die angegebenen Sequenz-ldentitdten wurden mit dem Programm
EMBOSS Needle berechnet. Sequenz-Vergleiche wurden mit dem Programm MUSCLE
durchgefuhrt und mit Hilfe von ESPript 3.0 visualisiert. Dieses Tool diente ebenfalls der
Identifizierung von konservierten Bereichen in der Aminosauresequenz sowie der Vorhersage
von Sekundarstruktur-Elementen. Die Analyse potenzieller Transmembranregionen bzw.
Signalpeptide erfolgte mit den Programmen DAS, HMMTOP, TMpred und SignalP.
NEBioCalculator diente zur Bestimmung der bendétigten Menge an Insert fur die Ligation. Alle

Internet-Adressen sind in Tab. 3.12 aufgelistet.

Tabelle 3.12: Internet-Adressen der verwendeten Programme.

Programm Link

NCBI-Datenbank (Proteine) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
NCBI-Datenbank (Nukleotide) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

BLAST https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi
EMBOSS Needle http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle
MUSCLE http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle
ESPript 3.0 http://espript.ibcp.fr/ESPript/cqi-bin/ESPript.cqi
DAS http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS
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HMMTOP http://www.enzim.hu/hmmtop

TMpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html
SignalP http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
NEBioCalculator https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

3.6 Methoden der Mikrobiologie

3.6.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in flissigem LB- oder TB-Medium oder auf LB-Agar-Platten
unter Zugabe des entsprechenden Antibiotikums bei 37°C Uber Nacht (16 h). Die
Flissigkulturen wurden bei 230 rpm im Schittelinkubator angezogen. Das Volumen der
Kulturen betrug 5 ml (im Kulturréhrchen), 100 ml (im 250 ml-Erlenmeyerkolben) oder 500 ml
(im 2000 ml-Erlenmeyerkolben). Die dauerhafte Lagerung erfolgte in Glycerin-Kulturen. Zur
Herstellung einer Glycerinkultur wurden 600 pl einer Uber-Nacht-Kultur mit 400 pl Glycerin
(100%) versetzt. Die Kultur wurde anschlieRend in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80°C gelagert.

3.6.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in flissigem YPD- oder SC-X-Medium oder auf den
entsprechenden Agar-Platten unter Zugabe von Glucose (Endkonzentration 2%) bei 30°C. Die
Inkubationszeit betrug dabei 16 h bis 48 h. Die Flussigkulturen wurden bei 230 rpm im
Schuttelinkubator angezogen. Das Volumen der Kulturen betrug 5 ml (im Kulturréhrchen),
50 ml (im 250 ml-Erlenmeyerkolben) oder 500 ml (im 2000 ml-Erlenmeyerkolben).

3.6.3 Kultivierung von Penicillium roqueforti und Penicillium camemberti

Die Kultivierung von P. roqueforti und P. camemberti erfolgte in den entsprechenden
Flissigmedien oder auf Agar-Platten bzw. Festmedien (Weizen/Reis) bei 26°C unter
Lichtausschluss. Fir die Isolierung der DNA/RNA betrug das Kulturvolumen 100 ml (im
250 ml-Erlenmeyerkolben) und die Kultur wurde bei 180 rpm im Schiittelinkubator angezogen.
Fur die Analyse der Sekundarmetabolite betrug das Volumen der Flissigkulturen 500 ml und
die Pilze wurden als Standkultur in einem Fernbachkolben angezogen. Die Kultivierung auf
Weizen- bzw. Reis-Medium erfolgte ebenfalls im Fernbachkolben als Standkultur. Fir die

dauerhafte Lagerung wurden Sporensuspensionen hergestellt (siehe 3.6.4).

55


http://www.enzim.hu/hmmtop
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

3. Material und Methoden

3.6.4 Herstellung einer Sporensuspension

Fur die Herstellung einer Sporensuspension wurden vier kultivierte Agarplatten des Pilzes
bendttigt. Die Sporen einer Platte wurden in 3 ml 0,1% Tween-20-Ldsung suspendiert. Dieser
Schritt wird insgesamt viermal durchgefihrt, damit moglichst viele Sporen uberfuhrt werden.
Die Suspension von je zwei Platten wurde dabei in einem 50 ml-Reaktionsgefald gesammelt
und mit Glasperlen (& 2,85 — 3,45 mm) fir 30 sec mit Hilfe eines Reagenzglasschittlers
gemischt. Die Suspension wurde durch eine sterile 10 ml-Spritze mit Watte filtriert, um Reste
des Mediums und des Myzels zu entfernen. Die Filtrate wurden in einem neuen 50 ml-
Reaktionsgefald vereinigt und fir 5 min bei 3000 x g zentrifugiert. Das Pellet wird in 400 pl
20%-Glycerin-Losung resuspendiert. Die Lagerung erfolgte in 1,5 ml-Reaktionsgefal3en
bei -80°C.

3.7 Methoden der Molekularbiologie

3.7.1 Isolierung von mRNA aus P. roqueforti und P. camemberti und Herstellung von
cDNA

Die Isolierung von mRNA erfolgte mit Hilfe des E.N.Z.A. Fungal RNA Miniprep Kits nach
Angaben des Herstellers. Eine drei Tage alte Schuttelkultur von P. roqueforti oder
P. camemberti wurde in fllissigem Stickstoff mit Hilfe eines Morsers zerstol3en. Die Isolierung
der mRNA erfolgte nach Angaben des Herstellers mit 100 mg des zerkleinerten Materials. Das
Umschreiben der erhaltenen mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des ProtoScript Il First Strand
cDNA Synthesis Kits nach Angaben des Herstellers. Die Lagerung der cDNA erfolgte
bei -20°C.

3.7.2 Isolierung von gDNA aus P. roqueforti und P. camemberti

Zur Isolierung von gDNA wurde eine 6 Tage alte Standkultur von P. roqueforti oder
P. camemberti in einem 50 ml-Reaktionsgefald abzentrifugiert (5000 rpm, 5 min), zweimal mit
PBST-Puffer gewaschen und in fliissigem Stickstoff mit Hilfe eines Mérsers zerstol3en. Danach
wurden 3,5 g des zerkleinerten Materials in ein 50 ml-Reaktionsgefafd tberfuhrt und mit 42 mi
Digestion Buffer versetzt (1,2 ml pro 100 mg). Es wurde 1 h lang bei 50°C durch Invertieren
gemischt. Die Suspension wurde in zwei 50 ml-ReaktionsgeféalRe aufgeteilt und zur Fallung der
Proteine mit einem Volumen Rotiphenol/Chloroform versetzt. Nach 5-mindtigem Invertieren

wurde die Mischung bei 4000 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in zwei
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50 ml-Reaktionsgefalle aufgeteilt (je 10 ml) und mit 1 ml 3 M Natriumacetat-Losung und 30 ml
Ethanol versetzt. Es wurde fir 20 min bei -80°C inkubiert und die gefallte gDNA wurde
anschlief3end fir 20 min bei 6000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit eiskaltem 70%-
igem Ethanol gewaschen und anschliel3end fiir 15 min bei 55°C getrocknet. Die gDNA wurde
in 1 ml sterilem Wasser bei 4°C iber Nacht gelost und anschliel3end bei -20°C gelagert.

3.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Nach Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur der Primer erfolgte die Amplifizierung

Expand High Fidelity™-

Phusion®-Polymerase nach Angaben der Hersteller. Die Standard-PCR-Ansétze sowie die

der entsprechenden DNA-Fragmente mit der oder der

entsprechenden PCR-Programme sind in den Tabellen 3.13 und 3.14 aufgelistet.

Tabelle 3.13: Standard-PCR-Ansétze.

Substanz Standardansatz fur die Expand | Standardansatz fur die
High Fidelity™-Polymerase Phusion®-Polymerase

Reaktionspuffer 1x konzentriert 1x konzentriert

DMSO - 3%

dNTPs 200 puM 200 uM

forward Primer 0,3 uM 0,5 uM

reverse Primer 0,3 uM 0,5 uM

Template-DNA 5-250ng 5-250ng

Polymerase 25U 1U

Die PCR-Ansatze wurden mit H>O bidest. auf ein Volumen von 50 pl aufgefillt.

Tabelle 3.14: Standard-PCR-Programme.

Schritt Standardprogramm fur die Expand Standardprogramm fur die

High Fidelity™-Polymerase Phusion®-Polymerase

Temperatur Dauer [min]  Zyklen Temperatur Dauer [min]  Zyklen
Heil3start 94°C 4:00 1 98°C 0:30 1
Denaturierung 94°C 1:00 98°C 0:10
Annealing variabel 1:00 25-35 variabel 0:30 25-35
Elongation 72°C 1:00 - 2:00 72°C 0:30 pro kb
Finale Elongation | 72°C 7:00 1 72°C 10:00 1
Kihlung 4°C 0 4°C 0
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Die spezifischen PCR-Bedingungen fur die Amplifikation der einzelnen Gene sind in Tabelle 3.15 aufgelistet.

Tabelle 3.15: Spezifische PCR-Bedingungen fir die Amplifikation der einzelnen Gene.

Gen Konstrukt Verwendete Primer DNA-Polymerase Annealing-Temperatur
fgaCat pNGO1 FgaCat001 FgaCat002 Expand High Fidelity™ 55°C
fgaCat pNGO02 FgaCat001 FgaCat003 Expand High Fidelity™ 55°C
fgaOx1 (Exon 1) pNG25 FgaOx1 for5 FgaOx1fus_rev Expand High Fidelity™ 53°C
fgaOx1 (Exons 2und 3) pNG25 FgaOx1fus_for FgaOx1_rev2 Expand High Fidelity™ 57°C
fgaOx1 (fusioniert) pNG25 FgaOx1 for5 FgaOx1_rev2 Expand High Fidelity™ 55°C
fgaOx1 pNG35 FgaOx1_for FgaOx1 rev Expand High Fidelity™ 50°C
fgaOx1 pNG57 FgaOx1_for6 FgaOx1 _rev4 Phusion® 50°C
fgaDHpr pNG84 FgaDH-309_for2 FgaDH-309_rev5 Phusion® 50°C
fgaOx3pn pNG12 FgaOx3-3_for FgaOx3-3_rev Expand High Fidelity™ 60°C
fgaOx3pr1 pPNG33 FgaOx3-3_for2 FgaOx3-3_rev2 Expand High Fidelity™ 45°C
fgaOx3pr2 pNG17 FgaOx3-122_for2 FgaOx3-122_rev Expand High Fidelity™ 56°C
fgaOx3pr2 pNG34 FgaOx3-122_for3 FgaOx3-122_rev2 Expand High Fidelity™ 50°C
fgaOx3pr3 pNG13 FgaOx3-197_for2 FgaOx3-197_rev Expand High Fidelity™ 56°C
fgaFSer2 pNG22 FgaFS-122_for2 FgaFS-122_rev3 Expand High Fidelity™ 50°C
fgaFSer2 pNG32 FgaFS-122_for3 FgaFS-122_rev4 Expand High Fidelity™ 50°C
fgaFSpis pNG23 FgaFS-309 for2 FgaFS-309_rev3 Expand High Fidelity™ 50°C
fgaFSers pNG31 FgaFS-309 for3 FgaFS-309 _rev4d Expand High Fidelity™ 45°C
easHpr pNG41 EasH_for3 EasH_rev3 Expand High Fidelity™ 50°C
easHpr pNG36 EasH_forl EasH_revl Expand High Fidelity™ 50°C
fgaATe pNG38 FgaAT-122_for2 FgaAT-122_rev2 Expand High Fidelity™ 56°C
fgaATe, pNG39 FgaAT-122_for FgaAT-122_rev Expand High Fidelity™ 47°C
fgaOx3pis_Y174F pNG87 FgaOx3-197mut_f1 FgaOx3-197mut_r1 Phusion® 65°C
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easA_F176Y
fgaOx3pc_F178Y
fgaOx3pn
fgaOx3pr2
fgaOx3pr3
fgaOx3pr3 (0hne Tag)
fgaOx3

fgaFSer
fgaFSps

easHpr

fgaATe;

fgaDHp,

fgaDH

chabDH

fgaDHpca

fgaDHPca

eaSHpca
eaSHpca

pNG88 EasA F176Y_for
pNG89 FgaOx3pc_F178Y_f
pNG61 FgaOx3-3_for3
pNG44 FgaOx3-122_for4
pPNG75 FgaOx3-197_for3
pNG60 FgaOx3-197_for3
pPNG76 FgaOx3_for
pNG43 FgaFS-122_for3
pNG58 FgaFS-309_ford
pNG45 EasH_for4
pNG46 FgaAT-122_for
pNG68 FgaDH-309_for
pPNG77 FgaDH_for3
pNG71 ChaDH_for
pNG83 PcaDH_for
PcaDH_for2
pNG85 PcaDH_for3
PcaDH_for2
pNG55/56 EasHPca_for
pNG59 EasHPca_for2

EasA_F176Y_rev
FgaOx3pc_F178Y_r
FgaOx3-3_rev3
FgaOx3-122_rev3
FgaOx3-197_rev4
FgaOx3-197_rev3
FgaOx3_rev
FgaFS-122_rev5
FgaFS-309_rev6
EasH_rev4
FgaAT-122_rev3
FgaDH-309_rev2
FgaDH_rev3
ChaDH_rev
PcaDH_rev2
PcaDH_rev
PcaDH_rev2
PcaDH_rev5
EasHPca_rev
EasHPca_rev2

Phusion®
Phusion®
Phusion®
Expand High Fidelity™
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Expand High Fidelity™
Phusion®
Expand High Fidelity™
Expand High Fidelity™
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Phusion®
Phusion®

55°C
55°C
45°C
45°C
50°C
50°C
50°C
55°C
50°C
50°C
47°C
50°C
50°C
50°C
50°C
50°C
50°C
50°C
55°C
50°C
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3.7.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Agarose-Gelelektrophorese wurde die Agarose durch Erwarmen in 1x TAE-Puffer
gelost (0,8% — 1%). Nachdem die Mischung etwas abgekuhlt war, wurde das SYBR® Safe
hinzugegeben. Das Gel wurde mit Hilfe eines Schlittens gegossen, die Proben-Taschen
wurden durch das Einsetzen eines Kammes geformt. Nach der Aushartung des Gels wurde
es in eine mit 1x TAE-Puffer gefiilite Elektrophorese-Kammer uberfiihrt. Die Proben wurden
mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Zur
GroRRenabschatzung der DNA-Fragmente diente der Gene Ruler™ DNA Ladder Mix. Zur
Trennung der Fragmente wurde je nach Grof3e des Gels eine Spannung von 90 V bzw. 130 V
angelegt und die Detektion erfolgte unter UV-Licht.

3.7.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels Ethanolféllung / Gelextraktion

Die Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe des HiYield PCR clean-up / Gel
Extraction Kits nach Angaben des Herstellers. Alternativ wurden die Fragmente mittels
Ethanolfallung aufgereinigt. Dazu wurde der Ansatz mit 0,1 Vol. 3 M Natriumacetatlésung und
3 Vol. Ethanol versetzt, gemischt und tber Nacht bei -20°C oder fiir 30 min bei -80°C inkubiert.
Die DNA wurde anschliel3end bei 4°C und 13.000 rpm fiir 60 min pelletiert, mit 70%-igem
Ethanol gewaschen und bei 55°C getrocknet. Das Pellet wurde in H.O bidest. geldst. Die
Lagerung der aufgereinigten DNA-Fragmente erfolgte bei -20°C.

3.7.6 Restriktion von DNA durch Endonukleasen

Der Standard-Ansatz fir die Restriktion von DNA durch Endonukleasen ist in Tabelle 3.16
dargestellt. Der Ansatz wurde fir 1 — 4 h bei 37°C inkubiert. Fir die Umklonierung eines Gens
mittels Restriktion und Ligation wurde die fiinffache Ansatzmenge fir die Restriktion

verwendet.

Tabelle 3.16: Standard-Ansatz fur die Restriktion durch Endonukleasen.

Substanz Standardansatz (10 pl)
Reaktionspuffer 1x konzentriert

DNA 50 — 250 ng
Endonuklease 25U

Die Ansétze wurden mit H,O bidest. auf ein Volumen von 10 pl aufgefullt.
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3.7.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation der aufgereinigten DNA-Fragmente in den Klonierungsvektor pGEM®-T Easy
mittels TA-Klonierung wurde nach Angaben des Herstellers bei 4°C tUber Nacht oder bei
Raumtemperatur fur 1 h durchgefiihrt. Der Standard-Ansatz ist in Tabelle 3.17 aufgelistet. Das
Verhéaltnis von Insert zu Vektor betrug 1:1.

Tabelle 3.17: Standard-Ansatz fur die Ligation von DNA-Fragmenten in pGEM®-T easy.

Substanz Standardansatz (10 pl)

Aufgereinigtes PCR-Produkt 3,5 ul 25 ng
Rapid Ligation Buffer (2x) 5,0 pl 1x
pGEM®-T easy 0,5 ul 25 ng
T4-DNA-Ligase (Promega) 1,0 3U

Fur die Ligation von aufgereinigten DNA-Fragmenten in die entsprechenden durch Restriktion
linearisierten und aufgereinigten Expressionsvektoren wurde ebenfalls ein Standard-Ansatz
(Tab. 3.18 verwendet). Das Verhéltnis von Insert zu Vektor betrug 3:1 oder 5:1. Inkubiert wurde
bei 16°C Uber Nacht.

Tabelle 3.18: Standard-Ansatz fur die Ligation von DNA-Fragmenten in die
Expressionsvektoren.

Substanz Standardansatz (20 pl)
Aufgereinigtes Insert variabel

Aufgereinigter Vektor 50 — 150 ng

T4 DNA Ligase Buffer (10x) 1x

T4-DNA-Ligase (NEB) 1 pl (400 V)

Der Ansatz wurde mit H>O bidest. auf ein Volumen von 20 pl aufgefuillt.

3.7.8 Herstellung chemokompetenter E.coli-Zellen

Fur die Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen mit Calciumchlorid wurde eine Vorkultur
erstellt, indem 5 ml LB-Medium mit dem entsprechendem Antibiotikum versetzt und mit Hilfe
einer Glycerinkultur oder einer Kolonie von einer Agarplatte angeimpft wurden. Die
Kultuvierung fand tiber Nacht bei 37°C und 230 rpm statt. Am darauffolgenden Tag wurde eine
Hauptkultur erstellt, fiir die 100 ml LB-Medium mit dem entsprechendem Antibiotikum und 2 ml

der Uber-Nacht-Kultur versetzt wurden. Die Zellen wurden bis zu einer ODgoo von 0,6 bei 37°C
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und 230 rpm kultiviert. Anschlieend wurde die Kultur in zwei 50 ml-Gefal3e aufgeteilt, fur 7
min bei 6000 rpm und 4°C abzentrifugiert und die Zellpellets wurden in je 5 ml eiskalter 0,1 M
Calciumchlorid-Losung resuspendiert. Die Loésungen wurden vereinigt und mit der
Calciumchlorid-Lésung auf 50 ml aufgefillt. Die Zellen wurden 20 min auf Eis inkubiert und
anschlieend erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde fur die Lagerung in 3 ml 0,1 M
Calciumchloridlosung mit 15% Glycerin resuspendiert, alliquotiert, schockgefroren und
bei -80°C aufbewahrt.

3.7.9 Transformation kompetenter E.coli-Zellen mit Plasmiden

100 pl chemokompetente E.coli-Zellen wurden mit 0,5 pl Plasmid-DNA versetzt und 10 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen, die

die entsprechenden Antibiotika zur Selektion enthielt.

3.7.10 Transformation kompetenter E.coli-Zellen mit Ligationsansatzen

Um die Aufnahme des ligierten Plasmids in die Zellen zu ermoglichen, wurde eine
Hitzeschocktransformation durchgefiihrt. Dazu wurden 100 pl calciumkompetente Zellen zu
dem Ligationsansatz (10 pl) gegeben, vorsichtig gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Der
Hitzeschock erfolgte bei 42°C fir 1 min, anschlie3end wurde erneut 2 min auf Eis inkubiert.
Zur Regeneration wurde 1 ml LB-Medium hinzugegeben und 1 h bei 37°C und 180 rpm
inkubiert. Die Zellen wurden nun bei 4000 rpm fur 4 min pelletiert, das Medium wurde
verworfen und das Pellet wurde in 200 pl LB-Medium resuspendiert. Der Ansatz wurde
anschlieBend fir die Selektion der Transformanten auf einer LB-Agarplatte mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C.

3.7.11 Blau-WeiR3-Selektion

Die Blau-WeiR-Selektion dient der Identifizierung von Klonen, die den Vektor pGEM®-T Easy
mit dem einklonierten gewiinschten DNA-Fragment enthalten. Der Vektor enthéalt das so
genannte lacZ-Gen, welches fir ein Fragment des Enzyms B-Galactosidase codiert. Durch
Zugabe von IPTG wird die Expression induziert und die B-Galactosidase setzt X-Gal (5-Brom-
4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) in Galactose und einen blauen Farbstoff um. Im
Leervektor ist das Gen noch intakt, sodass der Farbstoff gebildet wird, die Klone erscheinen
als blaue Kolonien auf der Platte. Wenn das gewiinschte Gen in den Vektor eingefiigt wurde,
wird dadurch das lacZ-Gen inaktiviert und der Farbstoff wird nicht mehr gebildet, die Kolonien

bleiben weil3.
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Der Ligationsansatz wurde fir die Selektion der Transformanten auf einer LB-Agarplatte mit
dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen, die zuvor mit 40 pl X-Gal-Ldsung (20 mg/ml
in DMF), 7 pl IPTG-LOsung (1 M) und 153 pl H20 bidest. benetzt wurde. Vor dem Ausstreichen
wurde die Platte ca. 45 min zum Ausdampfen stehen gelassen. Die Inkubation erfolgte Gber
Nacht bei 37°C.

3.7.12 Klonierung von Konstrukten Gber homologe Rekombination in E. coli

Die Klonierung Uber homologe Rekombination in E. coli erfolgte nach dem Protokoll von
Jacobus und Gross (2015). Das gewtinschte Insert wurde mittels PCR unter Verwendung der
Phusion®-Polymerase (NEB) nach Angaben des Herstellers vervielfaltigt und anschlieRend
aufgereinigt. Die verwendeten Primer haben einen Uberhang, der homolog zum gewiinschten
Zielvektor ist. Der Zielvektor wurde durch Restriktion linearisiert und ebenfalls aufgereinigt. Fur
die Transformation in E. coli XL10 Gold wurde eine Mischung aus Insert und Vektor (50 — 150
ng) im Verhaltnis 3:1 erstellt. Der Ansatz wurde mit H,O bidest. auf ein Volumen von 10 pl
aufgefillt. Die Mischung wird mit der Hitzeschock-Methode wie zuvor beschrieben in
calciumkompetente E. coli-Zellen transformiert. Die Kultivierung erfolgte auf Selektionsplatten

Uber Nacht bei 37°C. Es folgte eine Plasmid-Préparation.

3.7.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen

2 ml einer Ubernachtkultur von E.coli-Zellen, die zuvor mit dem entsprechenden Plasmid
transformiert wurden, wurden in ein 2 ml-Reaktionsgefald tberfuhrt und bei 8000 rpm fir 5 min
abzentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und das Pellet wurde in 250 pl Miniprep-
Losung | resuspendiert. AnschlieBend wurden 250 pl Miniprep-Lésung Il zugegeben, der
Ansatz wurde mehrfach zum Mischen invertiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 250 ul Miniprep-Losung 1l hinzugefugt, der Ansatz wurde erneut invertiert, fir 5 min
auf Eis inkubiert und bei 13.300 rpm und 4°C fir 20 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein zweites Reaktionsgefal? Uberfihrt, die Plasmid-DNA wurde mit 750 pl eiskaltem
Isopropanol geféllt und bei 13.300 rpm und 4°C fir 30 min pelletiert. Das Pellet wurde mit
eiskaltem, 70%-igem Ethanol gewaschen und erneut flr 15 min zentrifugiert. Nachdem die
DNA fur 15 min bei 55°C getrocknet wurde, wurde sie in 50 pl H.O bidest. resuspendiert und
anschliel3end bei -20°C gelagert.
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3.7.14 Bestimmung der Konzentration von DNA und Sequenzierung

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch mit Hilfe des Nanodrop® 2000c
ermittelt. Die Sequenzierungen wurden entweder von der Firma Eurofins Genomics

(Ebersberg) oder der Firma Seqlab (Gottingen) durchgefiihrt.

3.7.15 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmiden/PCR-Produkten (Lithiumacetat-
Methode)

5 ml YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von einer Platte angeimpft und Gber Nacht
bei 30°C und 230 rpm kultiviert. Am n&achsten Tag wurde die ODeoo der Uber-Nacht-Kultur
bestimmt. 50 ml YPD-Medium wurden mit einer variablen Menge der Uber-Nacht-Kultur
angeimpft, sodass die ODego der Hauptkultur ca. 0,5 betrug. Die Zellen wurden bis zu einer
ODsoo Von 1,5 bis 2 weiter bei 30°C und 230 rpm kultiviert. Anschlielend wurde die Kultur in
ein 50 ml-Reaktionsgefald tberfihrt, bei 3000 rpm fur 3 min pelletiert und das Pellet wurde mit
25 ml sterilem Wasser gewaschen. Das Pellet wurde dann in 1 ml 100 mM Lithiumacetat-
Lésung resuspendiert, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? tberfihrt und erneut bei 3000 rpm fiir
3 min abzentrifugiert. Die Zellen wurden nun in 400 pl einer 100 mM Lithiumacetat-Lésung
resuspendiert und in 50 pl Alliquots aufgeteilt. Die Alliquots wurden erneut zentrifugiert, dann
wurden in der angegebenen Reihenfolge folgende Ldsungen Ubereinander auf das Pellet
geschichtet: 240 pl 50% PEG 4000, 36 pl 1M Lithiumacetat, 5 ul Carrier-DNA und 45 ul PCR-
Produkt bzw. 3 ul Plasmid. Nachdem alle Lésungen zugegeben wurden, wurde das Pellet
resuspendiert und erst fir 30 min bei 30°C und anschliel3end fur 20 min bei 42°C inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet auf Selektionsmedium ausplattiert und fir 2 bis
3 Tage bei 30°C kultiviert.

3.7.16 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmiden/PCR-Produkten (freeze-
Methode)

5 ml YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von einer Platte angeimpft und ber Nacht
bei 30°C und 230 rpm kultiviert. Am nachsten Tag wurden 50 ml YPD-Medium mit 1 ml der
Uber-Nacht-Kultur angeimpft und bis zu einer ODeoo von 0,6 bei 30°C und 230 rpm kultiviert.
AnschlieRend wurde die Kultur in ein 50 ml-Reaktionsgefal3 tberfuhrt, bei 2500 rpm fir 5 min
pelletiert und mit 5 ml Puffer A gewaschen. Das Pellet wurde dann in 4 ml Puffer A
resuspendiert und in 200 pl-Alliquots aufgeteilt. Die Alliquots wurden Gber Nacht bei -80°C

eingefroren.
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Am nachsten Tag wurden 5 pl Carrier-DNA und 45 pl PCR-Produkt bzw. 3 ul Plasmid auf die
noch gefrorenen Zellen gegeben. Der Ansatz wurde unter regelmaRigem Mischen erst fr
5 min bei 37 °C inkubiert, dann wurde 1 ml Puffer B zugegeben und anschliel3end wurde ohne
Mischen fur 1 h bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden dann fir 3 min bei 3000 rpm pelletiert,
auf Selektionsmedium ausplattiert und fur 2 bis 3 Tage bei 30°C kultiviert.

3.8 Methoden der Biochemie

3.8.1 Uberproduktion von Proteinen in E. coli und Aufschluss der Zellen

Die zuvor transformierten und selektierten Zellen wurden in 100 ml LB-Medium im 250 ml-
Erlenmeyerkolben mit den entsprechenden Antibiotika in einer Uber-Nacht-Kultur bei 37°C
angezogen. Die Hauptkultur (500 ml im 2000 ml-Erlenmeyerkolben) wurde mit 10 ml der Uber-
Nacht-Kultur angeimpft und anschlieend bei 37°C und 220 rpm kultiviert, bis die ODeoo
ungefahr 0,6 betrug. Fir die Induktion wurde die Kultur mit einer individuellen Menge an 1M
IPTG-L6sung versetzt. Die Expression fand bei 22°C, 30°C oder 37°C und 230 rpm statt, die
Dauer der Expression war dabei vom Protein abhéngig. Anschlie3end wurden die Zellen in
zwei Schritten fur jeweils 20 min bei 4500 rpm und 4°C abzentrifugiert, in 10 ml Lysepuffer

resuspendiert, schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Alle nachfolgenden Schritte fanden bei einer Temperatur von 4°C statt. Der Zellaufschluss
erfolgte mit Hilfe von Lysozym (1 mg/ml), welches zu den aufgetauten Zellen gegeben wurde.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurden die Zellen mittels Ultraschall lysiert (6 Zyklen
mit jeweils 10 sec bei 200 — 300 W) und die Zelltrimmer wurden fir 30 min bei 13.000 rpm
abzentrifugiert. Der so gewonnene Gesamtproteinextrakt wurde entweder weiter aufgereinigt
oder direkt entsalzt (siehe 3.8.4).

3.8.2 Uberproduktion von Proteinen in S. cerevisiae und Aufschluss der Zellen

Fur die Herstellung einer Ubernachtkultur wurden 50 ml SC-X-Medium mit 2% Glucose
versetzt und mit einem Klon von einer Platte angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 30°C und
230 rpm Uber Nacht. Am néchsten Tag wurde die ODggo der Uber-Nacht-Kultur bestimmt. Die
Hauptkultur (500 ml) mit 2% Galactose wurde mit einer enstprechenden Menge an Uber-
Nacht-Kultur angeimpft, sodass die ODego der Hauptkultur ungeféahr 0,4 betrug. Exprimiert
wurde fur 16 — 48 h bei 30°C und 230 rpm.
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Am néachsten Tag wurde erneut die ODsoo der Hauptkultur bestimmt. Die Hauptkultur wurde
bei 3000 rpm und 4°C fir 3 min abzentrifugiert und das Pellet wurde erst mit sterilem Wasser
und dann mit Breaking Buffer gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet in Breaking Buffer
resuspendiert, bis die ODsoo ungefahr 100 betrug. Es wurde ein &quivalentes Volumen an
Glasperlen (@ 0,25 — 0,5 mm) hinzugegeben und viermal fir 30 sec mit Hilfe eines
Reagenzglasschiittlers gemischt. In den Pausen wurde der Ansatz fir 30 sec auf Eis inkubiert.
Nach dem Zellaufschluss wurden die Zelltrimmer fir 10 min bei 6000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Der so gewonnene Gesamtproteinextrakt wurde entweder weiter aufgereinigt
oder direkt entsalzt (siehe 3.8.4).

3.8.3 Gewinnung der Membranfraktionen / Mikrosomalfraktionen

Zur Gewinnung der Membranfraktion von E. coli bzw. der Mikrosomalfraktion von S. cerevisiae
wurden die entsalzten Gesamtproteinextrakte einer Ultrazentrifugation fir 90 min bei
200.000 x g und 4°C unterworfen. Das Pellet der Ultrazentrifugation wurde anschlieRend mit
2ml 50 mM Tris-HCI pH 7,5 gewaschen und erneut unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Resuspendiert wurde das Pellet anschlieRend mit Hilfe eines Glasstabs in 100 pl
NAPS5-Puffer. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.8.4 Aufreinigung loslicher Proteine Giber den His-Tag

Fur die Aufreinigung wurde der Gesamtproteinextrakt in ein Becherglas Uberfuhrt, mit 100 —
1000 pl Nickel-NTA versetzt und bei 4°C 1 h lang gerihrt. Die Losung wurde nun auf eine
Aufreinigungssaule gegeben und der Durchfluss wurde verworfen. Es wurde mit zweimal 8 ml
Waschpuffer gewaschen und das Protein wurde anschlieend mit 2,5 ml Elutionspuffer eluiert.
Das eluierte Protein wurde anschliel3end zum Entsalzen auf eine PD10-Saule gegeben. Der
Durchfluss wurde verworfen, das Protein wurde mit 3,5 ml NAP5-Puffer eluiert, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.8.5 Aufreinigung loslicher Proteine ber den GST-Tag

Die Kultivierung und der Zellaufschluss von E. coli wurde, wie zuvor beschrieben,
durchgefuhrt. Allerdings wurde das Zellpellet in 1x PBS-Puffer anstelle des Lysepuffers
resuspendiert. Nach der Behandlung mit Ultraschall wurden die Zellen abzentrifugiert, um die
I6slichen Proteine vom unléslichen Pellet abzutrennen. 100 pl GSH-Sepharose wurden zum
Entfernen des Lagerungspuffers abzentrifugiert (5 min bei 500 x g), dreimal mit je 500 pl 1x

PBS-Puffer gewaschen und anschlieend in 500 ul 1x PBS-Puffer resuspendiert. 100 pl
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Benzamidin-Sepharose wurden zum Entfernen des Lagerungspuffers abzentrifugiert (5 min
bei 500 x g), dreimal mit je 500 pl Benzamidin-Bindepuffer gewaschen und anschlie3end in
500 pl Benzamidin-Bindepuffer resuspendiert.

Der Gesamtproteinextrakt (1 ml) wurde mit der umgepufferten GSH-Sepharose (500 pl) 1 h
lang bei 4°C geruhrt und der Ansatz wurde anschlieRend auf eine Saule gegeben. Der
Durchfluss wurde verworfen und das Protein wurde auf der Saule zweimal mit 2 ml 1x PBS-
Puffer gewaschen. Danach wurde die Sepharose in 1 ml 1x PBS-Puffer resuspendiert, in ein
Schnappdeckelglas tberfihrt und 2 h bei Raumtemperatur mit 1,5 U Thrombin gerihrt, um
den an die Sepharose gebundenen GST-Tag vom Protein abzuschneiden und das Protein
somit freizusetzen. Die Mischung wurde erneut auf eine Saule gegeben, um die Sepharose
abzutrennen. Der Durchfluss wurde aufgefangen, er enthalt das gewiinschte Protein
zusammen mit Thrombin. Die Protein-/Thrombin-Mischung (1 ml) wurde mit der umgepufferten
Benzamidin-Sepharose (500 ul) 30 min lang bei 4°C geriihrt, damit das Thrombin an die
Sepharose binden kann. Zum Entfernen des Thrombins wurde die Mischung anschlie3end auf
eine Saule gegeben. Der Durchfluss enthélt das aufgereinigte Protein, welches wie zuvor
beschrieben Uber eine PD-10 Saule umgepuffert wurde. Die Lagerung erfolgte in NAP5-Puffer
bei -80°C.

3.8.6 Aufreinigung loslicher Proteine Gber den FLAG-Tag

Ein leerer PD10-Séaulenkorper wurde mit dem Saulenmaterial (Anti-FLAG M2 Affinity Gel)
beflllt. Der Durchfluss (Lagerungspuffer des Herstellers) wurde verworfen und die Saule
wurde mit TBS-Puffer nachgesplilt, bis sich das Saulenmaterial gesetzt hat. Anschliel3end
wurde die S&ule mit einer Fritte verschlossen. Die S&ule wurde dreimal mit je 5 ml Glycin-HCI

pH 3,5 und anschlieend noch dreimal mit je 5 ml TBS gewaschen.

Zur Gewinnung des Gesamtproteinextraktes wurden die Hefe-Kultur (500 ml) wie zuvor
beschrieben abzentrifugiert, aber das Zellpellet wurde in 15 ml FLAG Lysepuffer mit Protease-
Inhibitor Cocktail anstelle des Breaking Buffers resuspendiert. Der Zellaufschluss und die
Gewinnung des Gesamtproteinextraktes wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt. Der
Gesamtproteinextrakt wurde auf die vorbereitete Saule gegeben und fir eine bessere Bindung
wurde der Durchfluss erneut aufgetragen. Dann wurde dreimal mit je 5 ml TBS-Puffer

gewaschen und die Proteine wurden finfmal mit je 1 ml FLAG-Elutionspuffer eluiert.
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3.8.7 Aufreinigung von Proteinen aus Inclusion Bodies

Die Kultivierung und der Zellaufschluss von E. coli wurden, wie zuvor beschrieben,
durchgefihrt. Nach der Behandlung mit Ultraschall wurden die Zellen abzentrifugiert, um die
I6slichen Proteine vom unldslichen Pellet abzutrennen. Zum Solubilisieren der Proteine wurde
das unl6sliche Pellet in 1 ml IB1-Puffer resuspendiert und 30 min bei Raumtemperatur geruhrt.
Die Suspension wurde anschlieend bei 13.300 rpm fiir 30 min zentrifugiert und das Pellet
wurde dreimal mit je 1 ml IB2-Puffer gewaschen. Zum Waschen wurde das Pellet in jedem
Schritt resuspendiert, 30 min gerthrt und wieder abzentrifugiert. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Pellet in 1 ml Solubilisierungspuffer geldst und ebenfalls 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgenommen
und mit 333 pl Wasser versetzt, um die Harnstoff-Konzentration von 8 M auf 6 M abzusenken.
Der Dialyse-Schlauch wurde zunachst 20 min in Wasser eingeweicht, dann mit dem Uberstand
beflllt und verschlossen. Die Dialyse zum Entfernen des Harnstoffs erfolgte bei 4°C, dabei
wurden Pufferwechsel nach folgenden Intervallen durchgefihrt:

e 1 hRihrenin 150 ml 1x Dialysepuffer + 0,1 mM DTT

e 16 h Rihren in 150 ml 1x Dialysepuffer + 0,1 mM DTT

e 2 hRihren in 150 ml 1x Dialysepuffer

e 2 hRihren in 150 ml 1x Dialysepuffer

AnschlieRend wurde die Proteinldsung wieder aus dem Schlauch entnommen und entweder

direkt fir Enzym-Assays eingesetzt oder mittels Nickel-NTA-Aufreinigung weiter behandelt.

3.8.8 Biotransformation verschiedener Substrate in S. cerevisiae

50 ml SC-Selektionsmedium mit 2% Glucose wurden mit einer Kolonie eines frisch
transformierten S. cerevisiae-Stamms angeimpft und tber Nacht bei 30°C und 230 rpm
kultiviert. Am nachsten Morgen wurden 500 ml SC-Selektionsmedium mit 2% Galaktose mit
der gesamten Uber-Nacht-Kultur angeimpft und fiir 36 — 48 h bei 30°C und 230 rpm kultiviert.
Die Kultur wurde in ein 50 ml-Reaktionsgefal3 tberflhrt und in mehreren Schritten fir 5 min
bei 3000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde in 50 ml SC-Selektionsmedium mit 2% Galaktose
und 0,05 mM Substrat resuspendiert, in einen sterilen 250 ml-Erlenmeyerkolben tberfuhrt und
weitere 36 — 48 h bei 30°C und 230 rpm inkubiert.
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3.8.9 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE erfolgte mit Hilfe des Mini-Protean®-Systems (Bio-Rad) nach der Methode von
Laemmli (1970). Das SDS-Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt, die dann mit
1x SDS-Laufpuffer gefullt wurde. Die Proben wurden jeweils 1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer
versetzt und fur 10 min bei 100°C denaturiert. Zur Abschétzung der Proteingrof3en diente das
LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis. Die Elektrophorese wurde bei 180 V und 400
mA durchgefiihrt. Anschlieend wurde das Gel 2 h in der Coomassie-Farbelésung gefarbt und
anschliel3end mit Hilfe der Entfarberldsung entfarbt.

3.8.10 Probenvorbereitung fir den Proteinnachweis mittels Western Blot

Far den Nachweis von Proteinen aus einer Hefe-Kultur wurde die ODeoo der entnommenen
Probe ermittelt. Anhand der ODggo Wurde das Volumen ermittelt, dass fir den Western Blot
gebraucht wird. Fir eine OD-Einheit (ODew = 1) wurden dabei 100 pl Probe
(Biotransformationsanséatze) bzw. 1 ml Probe (Hauptkulturen fiir die Uberproduktion von
Proteinen) enthnommen. Wenn die ODsoo einen hoéheren oder niedrigeren Wert hatte, wurde
das bendtigte Volumen entsprechend verringert bzw. erhdht. Das exakt errechnete Volumen
wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 tUberfiihrt und die Zellen wurden bei 3000 rpm fir 3 min
pelletiert. Das Pellet wurde in 500 pl Roedel-Mix resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Die Proteinféallung erfolgte mit 100 pl 65% TCA (Endkonzentration: 13% TCA) fur 10 min auf
Eis. Die Proteine wurden bei 4°C fir 10 min bei 13.300 rpm pelletiert, das Pellet wurde mit
100 pl eiskaltem Aceton gewaschen und anschlielend bei 56°C getrocknet. Die Proben
wurden in 100 pl Laemmli-Puffer resuspendiert, davon wurden 10 pl auf ein SDS-Gel

aufgetragen.

Fir den Nachweis der Igslichen, aufgereinigten Proteine wurden diese im Verhaltnis 1:1 mit
2x SDS-Probenpuffer versetzt und fir 10 min bei 100°C denaturiert. Die Proben wurden

ebenfalls auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Die SDS-PAGE erfolgte wie oben beschrieben, allerdings wurde der Precision Plus Protein™

All Blue Standard als GroRRenstandard verwendet.

3.8.11 Western Blot

Die PVDF-Membran und zwei Filterpapiere wurden auf die GroRe des Trenngels

zurechtgeschnitten (ca. 8,5 x 7 cm). Die Filterpapiere und zwei Schwammtiicher wurden mit
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Towbin-Puffer befeuchtet. Die Membran wurde mit Methanol benetzt und danach 15 min in
Towbin-Puffer &quilibriert. Das Gel wurde nach der Elektrophorese ebenfalls mit Wasser
abgespdilt und 15 min im Towbin-Puffer &quilibriert. Die Wet-Blot-Apparatur (Tank Blot) wurde
wie folgt aufgebaut: Die schwarze Seite der Kassette (Anode) wurde in Transferpuffer gelegt,
darauf wurden ein Schwammtuch, ein Filterpapier, das SDS-Gel, die Membran, ein weiteres
Filterpapier und ein weiteres Schwammtuch gelegt. Die Kassette wurde verschlossen und in
eine Gelkammer eingesetzt, die mit Towbin-Puffer gefullt war. Die Proteintbertragung erfolgte
bei 4°C, 100 V und 400 mA Uber 45 min. Wéhrend des Blots wurde der Towbin-Puffer mit Hilfe
eines Magnetruhrers durchmischt, um eine gleichbleibende Temperatur zu gewéhrleisten.
Eine Kuhlung war erforderlich, um die entstehende Hitze zu neutralisieren, die sich stérend
auf die Qualitat der ProteinUbertragung auswirken kann. Die Membran wurde nach dem Blot
3x 5 min mit PBST-Puffer gewaschen. Alle Wasch- und Inkubationsschritte wurden auf einem
Schuttler durchgefihrt. Fir die nachfolgende Immundetektion wurde die Membran fiir 30 min
oder (ber Nacht bei 4°C in Blockierlosung inkubiert. Uberschiissige Blockierldsung wurde
durch dreimaliges Waschen fir jeweils 5 min in PBST-Puffer entfernt. Danach wurde die
Membran 2 h mit dem Priméar-Antikérper (1:1000 bis 1:10.000 verdunnt in 1x PBST-Puffer)
inkubiert. Die Membran wurde erneut 3x 5 min mit PBST-Puffer gewaschen und anschlieRend
1 h lang mit dem Sekundar-Antikérper (1:1000 bis 1:10.000 verdiinnt in 1x PBST-Puffer)
inkubiert. Nun wurde erneut 3x 5 min mit PBST-Puffer und im Anschluss 3x 5 min dem
Farbreaktionspuffer gewaschen, um Reste des Tweens zu entfernen. Nach Zugabe der
Farbeldésung und dem Sichtbarwerden der Banden wurde die Membran zum Fixieren 2x 3 min

mit H>O bidest. gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.8.12 Enzym-Assays und Bestimmung der kinetischen Parameter

Fur die Uberpriifung der Aktivitat von FgaCat wurde zunachst das Substrat 4-DMA-L-Abrin
enzymatisch aus L-Abrin mit Hilfe von FgaPT2 hergestellt. Die Zusammensetzung der Assays

ist in den Tabellen 3.19 und 3.20 gezeigt. Die Assays wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Tabelle 3.19: Standard-Ansatz fir die enzymatische Herstellung von 4-DMA-L-Abrin.

Substanz Standardansatz (100 pl)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

L-Abrin 1mM

DMAPP 2mM

CaClz 5 mM

FgaPT2 5ug
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Tabelle 3.20: Standard-Ansatz fir die Uberpriifung der Aktivitat von FgaCat.

Substanz Standardansatz (100 ul)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

4-DMA-L-Abrin 1 mM

MgCl: 5 mM (optional)

H202 5 mM (optional)

FgaCat 5ug

Die Zusammensetzung der Enzym-Assays zur Uberpriifung der Aktivitat der Chanoclavin-I
Dehydrogenasen FgaDH, ChaDH, FgaDHpr und FgaDHpca bzw. zur Herstellung von
Chanoclavin-I Aldehyd ist in Tabelle 3.21 aufgeftihrt. Die Assays wurden Uber Nacht bei 30°C

inkubiert.

Tabelle 3.21: Standard-Ansatz fir die Enzym-Assays mit den Chanoclavin-I Dehydrogenasen.

Substanz Standardansatz (100 pl)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

Chanoclavin-I 1 mM

NAD* 5mM

Chanoclavin-l Dehydrogenase 10 ug

Die Enzym-Assays fir die Bestimmung der kinetischen Parameter der Chanoclavin-|
Dehydrogenasen FgaDHpr und FgaDHpca wurden sowohl in Anwesenheit von FgaOx3prs
(10 pg) als auch in dessen Abwesenheit durchgefiihrt. Die Zusammensetzung ist in den
Tabellen 3.22 und 3.23 gezeigt. Die Assays wurden fir 5 — 20 min bei 30°C inkubiert. Die
Berechnung der kinetischen Parameter erfolgte durch nichtlineare Regression mit dem

Programm GraphPad prism 4.0.

Tabelle 3.22: Standard-Ansatz fir die Bestimmung der kinetischen Parameter fir
Chanoclavin-I.

Substanz Standardansatz (100 pl)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

Chanoclavin-I 0,05-2mM

NAD* 5mM

Chanoclavin-I Dehydrogenase 2 g
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Tabelle 3.23: Standard-Ansatz fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter fiir NAD*.

Substanz Standardansatz (100 ul)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

Chanoclavin-I 1mM

NAD* 0,05-10 mM

Chanoclavin-l Dehydrogenase 2 ug

Die Enzym-Assays fir die Bildung von Festuclavin/Pyroclavin/Agroclavin bzw. der
Uberprufung der Aktivitat der FgaOx3- und FgaFS-Homologe wurden, wie in Tabelle 3.24
gezeigt, durchgefuihrt. Die Assays wurden ebenfalls Giber Nacht bei 30°C inkubiert. Teilweise
wurden auch Ko-Inkubationen von Chanoclavin-I mit den Chanoclavin-I Dehydrogenasen in
Anwesenheit von NAD* durchgefihrt.

Tabelle 3.24: Standard-Ansatz fur die Enzym-Assays mit den FgaOx3- und FgaFS-Homologen.

Substanz Standardansatz (100 pl)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

Chanoclavin-I Aldehyd 1mM

NAD(P)H 5mM

FMN 5mM

FgaOx3-Homolog 10 g

FgaFS-Homolog 10 pg

Der Standard-Ansatz fir die Enzym-Assays zur Uberprifung der Aktivitat von EasHpca ist in
den Tabelle 3.25 aufgelistet. Die Assays wurden bei 30°C fur 16 h inkubiert. Es wurden
teilweise auch Ko-Inkubationen von Chanoclavin-I mit den Chanoclavin-I Dehydrogenasen in
Anwesenheit von NAD(P)" durchgefuhrt.

Tabelle 3.25: Standard-Ansatz fir die Enzym-Assays mit EasHpca.

Substanz Standardansatz (100 pl)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

Chanoclavin-I Aldehyd 1mM

Ascorbat 1mM

2-Ketoglutarat 1 mM

(NH4)2Fe(S04)2 (Fe?) 1mM

GSH 10 mM

EasHrpca 10 pg
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Die Zusammensetzung der Enzym-Assays zur Uberprifung der Aktivitat von FgaATe, ist in

Tabelle 3.26 aufgefiihrt. Die Assays wurden tber Nacht bei 30°C inkubiert.

Tabelle 3.26: Standard-Ansatz fur die Enzym-Assays mit FgaATer.

Substanz Standardansatz (100 pl)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM

Fumigaclavin B 1 mM

Acetyl-CoA 2mM

Ascorbat 5mM

FgaATer 10 ug

Die Enzym-Assays fur die Isolierung der enzymatischen Produkte mittels HPLC und

anschlieRender Strukturaufklarung wurden im Maf3stab von 10 ml oder 20 ml angesetzt.

3.8.13 Uberprifung der Katalase-Aktivitat von FgaCat

Fur die Uberpriifung der Katalase-Aktivitat von FgaCat wurde das Protokoll von Iwase et al.
verwendet (2013). Es wurden pro Reaktion ca. 5 pg Protein mit 100 ul 1% Triton-X-114 und
100 pl 35% H,0; versetzt, mit Wasser auf ein Volumen von 100 pl aufgefillt und in einem 15
ml-Reaganzglas 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Hohe des
entstandenen Schaums mit Hilfe eines Lineals gemessen. Als Positivkontrolle diente eine

Katalase aus Aspergillus niger (Merck, Darmstadt).
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3.9 Methoden der Chemie und der Instrumentellen Analytik niedermolekularer

Substanzen

3.9.1 Hydrolyse von Fumigaclavin A

50 ul einer 100 mM Fumigaclavin A-Losung wurden mit 50 yl 1M NaOH lber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Produkt (Fumigaclavin B) wurde mit dem doppelten Volumen

Ethylacetat ausgeschuttelt, zur Trockne einrotiert und in 50 pl Methanol riickgeldst.

3.9.2 Extraktion der Pilzkulturen

Fur die Analyse der Sekundarmetabolite wurde jeweils 1 | der entsprechenden Pilzkultur
extrahiert. Im Falle der Flissigmedien wurde das Myzel durch Filtration Gber Glaswolle vom
Medium getrennt. Der pH-Wert des Mediums wurde mit 1M NaOH-L6sung auf einen Wert
von 9 eingestellt und das Medium wurde zweimal mit dem doppelten Volumen Ethylacetat
ausgeschittelt. Die Ethylacetat-Phasen wurden zur Trockne einrotiert und der Rickstand
wurde in 2 ml Methanol gel6st. Die Myzelien bzw. die Kulturen auf Weizen-Medium, Reis-
Medium oder Agar-Platten (je 4 Stiick) wurden mit 400 ml eines Gemisches aus Aceton und
Methanol (1:1) versetzt und zur Extraktion eine Stunde lang gerthrt. Die organische Phase
wurde zur Trockne einrotiert und der Rickstand wurde in 2 ml Methanol geldst. Die Extrakte
wurden bei -20°C gelagert und die Analyse erfolgte nach Verdiinnung mit Methanol (1:40)
mittels LC-MS.

3.9.3 Extraktion der Biotransformationsprodukte

Der pH-Wert von 1 ml der S. cerevisiae-Kultur wurde mit 1M NaOH-L6sung auf einen Wert
von 9 eingestellt und die Kultur wurde zweimal mit dem doppelten Volumen Ethylacetat
ausgeschittelt. Die Ethylacetat-Phasen wurden zur Trockne einrotiert, der Rickstand wurde

in 100 ul Methanol gelést und mittels LC-MS analysiert.

3.9.4 Extraktion der Enzym-Assays

Nach der Inkubation wurde der pH-Wert der Ansdtze mit 1M NaOH auf einen Wert von 9
eingestellt. AnschlieRend wurde zweimal mit dem doppelten Ansatz-Volumen mit Ethylacetat
ausgeschuttelt. Die Ethylacetat-Phasen wurden vereinigt und zur Trockne eingeengt, der
Ruckstand wurde anschliel3end in 200 pl Methanol wieder aufgenommen und mittels LC-MS

analysiert. FUr die Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte wurden die Rickstande in
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1 ml 25% Acetonitril / 75% Wasser wieder aufgenommen und mittels Umkehrphasen-HPLC

isoliert.

3.9.5 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) und Flissigchromatographie
gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS)

Die HPLC-Analysen wurden an Anlagen der 1200er-Serie von Agilent durchgefuhrt. Zu
analytischen Zwecken wurde eine Multospher 120 RP 18 S&ule (5 um, 250 x 4 mm) mit einer
Flussrate von 1 ml/min verwendet. Zu semipraparativen Zwecken wurde die Multospher 120
RP 18 Saule (5 um, 250 x 10 mm) mit einer Flussrate von 2,5 ml/min betrieben. Die Detektion
erfolgte Uber einen Photodiodenarray-Detektor in einem Wellenlangenbereich von 190 —
400 nm. Als FlieBmittel wurden Wasser (A), Acetonitril (B) oder Methanol (C) mit jeweils
0,5% TFA verwendet. Die entsprechenden Methoden sind in den Tabelle 3.27 und 3.28

aufgelistet.

Tabelle 3.27: Analytische HPLC-Methoden.

Analysenschritt Uberpriifung der enzymatischen Bestimmung der kinetischen
Aktivitat von FgaCat Parameter von FgaDHp/FgaDHpca

Einspulen der Saule 30% C 5 min 25% B 10 min

Elutionsgradient 30-100% C 45 min 25-35% B 20 min

Spilen der Saule 100% C 5 min 100% B 10 min

Tabelle 3.28: Semipraparative HPLC-Methoden.

Analysenschritt Isolierung der enzymatischen Isolierung der enzymatischen
Produkte von ChaDH und Produkte von ChaDH/FgaDHer,
FgaOx3pr3 FgaOx3pr3 und EasG/FgaFS
Einspillen der Saule 25% B 10 min 25% B 10 min
Elutionsgradient 25-35% B 20 min 25-35% B 20 min
Spulen der Saule 100% B 10 min 100% B 10 min

Die LC-MS Analysen wurden an einer Anlage der 1260er-Serie von Agilent durchgeftuihrt, die
mit einem micrOTOF-QIlIl Massenspektrometer von Bruker Daltonics gekoppelt war. Dabei
wurde eine Multospher 120 RP 18 S&ule (5 pm, 250 x 2 mm) mit einer Flussrate von 0,5 ml/min
verwendet. Als FlieBmittel dienten Wasser (A) und Acetonitrii (B) mit jeweils
1% Ameisensaure. Die entsprechende Methode ist in Tabelle 3.29 zu finden. Die LC-MS-
Messungen wurden von Rixa Kraut, Lena Ludwig-Radtke, Nadja Braun oder Florian Kindinger

durchgefihrt.
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Tabelle 3.29: LC-MS-Methoden.

Analysenschritt Kurze Methode Lange Methode
Einspulen der Saule 5% B 5 min 5% B 10 min
Elutionsgradient 5-100% B 10 min 5-100% B 40 min
Spilen der Saule 100% B 5 min 100% B 5 min

3.9.6 Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

Fur die Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte von ChaDH und FgaOx3g;; wurden

die Fraktionen nach der Isolierung zur Trockne einrotiert und in verdinnter NaOH-L&sung

(pH 9) zur Deprotonierung rickgelost. Die Fraktionen wurden erneut mit Ethylacetat

ausgeschuttelt und zur Trockne einrotiert. Anschlie3end wurden die Proben im Gefriertrockner

getrocknet und zur NMR-Analyse in CDCl; riickgeltst. Die enzymatischen Produkte von

ChaDH/FgaDHp;, FgaOx3prs und EasG/FgaFS wurden nach der Isolierung zur Trockne

einrotiert, im Gefriertrockner getrocknet und zur NMR-Analyse in protonierter Form in CDsOD

rickgelost.

Die NMR-Analysen wurden auf einem JOEL ECA-500 Spektrometer mit direktem oder

indirektem Probenkopf von Stefan Newel (unter der Leitung von Dr. Regina Ortmann)

durchgefiuhrt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm MestReNova.
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4. Ergebnisse

4.1 Bioinformatische Analyse von Mutterkornalkaloid-Genclustern in

verschiedenen Ascomyceten

4.1.1 Identifizierung von Mutterkornalkaloid-Genclustern

In den letzten Jahren ist die Anzahl an verfiigbaren pilzlichen Genomsequenzen in den
entsprechenden Datenbanken enorm gestiegen. Im Jahr 2012 waren 142 Genomsequenzen
von Ascomyceten verfugbar, im Januar 2015 waren es bereits 360 Sequenzen und heute sind
sogar 866 Genome verflgbar (Stand: 09.10.2017). Aus diesem Grund sollte die von Dr. Marco
Matuschek und Dr. Christiane Wallwey durchgefihrte Analyse der Mutterkornalkaloid-
Gencluster aus dem Jahr 2012 ausgeweitet werden (Matuschek 2012). Als Grundlage fur
diese Analyse dienten die Sequenzen der Mutterkornalkaloid-Gene aus A. fumigatus,
C. purpurea und A. benhamiae. Zuséatzlich zu den von Matuschek und Wallwey beschriebenen
Genclustern wurden 15 weitere neu sequenzierte Ascomyceten identifiziert, deren Genome
Mutterkornalkaloid-Gene oder Gencluster enthalten (siehe Tabelle 4.1). Die Gencluster aus
der Familie der Clavicipitaceae wurden inzwischen Uberwiegend von Schardl et al. publiziert
(Schardl et al. 2013a; Schardl et al. 2013b; Schardl et al. 2013c).

Alle in Tabelle 4.1 aufgelisteten Ascomyceten gehéren zur Unterabteilung der Echten
Schlauchpilze (Pezizomycotina). In den Familien der Clavicipitaceae und Arthrodermataceae
ist das genetische Potenzial fir die Produktion von Mutterkornalkaloiden weit verbreitet. In fast
allen der untersuchten Genome wurden potenzielle Gene fir die Biosynthese dieser
Stoffklasse identifiziert. Innerhalb der Familie der Aspergillaceae wurden die entsprechenden
Gene jedoch nur in A. fumigatus, P. commune, P. roqueforti und P. camemberti ermittelt,
obwohl 26 Genome aus dieser Familie untersucht wurden. Neu ist auch die Entdeckung von
Mutterkornalkaloid-Genen in Vertretern der Familien Thermoascaceae (Byssochlamis
spectabilis) und Helotiaceae (Glarea lozoyensis). Innerhalb dieser beiden Familien ist die
Anzahl an verfligbaren Genomsequenzen jedoch zu gering, um eine Aussage Uber die
Verbreitung von Mutterkornalkaloid-Genen treffen zu koénnen. Uber die Produktion von
Mutterkornalkaloiden wurde bisher nur in Vertretern der Familien Clavicipitaceae und
Aspergillaceae berichtet (siehe Tab. 4.1). Aus Vertretern der Arthrodermataceae,
Thermoascaceae und Helotiaceae wurden nach unserem Wissensstand bisher keine

Mutterkornalkaloide isoliert.
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Tabelle 4.1: Liste der neu identifizierten Ascomyceten mit Mutterkornalkaloid-Genen.

Stamm Isolat GenBank Eintrag Produktion von
Mutterkornalkaloiden
Arthrodermataceae
Trichophyton interdigitale H6 KK204492.1 unbekannt
Trichophyton soudanense CBS 452.61  KK208780.1 unbekannt
Trichophyton tonsurans CBS 112818 (GG698530.1 unbekannt
Aspergillaceae
Penicillium roqueforti FM164 HG792019.1 Clavine
HG792016.1 (Ohmomo et al. 1975)
HG792017.1
HG792015.1
Penicillium camemberti FMO013 HG793136.1 unbekannt
Clavicipitaceae
Epichloé amarillans E4668 KC989564.1 Ergopeptine
KC989563.1 (Schardl et al. 2013a)
Epichloé canadensis - KC989567.1 unbekannt
KC989568.1
KC989612.1
Neotyphodium coenophialum CBS 494.82 KC989610.1 Ergopeptine
KC989611.1 (Schardl et al. 2013a)
KC989569.1
Epichloé elymi E56 JX439640.1 Clavine
JX439641.1
JX439642.1
Neotyphodium gansuense var. E818 JX072969.1 Ergopeptine
inebrians JX273434.1 (Schardl et al. 2013a)
Epichloé mollis SF-2013a KC989572.1 Ergopeptine
KC989573.1 (Schardl et al. 2013a)
Epichloé sp. E4305 E4305 KC989576.1 unbekannt
KC989577.1
KC989578.1
KC989579.1
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii Lp1l AY259837.1 unbekannt
KC989613.1
KC989583.1
Helotiaceae
Glarea lozoyensis ATCC 20868 KE145358.1 unbekannt
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis No. 5 BAUL01000041.1 unbekannt
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In den Vertretern der Clavicipitaceae, Thermoascaceae und Helotiaceae konnten in den
meisten Fallen jeweils sieben homologe Gene identifiziert werden, die in allen untersuchten
Spezies vorhanden waren. Diese sieben Gene entsprechen den Genen fgaPT2, fgaMT,
fgaCat, fgaOx1, fgaDH, fgaOx3 und fgaFS aus A. fumigatus. In Vertretern der
Arthrodermataceae sind hingegen nur fur die finf erst genannten Gene Homologe zu finden,
welche fur die Biosynthese von Chanoclavin-I Aldehyd verantwortlich sind. Die Sequenz-
Identitaten liegen ungeféahr zwischen 40 und 70%. Ein detaillierter Vergleich aller neu
identifizierten Proteinsequenzen ist im Anhang zu finden (7.1).

Die neu identifizierten Gene bzw. Gencluster aus den beiden Vertretern der Aspergillaceae
(Penicillium roqueforti FM164 und Penicillium camemberti FM013) sollten genauer betrachtet
werden. Beide Pilze enthalten die funf zu A. fumigatus homologen Gene fiir die Biosynthese
von Chanoclavin-I Aldehyd in einem Gencluster (siehe Tab. 4.2). Auffallig war allerdings, dass
in P. roqueforti zusatzlich zwei fgaFS- und sogar drei fgaOx3-Homologe identifiziert wurden.
Eines der fgaFS-Homologe befindet sich zusammen mit den flinf oben genannten Homologen
in einem Gencluster auf Scaffold 5. Das andere fgaFS-Homolog befindet sich zusammen mit
einem der fgaOx3-Homologe sowie einem easH- und einem fgaAT-Homolog in einem zweiten
Gencluster auf Scaffold 2. Die anderen beiden fgaOx3-Homologe befinden sich auRerhalb der
Gencluster auf den Scaffolds 1 und 3. Ein Vergleich der Ubersetzten Proteinsequenzen der
FgaOx3- bzw. FgaFS-Homologen aus P. roqueforti untereinander zeigte Ubereinstimmungen
zwischen 47% und 76%, somit handelt es sich vermutlich nicht um einfache Kopien der Gene
in verschiedenen DNA-Regionen, sondern tatsdchlich um homologe Enzyme, die eventuell die
gleiche oder eine sehr ahnliche Reaktion katalysieren konnen. Da in keinem der anderen
Produzenten mehrere Mutterkornalkaloid-Gencluster oder mehrere potenzielle Enzyme fir die
gleiche Reaktion bekannt sind, sollte dieses Ph&dnomen in P. roqueforti im Rahmen dieser
Arbeit naher untersucht werden. Im nachsten Schritt sollte auch die Uberprifung der Funktion
der EasH- und FgaAT-Homologen erfolgen, da diese mdglicherweise an der Entstehung
interessanter Endprodukte beteiligt sind. In A. fumigatus befindet sich ein Cytochrom P450-
Enzym in dem Gencluster, welches die Hydroxylierung von Festuclavin katalyisert. In dem
Genom von P. roqueforti ist kein entsprechendes Homolog vorhanden, stattdessen befindet
sich in dem zweiten beschriebenen Gencluster ein Gen fur eine Fe?*- und 2-Ketoglutarat-
abhangige Dioxygenase (EasH-Homolog). Im Nachfolgenden sollte daher eine mogliche
Beteiligung der Enzyme an der Biosynthese von Isofumigaclavin A untersucht werden. Kurz
vor der Fertigstellung dieser Arbeit wurde in einer Veroffentlichung von Fernandez-Bodega et
al. Uber die Entdeckung der beiden oben beschriebenen Gencluster in P. roqueforti berichtet
(Fernandez-Bodega et al. 2017). Durch das Ausschalten des fgaPT2-Homologs konnte die

Beteiligung des Genclusters an der Biosynthese von Isofumigaclavin A bestatigt werden.
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Tabelle 4.2; Gene fiur die Biosynthese von Mutterkornalkaloiden in P. roqueforti (P.r.) und P. camemberti (P.ca.) verglichen mit A. fumigatus (A.f.).

Penicillium roqueforti

Penicillium camemberti

DNA-Region Enzym Identitéat DNA-Region Enzym Identitat | Funktion
Scaffold 5 FgaDHper 72% (A.f) FgaDHpca 77% (A.f.) | Chanoclavin-I
HG793136.1: 1381550..1382501
HG792019.1: 1171988..1172835  (CDM36673) 66% (P.ca.) (CRL19778)  66% (P.r.) | Dehydrogenase
HG792019.1: 1173658..1174649 (Fggfggz? 5 OCOWAD : - : Festuclavin Synthase
FgaCatpr 59% (A.f.) FgaCatpca 56% (A.f.)

. . Katalase

HG792019.1: 1175837..1177300 (CDM36675)  79% (P.ca.) HG793136.1: 1372523..1374218 (CRL16774)  79% (P.r)
FgaMTpr 63% (A.f.) FgaMTpca 61% (A.f.)

. - Methyltransferase
HG792019.1: 1178276..1179362 (CDM36676)  84% (P.ca.) HG793136.1: 1374986..1376061 (CRL19775)  84% (P.r) Y

_ FgaOxler 48% (A.f) | HG793136.1: 1376234..1378135  FgaOxlpca 40% (A.f.) | FAD-abhangige
HG792019.1: 1179496..1181448 (CDM36677) 74% (P.ca.) (CRL19776)  74% (P.r.) | Oxidoreductase

_ FgaPT2e: 60% (A.f.) _ FgaPT2pca 58% (A.f.) | Dimethylallyltryptophan
HG792019.1: 1181976..1183482 (CDM36678)  84% (P.ca.) HG793136.1: 1378629..1380136 (CRL19777)  84% (P.r) | Synthase
Scaffold 2 FgaOx3pr2 65% (A1) . - - Old Yellow Enzyme
HG792016.1: 640191..641318 (CDM30151)

_ EasHer 10% (A.f.) _ EasHpca 7% (A.f.) Fe?*/2-Ketoglutarat-
HG792016.1: 642023..642883 (CDM30152)  33% (P.ca.) HG793136.1: 1369016..1369924 (CRL19773)  33% (P.r.) | abhangige Dioxygenase
HG792016.1: 643205..644659 (Fggﬁﬂgz 153 2% (Af.) - - - Acyltransferase
HG792016.1: 645738..646733 (Fggfﬂz’zzl%) 60% (Af.) : : - Festuclavin Synthase
Scaffold 3 FgaOx3pra 52% (A.f.) - - - Old Yellow Enzyme
HG792017.1: 299294..300403 (CDM33403)

Scaffold 1 FgaOx3er1 46% (A1) . - - Old Yellow Enzyme
HG792015.1: 104860..105963 (CDM26224)
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In dem Mutterkornalkaloid-Gencluster von P. camemberti befinden sich keine Homologe fiir
fgaOx3, fgaFS oder fgaAT, dafir wurde ebenfalls ein easH-Homolog identifiziert. In diesem
Fall sollte untersucht werden, ob der Pilz Gberhaupt in der Lage ist Mutterkornalkaloide zu
bilden und wie die entsprechenden Strukturen und deren Biosynthesewege aussehen

koénnten.

Wie in Tabelle 4.2 zu erkennen ist, sind die Sequenz-ldentitdten von EasHpr und EasHpca mit
dem EasH-Homolog aus A. fumigatus sehr gering (10% bzw. 7%). Dies liegt daran, dass das
entsprechende Gen in A. fumigatus verkirzt ist und es sich somit wahrscheinlich um ein nicht
aktives Pseudogen handelt (Schardl et al. 2006). Vergleicht man EasHe: und EasHpca dagegen
untereinander oder mit den entsprechenden Homologen aus C. purpurea, A. japonicus oder
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii, liegen die Sequenzidentitaten ungefahr zwischen 30%
und 50% (siehe Tabelle 4.3). Ein grafischer Vergleich der Proteinsequenzen inklusive einer
Vorhersage der Sekundarstruktur-Elemente anhand der Kristallstruktur von Aj EasH

(Jakubczyk et al. 2016) ist im Anhang zu finden (siehe 7.2).

Tabelle 4.3: Sequenzidentitaten verschiedener EasH-Homologe.

Spezies Accession PDB ID Identitat mit Identitat mit
No. P.roqueforti  P.camemberti
Aspergillus japonicus - 5MOT 31,8% 51,8%
Aspergillus fumigatus EAL94094.1 - 10,3% 10,9%
Claviceps purpurea AET79182.1 ANAO 28,4% 34,6%
Epichloe typhina x Neotyphodium lolii  AGS32042.1 - 31,4% 35,2%
Penicillium roqueforti CDM30152.1 - 100% 33,1%
Penicillium camemberti CRL19773.1 - 33,1% 100%

4.1.2 Analyse der Intron-Exon-Strukturen und Korrektur der vorhergesagten

Proteinsequenzen

Durch einen Vergleich der Aminosaure-Sequenzen und eine anschlielende Analyse der
Intron-Struktur wurde festgestellt, dass einige Proteinsequenzen aus der NCBI-Datenbank
fehlerhaft annotiert wurden. Nach der Korrektur der Sequenzen, zeigten sich deutlich héhere
Identitéaten. Aus diesem Grund wurden die in den Abschnitten 4.1.1 und 7.1 angegebenen
Werte bereits mit Hilfe der korrigierten Aminosaure-Sequenzen berechnet. Beispielhaft ist
dieses Phdnomen anhand der ersten 100 Aminoséuren von FgaOx1 aus A. fumigatus gezeigt
(siehe Abb. 4.1 und 4.2). Eine Ubersicht tiber die 28 korrigierten Proteinsequenzen ist in

Tabelle 4.4 dargestellt.
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1 1o
Aspergillus fumigatus MSHRILICVIAF . C
Byssochlamys spectabilis - . MEYLLIV.L
Penicillivm roqueforti . .MMFHFLGTAG
Penicillium commune .. .MFQFMGTVC
Arthroderma otae MNSNSQIRSSRL
Arthroderma gypseum . .MQFLFLTT.G
Trichophyton rubrum . .MQFLLWST.G
Trichophyton soudanense . MQFLILWST .G
Trichophyton interdigitale ~ « « « « -« MMST .G
Trichophyton tonsurans . .MQFLLWST.G
Trichophyton equinum .MMQFLLWST.G
Arthroderma benhamiae . .MQFLLWST.G
Trichophyton verrucosum . .MQFLLWST.G
Glarea lozoyensis . .MRNHYLYP, V|
Epichloé elymi .. .MRY TF . V|
Epichloé glyceriae . . .MRHLV|TF . V|
Epichloé typhina .. .MLHFV|TF.V|
Epichloé typhina x Neotyphodium lolif + - « MRHFVITF . V|
Epichloé festucae .. .MRHFV|TF .V
Neotyphodium coenophialum .. .MRHFV|TF .V
Epichloé sp. E4305 .. .MRHLV|TF .V
Epichloé mollis .. .MRYLV|TF . V|
Epichlog amarillans .. .MRYLVITF .V
Epichloé canadensis .+ . MRY|LV|TF . V|
Claviceps paspali .. .MYRLV|IGS. V|
Metarhizium acridum .. .MFHLFAP. I
Metarhizium anisopliae .. MYQLLAP. A
Claviceps fusiformis .. .MYRLLGP.L
Claviceps purpurea .. MYYLLGP . V|
Periglandula ipomoeae .. .MHRLLGP .V
Neotyphodium gansuense - . MYNLLGP .V
Balansia oblecta e MFREGP Y
Atkinsonelfa hypoxylon « . MLRILGT.V|

Aspergillus fumigafus
Byssochlamys spectabilis
Peniciflium roqueforti
Penicillium commune
Arthroderma otae
Arthroderma gypseum
Trichophyton rubrum
Trichophyton soudanense
Trichophyton interdigitale
Trichophyton tonsurans
Trichophyton equinum
Arthroderma benhamiae
Trichophyton verrucosum
Glarea lozoyensis
Epichlog elymi

Epichioe glyceriae
Epichloé typhina .
Epichicé typhina x Neotyphodium lolii
Epichloé festucae
Neotyphodium coenophialum
Epichicé sp. E4305

Epichicg moliis

Epichloé amarillans

Epichloé canadensis
Claviceps paspali
Metarhizium acridum
Metarhizium anisopliae
Claviceps fusiformis
Claviceps purpurea
Periglandula ipomoeae
Neotyphodium gansuense
Balansia oblecta
Atkinsonella hypoxylon
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Abbildung 4.1: Sequenz-Vergleich der ersten 100 Aminosauren der FgaOx1-Homologe vor der
Korrektur der Proteinsequenzen.
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Aspergillus fumigatus
Byssochlamys spectabilis
Penicillium roqueforti
Penicillium commune
Arthroderma otae
Arthroderma gypseum
Trichophyton rubrum
Trichophyton soudanense
Trichophyton interdigitale
Trichophyton tonsurans
Trichophyton equinum
Arthroderma benhamiae
Trichophyton verrucosum
Glarea lozoyensis
Epichlog elymi

Epichloe glyceriae
Epichlog typhina

Epichloé typhina x Neolyphodium lolif « « «

Epichlog festucae
Neotyphodium coenophialum
Epichlog sp. E4305
Epichioé moliis

Epichloe amarillans
Epichloé canadensis
Claviceps paspali
Metarhizium acridum
Metarhizium anisopliae
Claviceps fusiformis
Claviceps purpurea
Periglandula ipomoeae
Neotyphodium gansuense
Balansia obtecta
Atkinsonella hypoxylon
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Abbildung 4.2: Sequenz-Vergleich der ersten 100 Aminosauren der FgaOx1-Homologe nach der
Korrektur der Proteinsequenzen.
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Tabelle 4.4: Korrektur von 28 Proteinsequenzen aus der NCBI-Datenbank durch Sequenzvergleiche und Analyse der Intron-Exon-Struktur.

. Homolog Kodierender Bereich vor der Kodierender Bereich nach der
Stamm Accession No. DNA Sequenz
von Korrektur der Sequenzen Korrektur der Sequenzen
EFE37121.1 FgaPT2 1963842..1964999 1963842..1964998, 1965062..1965278
Arthroderma 1961050..1961076, 1961185..1962118, 1961087..1962118,
benhamiae EFE37120.1 FgaOxl — NW_003315113.1 1962171..1962713 1962171..1962703, 1962772..1963045
EFE37118.1 FgaDH 1957951..1958093, 1958211..1958808  1957951..1958147, 1958211..1958808
NW_003345197.1 152602..152708, 152766..152887, 152602..152708, 152766..152887,
Arthroderma EPRO2906.L - FeaPT2 | eke von 100 bp 152951..153711 152951..153816, 153978..154174
gypseum in der Sequenz des  155188..155233, 155302..155834, 154960..155233, 155302..155834,
EFR02907.1 FgaOxl ¢ aPT2 Homologs) 155912..156928 155912..156928
. 4795721..4795794, 4795838..4796018
Aspergillus ' ' 4795871..4796138,
. EAL94104.1 FgaOx1 NC_007195.1 4796033..4796138, 4796244..4796753,
fumigatus 70085 47054 4796233..4796753, 4796823..4797842
471213..471232, 471296..471830,
GAD93030.1 FgaMT  BAUL01000041.1 471949..472912, 473287..473560, 473295..473560, 473623..end
syssochiamys (Ende des Contigs 473623..474382
. in der Sequenz des 471213..471232, 471296..471830,
spectabilis GAD93030.1 FgaOxl  fgaMT Homologs) 471949..472912, 473287..473560, Zﬁg“i??lzﬁ‘; 277;%11%"177;81%3’
473623..474382 . ’ -
GAD93026.1 FgaOx3 461231..462292 461231..462370
Claviceps purpurea  CAB39328.1 FgaOx1 AJ011965.1 504..965, 1018..2007 103..367, 433..965, 1018..2007
Claviceps 28362..28626, 28721..29256, 28362..28626, 28721..29256,
VIBED ABV57823.1 FgaOx1 EU006773.1
fusiformis 29385..30078, 30139..30389 29385..30389
ichloé typhi 9914..10394, 10472..10671, 9977..10394, 10472..10671,
Epichlod typhina x - <25040.1 FgaFs KC989613.1
Neotyphodium lolii 10724..10972 10724..10972
Metarhizium 123337..123517, 123565..124418, 123540..123810, 123883..124418,
acridum EFY86972.1 FgaOx1 GL698535.1 124492..125511 124492..125511
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Metarhizium
acridum
Metarhizium
anisopliae
Neotyphodium
coenophialum

Penicillium
roqueforti

Trichophyton
equinum

Trichophyton
interdigitale

Trichophyton
rubrum

Trichophyton
soudanense

Trichophyton
tonsurans

Trichophyton
verrucosum

EFY86974.1

XP_011410844.1

AGN89888.1

CDM36677.1

EGE05316.1

EGEO05315.1

EZF33070.1

EGD89812.2

EGD89813.2

EZF76308.1
EZF76310.1
EGEO00006.1

EGE00010.1

EFE43383.1

EFE43382.1

FgaFS

FgaOx1

FgaFS

FgaOx1

FgaPT2

FgaOx1

FgaOx1

FgaPT2

FgaOx1

FgaMT
FgaCat
FgaPT2

FgaCat

FgaPT2

FgaOx1

GL698535.1

NW_011942151.1

KC989569.1

HG792019.1

DS995738.1

(Ltcke von 530 bp
in der Sequenz des
fgaOx1 Homologs)

KK204492.1

GG700654.1

(Ltcke von 100 bp
in der Sequenz des
fgaPT2 Homologs)

KK208780.1

GG698530.1

(Fehler in der
Sequenz des
fgaCat Homologs:
Position 13551 ist
redundant)

ACYE01000098.1

127109..127156, 127194..127393,
127471..127882

628666..629721, 629799..630171,
630220..630676

44491..44739, 44792..44991,
45068..45518

1179496..1181111, 1181175..1181448

395361..396517, 396583..396799

392623..393282, 393878..394215,
394284..394560

2990..3532, 3585..4601

149100..149130, 149207..149901
150700..150973, 151042..151574,
151627..152643
19635..20382, 20455..20864
23661..24866
4688..4794, 4853..4974, 5040..6196

13140..13349, 13416..13463,
13549..14658

55267..56394

52501..52574, 52610..53543,
53596..54128, 54197..54470

126879..127136, 127194..127393,
127471..127882

628666..629721, 629799..630334,
630406..630676

44491..44739, 44792..44991,
45068..45485

1179496..1180527,
1180585..1181111, 1181175..1181448

395361..396517, 396583..396732,
396763..396799

392623..393297, 393878..394215,
394284..394560

2655..2931, 3000..3532, 3585..4601

148359..148647, 14871..148838,
149009..149901

150700..150973, 151042..151574,
151627..152560, 152640..152668

19635..20382, 20455..20729
23345..23554, 23625..24866
4758..4794, 4825..4974, 5040..6196

13140..13349, 13416..14658

55267..56423, 56487..56703

52527..53543, 53596..54128,
54197..54470
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4.2 Aufklarung der Entstehung von Chanoclavin-lI in Aspergillus fumigatus

durch biochemische Charakterisierung der Enzyme FgaCat und FgaOx1

4.2.1 Klonierung von fgaCat und fgaOx1

Das Gen fgaCat wurde in zwei Schritten aus

RBS
__~NcoI (113)

einer cDNA von A. fumigatus amplifiziert, (@promoter  (facoperatod
welche in der Arbeitsgruppe zur Verfligung //L

gestellt wurde. Die PCR-Bedingungen sind im
Kapitel 3.7.3 aufgefihrt und die Abbildung 4.3
zeigt das PCR-Produkt, welches aufgereinigt

- promoterl“
MC:

f

\aC OPeratg,.

und in den Vektor pPGEM®-T easy ligiert wurde.
Die entsprechenden Konstrukte wurden mit
pNGO1 und pNGO2 bezeichnet (siehe 3.2.2).
AnschlieRend wurde das Gen fgaCat mit Hilfe
der Restriktionsenzyme Bglll und Ncol in den

~—
BglII (1732)

Expressionsvektor pQE-60® umkloniert. Das (Stop codons)

erhaltene Konstrukt tragt die Bezeichnung
pPNGO3 (siehe Abb. 4.4) und kann fur die

Expression von fgaCat in E. coli verwendet Abbildung 4.4: Plasmidkarte von pNGO03

fgaCat in E-60%).
werden. (fg PQ )

bp
10000 — |
5000 —

M: Marker

— 1. fgaCat

Theoretische Produktlange: 1593 bp
Detektierte Produktlange: ca. 1600 bp

3000 —

2000 —
1500 —

1000 — F=

LN =

500 — |

Abbildung 4.3: PCR-Produkt fir die Klonierung von fgaCat.

In einer vorherigen Arbeit von Dr. Marco Matuschek wurde fgaOx1 bereits in verschiedene
Expressionsvektoren fir E. coli und S. cerevisiae kloniert. Es konnte jedoch keine erfolgreiche
Uberproduktion des Enzyms erreicht werden (Matuschek 2012). Eine Analyse der
Proteinsequenz von FgaOxl zeigte eine mdgliche Transmembrandoméne bzw. ein
Signalpeptid am N-Terminus (siehe Anhang unter 7.3). Aus diesem Grund wurden im Rahmen

dieser Arbeit verschiedene Klonierungskonstrukte erstellt, in denen die kodierende Sequenz
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fur die potenziellen Transmembrandomanen entfernt wurde (pNG04 — pNGO09, siehe 3.2.2).
Fir die beschriebenen Arbeiten wurde die Sequenz von FgaOx1 aus der NCBI-Datenbank
tbernommen. Diese war jedoch fehlerhaft, wie die spatere Analyse der Intron-Exon-Struktur
von FgaOx1l zeigte (siehe 4.1.2). Aus diesem Grund wurden die oben beschriebenen
Klonierungen nicht weitergefuhrt, sondern das Gen sollte mit der korrigierten Sequenz erneut
fur die Expression in E. coli und S. cerevisiae kloniert werden. Da sich die fehlerhafte und die
korrigierte Sequenz von FgaOx1 nur im Bereich der ersten 100 Aminosauren voneinander
unterscheiden, wurde der entsprechende kodierende Bereich (ca. 300 bp) aus genomischer
DNA von A. fumigatus Af 293 (BAC AfB8B11, Unsdld 2006) amplifiziert. Der restliche Teil des
Gens (ca. 1600 bp) wurde aus dem Konstrukt pMMO012 von Dr. Matuschek amplifiziert.
AnschlieBend wurden die beiden Fragmente durch eine Fusions-PCR miteinander vereinigt.
Die PCR-Bedingungen sind unter 3.7.3 aufgefiihrt und Abbildung 4.5 zeigt die Analyse der
PCR-Produkte durch eine Agarose-Gelelektrophorese. Wie in Spur 3 zu erkennen ist, wurde
bei der Fusions-PCR ein zuséatzliches unerwiinschtes Fragment von ca. 400 bp erhalten.
Daher wurde das gewlinschte Fragment von ca. 1900 bp mittels Gelextraktion aufgereinigt
und in den Vektor pGEM®-T easy ligiert. Das erhaltene Konstrukt tragt die Bezeichnung
pNG25. Das Gen wurde anschlieRend mit Hilfe der Restriktionsenzyme Sphl und BamHI in
den Vektor pQE-70® umkloniert. Abbildung 4.6 zeigt die Plasmidkarte des erhaltenen

Konstruktes pNG30 fiir die Expression von fgaOx1 mit C-terminalem His-Tag in E. coli.

M: Marker
1: fgaOx1 (Exon 1)
Theoretische Produktlange: 310 bp
Detektierte Produktlange: ca. 300 bp
2: fgaOx1 (Exons 2 und 3)
Theoretische Produktlange: 1575 bp
Detektierte Produktlange: ca. 1600 bp
: 3: fgaOx1 (fusioniertes Fragment)
) Theoretische Produktlange: 1835 bp
Detektierte Produktlange: ca. 1900 bp

bp
10000 —
5000 —
3000 —
2000 —
1500 —

1000 —

500 —

Abbildung 4.5: PCR-Produkte fur die Klonierung von fgaOx1.

Da die Expression von fgaOx1 mit C-terminalem His-Tag nicht erfolgreich war (siehe 4.2.2),
sollte das Gen mit N-terminalem His-Tag in den Vektor pHis8® kloniert werden. Das
entsprechende Klonierungskonstrukt steht bereits zur Verfiigung (pNG35, siehe 3.2.2). Die
potenzielle Transmembrandom&ne am N-Terminus konnte jedoch moglicherweise zu
Problemen bei der Uberproduktion und Aufreinigung des Proteins iiber einen N-terminalen
His-Tag fuhren. Aus diesem Grund wurde entschieden, das Gen zunachst mit C-terminalem
His-Tag in den Vektor pYES2/NT C® fur die Expression in S. cerevisiae zu klonieren. Die PCR-
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Bedingungen fur die Amplifizierung von fgaOx1 aus dem Konstrukt pNG25 sind unter 3.7.3
aufgefuhrt und die Klonierung erfolgte mittels homologer Rekombination in E. coli direkt in den
Expressionsvektor pYES2/NT C®, welcher zuvor mit Hindlll linearisiert wurde. Das
entsprechende Konstrukt wurde mit pNG57 bezeichnet und die Plasmidkarte ist in

Abbildung 4.7 zu finden.

(T5 promoten (lac operaton]
SphI (117)

%

< £1 ol 4}‘-—\‘ =

[Tz
GALL Prg,
Promg fe,.mo t

UAS

pNG57
7621 bp

BamHI (1921)

Abbildung 4.6: Plasmidkarte von pNG30 Abbildung 4.7: Plasmidkarte von pNG57
(fgaOx1 in pQE-70®). (fgaOx1 in pYES2/NT C®).

4.2.2 Uberproduktion und Aufreinigung von FgaCat und FgaOx1

Das Enzym FgaCat wurde mit Hilfe des Konstruktes pNGO3 erfolgreich in E. coli SG13009
Uberproduziert. Die Expression erfolgte bei 22°C fir 16 h nach der Induktion mit 1 mM IPTG
und die Proteinausbeute betrug 4 mg / | Kultur. Abbildung 4.8 zeigt die SDS-PAGE Analyse

der Ni-NTA-Aufreinigung von FgaCat-Hise.

1 2 3 4 M kDa
— g7 M: Marker

— 66 1: Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion
— 45 3: l6slicher Proteinanteil

4: aufgereinigtes Protein (FgaCat-Hiss)

i

— 30 Theoretisches Molekulargewicht: 60,36 kDa
Detektierte Bande: ca. 60 kDa

Abbildung 4.8: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaCat-Hiss.
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Die Uberproduktion von FgaOx1 in E. coli mit Hilfe des Konstruktes pNG30 war nicht
erfolgreich. Es wurden verschiedene E. coli-Stamme (M15, SG13009, XL1-Blue und XL10
Gold) und Nahrmedien (LB oder TB) gestestet. Auch eine Variation der Expressionstemperatur
(20 — 37°C) und —dauer (4h — 16 h) fuhrte zu keinem Erfolg. Bei keinem der
Expressionsversuche konnte in der anschlielenden SDS-PAGE eine Bande detektiert
werden, die der theoretischen Grof3e von FgaOxl von 67,74 kDa entspricht. Auch die
Uberproduktion von FgaOx1 in S. cerevisiae mit Hilfe des Konstruktes pNG57 war nicht
erfolgreich. Zur Expression wurden die Hefestamme S. cerevisiae HOD114-2B, BJ5464-NpgA,
CBO018 und INVScl getestet. Die Expression wurde bei 30°C flur 24 oder 48 h durchgefihrt.
Eine Erniedrigung der Expressionstemperatur auf 16°C und Verlangerung der
Expressionsdauer auf 72 h fuhrten ebenfalls zu keinem Erfolg. In Abbildung 4.9 ist beispielhaft
eine Western Blot Analyse fur die Expression von fgaOx1 in S. cerevisiae gezeigt, allerdings
konnte wie in allen Fallen nur eine Bande fur die Positivkontrolle in Spur 6 detektiert werden.
Aufgrund der potenziellen Transmembrandomane bzw. des Signalpeptids wurde die
Membranfraktion von E. coli bzw. die Mircosomalfraktion von S. cerevisiae durch
Ultrazentrifugation prapariert und aufkonzentriert. Auch in diesen Fraktionen konnte das

Enzym FgaOx1 nicht nachgewiesen werden.

1 2 3 4 5 6 M kDa
SR i M: Marker
' ’ﬁ‘ — 150 : Mikrosomalfraktion von HOD114-2B (Leervektor)
i - — 75 : Mikrosomalfraktion von INVScl (pNG57)

1
2
3: Mikrosomalfraktion von HOD114-2B (pNG57)
i 20 4: Mikrosomalfraktion von CB018 (pNG57)
- 37 5: Mikrosomalfraktion von BJ5464-NpgA (pNG57)
i 6: Positivkontrolle fir den Hiss-Tag

— 25
Theoretisches Molekulargewicht: 67,34 kDa
Detektierte Bande: —

Abbildung 4.9: Western Blot Analyse einiger Expressionsversuche von fgaOx1 in S. cerevisiae.

4.2.3 Uberprifung der enzymatischen Aktivitat von FgaCat

Fur die Uberprifung der enzymatischen Aktivitit von FgaCat wurde das Substrat
4-DMA-L-Abrin zundchst enzymatisch aus L-Abrin mit Hilfe der Prenyltransferase FgaPT2 in
Anwesenheit von DMAPP hergestellt (siehe 3.8.12). Die entsprechende Reaktion ist in
Abbildung 4.10 dargestellt.
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HN—
0 FgaPT2
—_—
N\ +d DMAPP
N
H
L-Abrin 4-DMA-L-Abrin

Abbildung 4.10: Enzymatische Herstellung von 4-DMA-L-Abrin.

Um zu Uberprifen, ob FgaCat die Umwandlung von 4-DMA-L-Abrin zu Chanoclavin-I ohne
Mitwirkung eines zweiten Enzyms katalysieren kann, wurden Enzym-Assays mit dem
aufgereinigten FgaCat-Hise durchgefiihrt. Dabei sollten zum einen Assays mit isoliertem
4-DMA-L-Abrin als Substrat getestet werden und zum anderen sollten Tandem-Inkubationen

mit den Enzymen FgaPT2 und FgaCat ausgehend vom Substrat L-Abrin durchgeftihrt werden.

FgaCat den. FgaCat
4-DMA-L-Abrin —— = kein Produkt 4-DMA-L-Abrin —————» kein Produkt
A 1000 ST B 4-DMA--Abrin
1.0x10%+
7.5x10" 4
= 5 7.5x10'4
< <
£ 5.0x10'4 £
= = 50x10'+
< <
2.5%10"4 2.5%10'4
0 T T T T T n T T T T L]
o] 10 20 30 40 50 0 10 20 20 40 50
Zeit [min] Zeit [min]
FgaPT2 FgaCat kein den. FgaPT2 P
= i - -L- ih———» - in ————————
L-Abrin ———— 4-DMA-L-Abrin Produkt L-Abrin Produkt
C 4,5%10%4 4-DMAL-Abrin D 2.0x10°4
3.5x10%4 1.5%1024
§ 2.5x102 §
E L-Abrin E 1.0%104 L-Abrin
< q.5x1074 =
5.0x10"4
5.0x10" . A A
T T T T T 0 T T T T ¥
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.11: HPLC-Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriifung der Aktivitat von FgaCat
durch Inkubation von isoliertem 4-DMA-L-Abrin mit FgaCat (A) bzw. Ko-
Inkubation von L-Abrin mit FgaPT2 und FgaCat (C). Die entsprechenden
Negativkontrollen mit hitze-denaturierten Enzymen sind unter (B) und (D) gezeigt.
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In den Assays mit dem isolierten 4-DMA-L-Abrin konnte nur der Substratpeak detektiert
werden (beispielhaft dargestellt in Abb. 4.11 A). In den Tandem-Inkubationen konnten nur die
Peaks fur L-Abrin und 4-DMA-L-Abrin detektiert werden und keine weiteren Produkt-Peaks
(siehe Abb. 4.11 B). In beiden Fallen wurde die enzymatische Aktivitat auch unter Zusatz von
Mg?* und/oder H,O- getestet, allerdings wurden auch hier keine anderen Ergebnisse erhalten.

Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob FgaCat in der Lage ist, in vitro die
Disproportionierung von Wasserstoffperoxid zu katalysieren. Die Uberprufung der
Katalaseaktivitat erfolgte nach dem Prinzip von Iwase et al. (2013). Die Negativkontrolle wurde
mit der Prenyltransferase FgaPT2 durchgefihrt, als Positivkontrolle wurde eine kommerzielle
Katalase aus Aspergillus niger verwendet. Die Proteine wurden mit Triton-X-114 und H2O;
versetzt. Die gemessene Schaumhohe nach einer Inkubationszeit von 15 min ist dabei ein
Mal3 fur die Katalaseaktivitidt. Wie in Tabelle 4.5 zu sehen ist, konnte fir FgaCat keine

Katalaseaktivitdt nachgewiesen werden.

Tabelle 4.5: Uberpriifung der Katalaseaktivitiat von FgaCat.

Enzym Schaumhdhe

Katalse aus Aspergillus niger (Positivkontrolle) 53cm

FgaCat Keine Schaumbildung detektiertbar
FgaPT2 (Negativkontrolle) Keine Schaumbildung detektiertbar
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4.3 Aufklarung der Biosynthese von Isofumigaclavin A in Penicillium roqueforti

4.3.1 Analyse des Sekundarmetabolit-Profils von P. roqueforti DSM 1079 und 1080

Fir die Analyse der Sekundarmetabolite wurden die P. roqueforti-Stamme DSM 1079 und

1080 in verschiedenen Nahrmedien (siehe 3.3.4) angezogen. Die Kultivierung erfolgte in Form
von Standkulturen in verschiedenen Flissigmedien (CDH, mCDH, HA, PD, MEP), auf Agar-

Platten der genannten Medien sowie auf Weizen- bzw. Reis-Medium fir jeweils 14 Tage. Die

Kulturen wurden anschlieBend extrahiert (siehe 3.9.2) und die Extrakte mittels LC-MS

analysiert. Da die Sekundarmetabolit-Profile beider Stamme sehr &hnlich waren und es auch

hinsichtlich der verwendeten Nahrmedien keine deutlichen Unterschiede gab, wurden nur die

Ergebnisse der Kultivierung von P. roqueforti DSM 1079 in flissigem MEP-Medium in

Abbildung 4.12 A dargestellit.

Extrakt von
P. roqueforfi DSM 1079

A BPC 100 - 1200 + All MS
" Mz = 390,170
e Roquefortin C
6.0x104 v
B
‘® Mz =299,1791
g 40104 Isofumigaclavin A
£
2.0x104
0 e e e
10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [min]
Extrakt von Extrakt von
P. roqueforti DSM 1079 P. rogueforti DSM 1079
B EIC 390,1930 +/- 0,01 + All MS C EIC 299,1760 +/- 0,01 + Al MS
6.0x1044 9.0x10°4
5.0x10+ 7.5x10%+
£ 4.0x10%4 5 6.0x1034
% 7
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Abbildung 4.12: Detektion von Roquefortin C und Isofumigaclavin A in P. roqueforti DSM 1079.
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In allen Kulturen wurde Roquefortin C als einer der dominanten Peaks bei 22,5 min und einer
[M + H]* von m/z = 390,1930 sowie eines Absorptionsmaximums bei 292 nm im UV-Spektrum
detektiert (Abb. 4.12 B) und durch Vergleich mit einem authentischen Standard identifiziert
(Abb. 4.12 D). Da bereits mehrfach tber dessen Produktion in der Literatur berichtet wurde
(Auerbach et al. 1998; Ohmomo et al. 1977), kann es als Indikator fir die Produktion von
Sekundarmetaboliten angesehen werden. In analoger Weise wurde ein weiterer Peak bei
15,6 min mit einer [M + H]* von m/z = 299,1791 und einem Absorptionsmaximum bei 280 nm
durch einen Vergleich mit einem Fumigaclavin A Standard als Isofumigaclavin A identifiziert
(Abb. 4.12 C).

4.3.2 Klonierung der Gene fur die Expression in E. coli

Fur die heterologe Expression in E. coli wurden die Gene fgaDHp:, fgaOx3p1, fgaOx3pr2,
fgaOx3pr3, fgaFSer2, fgaFSes, easHpr und fgaATer mit C-terminalem His-Tag in die Vektoren
PQE-60® bzw. pQE-70® kloniert. Tabelle 4.6 gibt eine Ubersicht tiber die vorhandenen
Klonierungs- und Expressionskonstrukte (siehe auch 3.2.2). Alle PCR-Bedingungen fir die
nachfolgenden Klonierungen sind unter 3.7.3 aufgelistet. Die Abbildungen 4.13 und 4.14
zeigen beispielhaft die Plasmidkarten von pNG20 und pNG16.

Tabelle 4.6: Ubersicht tber die vorhandenen Konstrukte fiir die Expression der Gene mit
C-terminalem His-Tag.

Gen Klonierungskonstrukt ~ Expressionskonstrukt  Restriktions-Schnittstellen

(pGEM®-T easy)

fgaDHer - pNG84 (pQE-70%) -
fgaOx3pn pNG12 pNG20 (pQE-60%) Ncol, BamHI
fgaOx3pr2 pNG17 pNG28 (pQE-70%) Sphl, Bglll
fgaOx3pr3 pNG13 pNG16 (pQE-70%) Sphl, Bglll
fgaFSer2 pNG22 pNG24 (pQE-70%) Sphl, Bglll
fgaFSers pNG23 pNG27 (pQE-70%) Sphl, Bglll
easHp; pNG41 pNG47 (pQE-70%) Sphl, Bglll
fgaATe, pNG38 pNG40 (pQE-70%) Sphl, Bglll
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(T5 promoter lacoperator] (TS promoten} {lac operator
NcoI (113} Sphl (117)

“

pPNG20
4523 bp

—— BglII (1222)

Abbildung 4.13: Plasmidkarte von pNG20 Abbildung 4.14: Plasmidkarte von pNG16
(fgaOx3pr1 in pQE-60°®). (fgaOx3pr3 in pQE-70®).

fgaDHpr wurde aus dem zuvor erstellten Konstrukt pNG68 amplifiziert (siehe 4.3.12). Die

Klonierung erfolgte tiber homologe Rekombination in E. coli direkt in den Expressionsvektor
(siehe Abb. 4.15).

bp M 1

10000 —

5000 —

000 — M: Marker

500 — 1: fgaDHe:

o0 — . Theoretische Produktléange: 821 bp

: Detektierte Produktlange: ca. 800 bp
500 — ’“

Abbildung 4.15: PCR-Produkt fur die Klonierung von fgaDHper.

Die Amplifikation der fgaOx3-Homologe erfolgte aus gDNA von P. roqueforti DSM 1079 (siehe
Abb. 4.16). Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und in pGEM®-T easy ligiert. AnschlieBend

erfolgte die Umklonierung in die genannten Expressionsvektoren mittels Restriktion und
Ligation.
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Theoretische Produktlange: 1131 bp

Detektierte Produktlange: ca. 1200 bp
3: fgan3pr1

Theoretische Produktlange: 1119 bp

Detektierte Produktlange: ca. 1200 bp

500 —

bp M1 2 3 M: Marker
10000 — - 1: fgan3pr2
:EEZ " i , ' Theoretische Produktlange: 1140 bp
2000 — | i— Detektierte Produktlange: ca. 1200 bp
1500 — e
1000 — g S e ” 4 2: fgaOx3pr3

oo

Abbildung 4.16: PCR-Produkte fiir die Klonierung von fgaOx3pr2, fgaOx3prz und fgaOx3pr1.

Die fgaFS-Homologe wurden aus cDNA von P. roqueforti DSM 1079 amplifiziert (siehe
Abb. 4.17). Die Klonierung erfolgte wie zuvor fur die fgaOx3-Homologe beschrieben.

bp M 1 2

oovo — | M: Marker

s000 — S 1. fgaFSepr2

00 — = Theoretische Produktlange: 867 bp

2000 — g~ . " .

1500 — Detektierte Produktlange: ca. 900 bp
2: fgaFSps

1000 — i
L

500 —

Theoretische Produktlange: 882 bp
Detektierte Produktlange: ca. 900 bp

Abbildung 4.17: PCR-Produkte fir die Klonierung von fgaFSpr2 und fgaFSers.

easHpr wurde aus gDNA von P. roqueforti DSM 1079 amplifiziert. Wie in Abbildung 4.18 zu
erkennen ist, wurde nach der PCR zusétzlich zum Gen ein unerwiinschtes Fragment bei
ca. 1700 bp detektiert, deswegen wurde easHp, Uber eine Gelextraktion aufgereinigt. Fir die
Amplifizierung von fgaATe: wurde eine cDNA von P. roqueforti DSM 1079 als Template
verwendet (siehe Abb. 4.18). Die Klonierung in den Expressionsvektor erfolgte in beiden Fallen

mittels Restriktion und Ligation.

bp M 1

10000 — 4 s 10000 —
5000 — 5000 —
3000 — m 3000 —
2000 — ngasl 2000 —
1500 — 1500 —

M: Marker
1: easHp;
Theoretische Produktlange: 880 bp
Detektierte Produktlange: ca. 900 bp
; 2: fgaATp,
o Theoretische Produktlange: 1481 bp
Detektierte Produktlange: ca. 1500 bp

1000 — 1000 —

500 — 500 —

Abbildung 4.18: PCR-Produkte fur die Klonierung von easHpr und fgaATer.
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Im Falle von FgaDHp, FgaOx3ps und
FgaATe: war die Expression in E. coli und Goosemind,

die Aufreinigung uber den C-terminalen His-

lac operator
/

yacZa - ¥

ter tac pr
(qmﬂ Dm”’er G
e

Tag erfolgreich (siehe 4.3.3). Alle anderen
Homologe sollten zusatzlich mit
N-terminalem His-Tag in den Vektor pHis8®

pNG42
6085 bp

kloniert werden. Dafiir stehen bereits einige
Klonierungskonstrukte  zur  Verfligung
(siehe 3.2.2), aber die Umklonierung in den
Expressionsvektor war nicht erfolgreich. o )
Des Weiteren sollten die Homologe auch

mit C-terminalem GST-Tag in den Vektor
Abbildung 4.19: Plasmidkarte von pNG42

10 . R
pGex4T-1% kloniert werden. Dafiir kdnnen (fgaOX3prz in pGex4T-1%).

die gleichen Restriktions-Schnittstellen
(BamHI, Xhol) und die somit auch dieselben Klonierungskonstrukte wie fur die Klonierung in
pHis8® verwendet werden (siehe Tab. 4.7). Im Falle von fgaOx3pr, war die Umklonierung in

pGex4T-1® erfolgreich. Die entsprechende Plasmidkarte ist in Abbildung 4.19 dargestellt.

Tabelle 4.7: Ubersicht iiber die vorhandenen Konstrukte fir die Expression der Gene mit
N-terminalem His-Tag oder C-terminalem GST-Tag.

Gen Klonierungskonstrukt ~ Expressionskonstrukt  Restriktions-Schnittstellen

(pGEM®-T easy)

fgaOx3pr1 pNG33 - BamHl, Xhol
fgaOx3pr2 pNG34 pNG42 (pGex4T-1°) BamHI, Xhol
fgaFSer2 pNG32 - BamHl, Xhol
fgaFSprs pNG31 - BamHI, Xhol

easHpr pNG36 - Ncol, BamHI

4.3.3 Uberproduktion der Proteine in E. coli und Aufreinigung der Proteine

Die drei Enzyme FgaDHp-Hiss, FgaOx3prs-Hiss und FgaATe-Hise konnten in |6slicher Form in
E. coli Uberproduziert und Uber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt werden. Im Falle von fgaDHp,
wurde das Konstrukt pNG84 fiir die heterologe Expression in E. coli XL10 Gold verwendet. Die
besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Zellen mit 1 mM IPTG induziert wurden und die
Expression bei 30°C fur 16 h durchgefiihrt wurde. Die SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung

mit einer Proteinausbeute von 42 mg / | Kultur ist in Abbildung 4.20 dargestellt. Durch
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GroRenausschlusschromatographie wurde ein Molekulargewicht von 145 kDa ermittelt. Dies
lasst darauf schlie3en, dass die aktive Form von FgaDHp-Hiss als Pentamer vorliegt, im
Gegensatz zu den Homologen ChaDH und FgaDH, welche als Tetramere agieren.

1 2 3.4 M kDa
M: Marker

— 97 1: Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion

3: l6slicher Proteinanteil

. e wo— 45 4: aufgereinigtes Protein (FgaDHp-Hiss)

W — 66

Theoretisches Molekulargewicht: 28,38 kDa

- w — 30
-e Detektierte Bande: ca. 30 kDa

Abbildung 4.20: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaDHp-Hiss.

Fur die heterologe Expression von fgaOx3ps in E. coli M15 wurde das Konstrukt pNG16
verwendet. Nach der Induktion mit 1 mM IPTG wurde die Expression fur 16 h bei 20°C
durchgefihrt. Die Ausbeute betrug dabei 32 mg /| Kultur (siehe SDS-PAGE in Abb. 4.21). Das
durch Groéfenausschlusschromatograhpie ermittelte Molekulargewicht der aktiven Form

betragt 36 kDa, somit liegt FgaOx3p:3-Hiss vermutlich wie FgaOx3 als Monomer vor.

1 2 3-4 M kDa

M: Marker

e — 97 1: Gesamtprotein vor der Induktion

W — BB 2: Gesamtprotein nach der Induktion
3: I6slicher Proteinanteil

——- - T 45 4: aufgereinigtes Protein (FgaOx3prs-Hise)
we =— 30 Theoretisches Molekulargewicht: 41,08 kDa
Detektierte Bande: ca. 42 kDa

Abbildung 4.21: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaOx3p3-Hiss.

Die heterologe Expression von fgaATpr mit Hilfe des Konstruktes pNG40 erfolgte in E. coli
XL1-Blue-Zellen nach der Induktion mit 1 mM IPTG bei 20°C fur 16 h. Dabei wurden 8 mg
aufgereinigtes Protein pro Liter Kultur erhalten. Das entsprechende SDS-Gel ist in
Abbildung 4.22 gezeigt.
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M: Marker
; — 97 1: Gesamtprotein vor der Induktion
foid — &6 2: Gesamtprotein nach der Induktion
1t b 3: léslicher Proteinanteil
el : — 45 4: aufgereinigtes Protein (FgaAT pr-Hiss)
— 30 Theoretisches Molekulargewicht: 54,78 kDa

Detektierte Bande: ca. 55 kDa

Abbildung 4.22: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaATp-Hiss.

Die anderen fgaOx3- und fgaFS-Homologe konnten ebenfalls mit Hilfe der
PQE-60/70%-Konstrukte erfolgreich in E. coli Uberproduziert werden, allerdings konnten die
Proteine nur in der unléslichen Fraktion detektiert werden. Dies ist beispielhaft fir FgaFSer
und FgaOx3pr2 in den Abbildungen 4.23 und 4.24 gezeigt. Es wurden die E. coli-Stamme M15,
SG13009, XL10 Gold und XL1-Blue und verschiedene Expressions-Bedingungen
(Nahrmedium, Expressions-Temperatur und —dauer, IPTG-Konzentration) getestet, aber in
keinem Falle konnten die Proteine in l8slicher Form aufgereinigt werden. Auch die Zugabe von
Ethanol, Salzen, Spurenelementen oder Kofaktoren flihrten nicht dazu, dass die Proteine in

I6slicher Form erhalten werden konnten.

Im néachsten Schritt sollte versucht werden, die Proteine aus den Inclusion Bodies der
unléslichen Fraktion mit Harnstoff zu resolubilisieren und anschlieend tber Ni-NTA-Agarose
aufzureinigen. Wie beispielhaft fir FgaFSer, und FgaOx3er, in den Abbildungen 4.25 und 4.26
zu erkennen ist, war die Solubilisierung zwar erfolgreich, allerdings zeigten die Proteine nach

der Dialyse keine enzymatische Aktivitat in den in vitro-Assays.

M: Marker
1 2 34 M56 7 8 kDa 1 Gesamtprote?n vor der Induktio_n
2: Gesamtprotein nach der Induktion
— 97 3: Gesamtprotein nach dem Zellaufschluss
Por e g 4: |6slicher Proteinanteil
5: unléslicher Proteinanteil
6: Durchflussfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung
7: Waschfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung
8

: Elutionsfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung

i . — 45
W - — 30

Theoretisches Molekulargewicht: 32,57 kDa
Detektierte Bande: ca. 32 kDa

Abbildung 4.23: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaFSp»-Hiss.
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M: Marker

1: Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion

3: Gesamtprotein nach dem Zellaufschluss

4: |6slicher Proteinanteil

5: unléslicher Proteinanteil

6: Durchflussfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung
7: Waschfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung

8: Elutionsfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung

Theoretisches Molekulargewicht: 42,71 kDa
Detektierte Bande: ca. 42 kDa

Abbildung 4.24: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaOx3p2-Hise.
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Abbildung 4.25: SDS-PAGE Analyse der

M: Marker

1. Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion

3: Gesamtprotein nach dem Zellaufschluss
4: |6slicher Proteinanteil

5: unléslicher Proteinanteil

6: resolubilisierte Fraktion 1

7: resolubilisierte Fraktion 2

8: resolubilisierte Fraktion 3

Theoretisches Molekulargewicht: 32,57 kDa
Detektierte Bande: ca. 32 kDa

Aufreinigung von FgaFSp2-Hise nach der

Solubilisierung mit Harnstoff und anschlieRender Dialyse.
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Abbildung 4.26: SDS-PAGE Analyse der

M: Marker

1: Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion

3: Gesamtprotein nach dem Zellaufschluss

4: 16slicher Proteinanteil

5: unldslicher Proteinanteil

6: Durchflussfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung
7: Waschfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung

8: Elutionsfraktion der Ni-NTA-Aufreinigung

Theoretisches Molekulargewicht: 42,71 kDa
Detektierte Bande: ca. 42 kDa

Aufreinigung von FgaOx3pr-Hise nach der

Solubilisierung mit Harnstoff und anschliel3ender Dialyse.
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Die heterologe Expression von fgaOx3pr. mit Hilfe des pGex4T-1®-Konstruktes (pNG42) in den
E. coli-Stammen SoluBL21™ und ArcticExpress (DE3) war nicht erfolgreich. Ebenso war die
Expression von easHg; mit Hilfe des pQE-70®-Konstruktes (pNG47) in den E. coli-Stammen
M15, SG13009, XL10 Gold und XL1-Blue erfolglos. In beiden Fallen zeigten die SDS-PAGE
Analysen keine Bande, die dem theoretischen Molekulargewicht von FgaOx3p:, (41,74 kDa
nach dem Abschneiden des GST-Tags) bzw. EasHp-Hiss (32,23 kDa) entspricht.

4.3.4 Enzym-Assays zur Uberprufung der Aktivitat von FgaDHp,

Da es sich bei FgaDHer um ein Homolog von FgaDH und ChaDH handelt und diese bereits als
Chanoclavin-1 Dehydrogenasen charakterisiert wurden (Wallwey et al. 2010a; Wallwey et al.
2012), wurde fir die Uberpriifung der enzymatischen Aktivitat von FgaDHe, ebenfalls zuerst
Chanoclavin-I als Substrat getestet. Dazu wurde Chanoclavin-I (1) mit FgaDHp-Hiss und NAD”*

fir 16 h bei 30°C inkubiert und der Reaktionsansatz wurde nach der Extraktion mittels LC-MS

analysiert.
A 7.0x10° B 7.0x10%+ 1
FgaDH den. FgaDH
6.0x10° 1 ! 1 T L 6.0%10°+ 1 o e keii Produkt
. 5.0x10% DS . 5.0x10°%- NAD*
B Ey]
E 4.0x10° 4 ) ‘E 4.0%10%
2 3.0x10%4 ; & 3.0x10%
= £
2.0x10% 4 | 1. m/z = 257.1665 2.0x10%5-
1.0%10° 4 y 2 mfz=2551482 1.0%10°4 1: m/z = 257.1664
A e Py’ ~
012345678 9101112 012345678 910112
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.27: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitat
von FgaDHp,. Die Reaktionsansatze (100 pl) enthalten 1 mM Chanoclavin-1, 5 mM
NAD* und 10 pg FgaDHer und wurden bei 30°C fiir 16 h inkubiert.

Wie in Abbildung 4.27 zu erkennen ist, konnte ein Produkt Peak (2) bei einer Retentionszeit
von 6 min und einer [M + H]" von m/z = 255,1492 detektiert werden. Der Umsatz betrug dabei
ungefahr 10% (Abb. 4.27 A). In der Negativkontrolle mit denaturiertem FgaDHp-Hiss wurde
nur der Substrat-Peak (1) bei einer Retentionszeit von 5,5 min und einer [M + H]* von
m/z = 257,1664 detektiert (Abb. 4.27 B). Durch einen Vergleich mit einem authentischen
Standard und einer spéteren Strukturaufkl&rung mittels NMR Analyse (siehe 4.3.6) konnte der
Produkt Peak (2) als Chanoclavin-1 Aldehyd identifiziert werden. FgaDHp, fungiert folglich
ebenfalls als Chanoclavin-1 Dehydrogenase. Die entsprechende Reaktion ist in Abbildung 4.28
dargestellt. Ohne die Zugabe von NAD* konnte keine Produktbildung detektiert werden, somit

ist NAD* fur die Reaktion als Kofaktor essentiell.
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FgaDHp,

N

NAD* NADH

Chanoclavin-I (1) Chanoclavin-I Aldehyd (2)

Abbildung 4.28: FgaDHp, katalysiert die Umwandlung von Chanoclavin-l zu Chanoclavin-I
Aldehyd.

4.3.5 Enzym-Assays zur Uberprufung der Aktivitat von FgaOx3prs

Das Homolog von FgaOx3piz aus A. fumigatus (FgaOx3) wurde als FMN-enthaltende und
NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktase beschrieben, die zu der Enzymklasse der ,Old Yellow
Enzymes® gehort. FgaOx3 akzeptiert Chanoclavin-l Aldehyd als Substrat und katalysiert in
Anwesenheit einer Festuclavin-Synthase (z.B. FgaFS) die Umwandlung von Chanoclavin-I
Aldehyd zu Festuclavin und Pyroclavin (siehe Abb. 1.17 im Kapitel 1.5.3). In Abwesenheit von
FgaFS werden stattdessen die beschriebenen Shunt-Produkte gebildet (Abb. 1.18 im
Kapitel 1.5.3). Wird anstelle von FgaFS die Agroclavin-Synthase EasG aus C. purpurea
verwendet, entsteht ebenfalls eine Mischung aus Festuclavin und Pyroclavin (Wallwey et al.
2010b; Xie et al. 2011).

Zunachst sollte Uberprift werden, ob FgaOx3pi; ebenfalls in Anwesenheit von FgaFS aus
A. fumigatus die Umwandlung von Chanoclavin-lI Aldehyd zu Festuclavin katalysieren kann.
Da das Substrat Chanoclavin-lI Aldehyd (2) nicht kommerziell erhaltlich ist, wurde es in vitro
durch die Inkubation von Chanoclavin-lI (1) mit einer Chanoclavin-I Dehydrogenase (ChaDH
aus A. benhamiae) zur weiteren Umsetzung durch FgaOx3pz und FgaFS hergestellt. Fir die
Reaktionsansatze wurde Chanoclavin-l (1) in Anwesenheit von NAD*, FMN und NADH mit
ChaDH, FgaOx3prz und FgaFS ko-inkubiert. Die Analyse erfolgte mittels LC-MS. Neben den
Peaks 1 und 2 wurde auch ein Produkt-Peak (3) bei einer Retentionszeit von 7 min und einer
[M + H]J" von m/z = 241,1695 detektiert (siehe Abb. 4.29 A). Durch eine Strukturaufklarung
mittels NMR Analyse (siehe 4.3.6) konnte der Produkt Peak (3) als Festuclavin identifiziert
werden. Des Weiteren wurde Chanoclavin-I (1) in Anwesenheit von NAD* und NADPH mit
ChaDH, FgaOx3pis und EasG ko-inkubiert. Auch hier wurde die Bildung von Festuclavin (3)
durch Isolierung des Peaks Uber HPLC und anschlieBende NMR-Analyse nachgewiesen
(siehe Abb. 4.29 C und Kapitel 4.3.6).
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Abbildung 4.29: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitat
von FgaOx3prz und FgaFS bzw. EasG. Die Reaktionsansatze (100 pl) enthalten
1 mM Chanoclavin-l, 10 ug der rekombinanten Proteine und die angegebenenen
Kofaktoren (je 5 mM) und wurden bei 30°C flr 16 h inkubiert.

Die Bildung von Festuclavin konnte in den Negativkontrollen mit Hitze-inaktivierten Enzymen
nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.29 B und D) und die Zugabe von NAD" und

NAD(P)H war fur die Produktbildung erforderlich. Die Reaktionen sind in Abbildung 4.30
dargestellt.

H FgaOX3p,3,
ChaDH FgaFS oder EasG
NAD* NADH NAD(P)H NAD(P)*
HN
Chanoclavin-1 (1) Chanoclavin-I Aldehyd (2) Festuclavin (3)

Abbildung 4.30: FgaOx3pr3 katalysiert zusammen mit FgaFS oder EasG die Umwandlung von
Chanoclavin-I Aldehyd zu Festuclavin.

Durch den Zusatz von 5 mM GSH zu den Reaktionsansatzen mit FgaOx3pz und EasG wurde
Agroclavin (4) als alleiniger Produkt-Peak bei einer Retentionszeit von 7 min und einer [M + H]*
von m/z = 239,1554 durch einen Vergleich mit einer Standard-Substanz detektiert (siehe
Abb. 4.31 A). Wurde die GSH-Konzentration auf 1 mM oder 0,5 mM erniedrigt, wurde eine
Mischung aus Festuclavin (3) und Agroclavin (4) gebildet (Abb. 4.31 B und C). Bei einer GSH-
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Konzentration von 0,1 mM oder weniger wurde nur der Festuclavin-Peak (3) detektiert

(Abb. 4.31 D). Die Reaktion fur die Bildung von Agroclavin bzw. Festuclavin ist in Abbildung

4.32 dargestellt.
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Abbildung 4.31:
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LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberprifung der enzymatischen Aktivitat

von FgaOx3prs Uund EasG in Anwesenheit von GSH. Die Reaktionsanséatze (100 pl)
enthalten 1 mM Chanoclavin-I, 10 pg der rekombinanten Proteine, die angegebenenen
Kofaktoren (je 5 mM) und GSH (0,1 — 5 mM) und wurden bei 30°C fiir 16 h inkubiert.

OH (0]
/
/ /
H H H H
™~ ChaDH ™~
NAD* NADH

HN

Chanoclavin-1 (1)

HN

Chanoclavin-I Aldehyd (2)

HN

HN

Agroclavin (4)

Festuclavin (3)

Abbildung 4.32: FgaOx3prz katalysiert zusammen mit EasG in Anwesenheit von GSH die
Umwandlung von Chanoclavin-l Aldehyd zu Festuclavin und/oder Agroclavin
(abhéngig von der GSH-Konzentration).
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Des Weiteren sollte tberprift werden, ob FgaOx3g:3 in Abwesenheit von FgaFS ebenfalls die
Bildung der Shunt-Produkte katalysieren kann. Dazu wurde Chanoclavin-l in Anwesenheit von
NAD* mit ChaDH und FgaOx3ers ko-inkubiert. Uberraschenderweise konnte die Bildung der
Shunt-Produkte nicht detektiert werden, stattdessen wurde der Umsatz von Chanoclavin-I (1)
zu Chanoclavin-I Aldehyd (2) signifikant erhdht. In dem Assay mit ChaDH lag der Umsatz bei
10% (siehe Abb. 4.33 A), in Anwesenheit von FgaOx3e:3 wurde die Ausbeute auf 87% erhoht
(Abb. 4.33 B). Um zu uberprufen, ob FgaOx3p3 auch die Aktivitat von anderen Chanoclavin-I
Dehydrogenasen steigern kann, wurden Ko-Inkubationen von Chanoclavin-I mit FgaOx3prs
und FgaDH aus A. fumigatus in Anwesenheit von NAD" durchgefihrt (siehe Abb. 4.33 C
und D). Zusétzlich wurden auch die im Rahmen dieser Arbeit neu charakterisierten
Chanoclavin-I Dehydrogenasen FgaDHp; aus P. roqueforti und FgaDHpca aus P. camemberti
(siehe Kapitel 4.4) getestet (Abb. 4.33 E bis H). In allen Fallen konnte der Umsatz durch

FgaOx3prs deutlich gesteigert werden. Tabelle 4.8 gibt einen Uberblick iber die Umsatzraten.

Tabelle 4.8: Ubersicht tiber die Umsatzraten der Chanoclavin-I Dehydrogenasen in An- oder
Abwesenheit von FgaOx3ps.

Chanoclavin-lI Dehydrogenase Umsatz in Abwesenheit Umsatz in Anwesenheit
von FgaOx3prs von FgaOx3prs

ChaDH (A. benhamiae) 10% 87%

FgaDH (A. fumigatus) 10% 40%

FgaDHer (P. roqueforti) 8% 85%

FgaDHpca (P. camemberti) 14% 48%

Durch direkte Inkubation von Chanoclavin-1 (1) mit FgaOx3g:3 in Anwesenheit von NAD* wurde
nachgewiesen, dass FgaOx3p:3 nur die Aktivitat der Chanoclavin-I Dehydrogenasen verstarkt
und nicht alleine in der Lage ist die gleiche Reaktion zu katalysieren, da in diesem Falle keine
Produktbildung detektiert wurde (siehe Abb. 4.33 I). Wurde FgaOx3pis durch BSA ersetzt,
konnte keine Erhéhung der Dehydrogenase-Aktivitat festgestellt werden (siehe Abb. 4.33 J).

Um einen besseren Einblick in den molekularen Mechanismus der Aktivitatserhndhung zu
bekommen, wurden einige kinetische Versuchsreihen durchgefiihrt. Dabei wurde gezeigt,
dass die Erhthung der Aktivitdt stark von der Inkubationszeit abhéngig ist. Wie in
Abbildung 4.34 A zu erkennen ist, ist zu Beginn der Kurve im Zeitverlauf die Aktivitdt von
FgaDHp: in Anwesenheit von FgaOx3ps nur leicht erhdht. Im spateren Zeitverlauf wird die
Aktivitdt jedoch enorm gesteigert. Eine mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen ist, dass
FgaOx3pz Chanoclavin-l Aldehyd aus dem Gleichgewicht der Dehydrogenase-Reaktion
entfernt, wodurch die zuvor postulierte Produkthemmung der Dehydrogenasen umgangen wird

(Wallwey et al. 2010a; Wallwey et al. 2012).
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Abbildung 4.33: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberprifung der enzymatischen Aktivitat
der Chanoclavin-l Dehydrogenasen und FgaOx3p3. Die Reaktionsansatze (100 pl)
enthalten 1 mM Chanoclavin-l, 5 mM NAD* und 10 pg der rekombinanten Proteine und
wurden bei 30°C fur 16 h inkubiert.
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Abbildung 4.34: Zeitverlauf der FgaDHp,-Reaktion in An- und Abwesenheit von FgaOx3p3. Die
Reaktionsansatze (100 ul) enthalten 1 mM Chanoclavin-1, 10 pug der rekombinanten
Proteine und 5 mM NAD* und wurden bei 30°C fiir 15 bis 240 min inkubiert (A). Nach
einer 30-mindtigen Inkubation mit FgaDHer wurden zusétzlich 10 pg FgaDHer oder
FgaOx3prsz hinzugefligt und die Ansatze wurden weiter inkubiert (B).

Um auszuschlieBen, dass die Erhéhung der Aktivitat auf eine Stabilisierung der
Dehydrogenase durch FgaOx3ps zurlickzufuihren ist, wurde Chanoclavin-I mit FgaDHp, und
NAD* fir 30 min inkubiert. Zum Reaktionsansatz wurden dann entweder 10 ug frisches
FgaDHp, oder FgaOx3e;3 hinzugefligt und die Ansatze wurden fur weitere 90 min inkubiert. Wie
in Abbildung 4.34 B zu erkennen ist, betrug der Umsatz nach 30-mindtiger Inkubation mit
FgaDHe: ungefahr 10%. Nach der Zugabe von frischem FgaDHp; wurde der Umsatz im Laufe
der weiteren Inkubation nur minimal gesteigert. Wenn stattdessen FgaOx3pz zum Ansatz
hinzugegeben wurde, wurde der Umsatz deutlich erhéht und erreichte nach einer
Gesamtinkubationszeit von 120 min ca. 80%. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass der
Umsatz durch FgaDHp, aufgrund einer Denaturierung des Enzyms wahrend der Inkubation

limitiert ist und FgaOx3pr3 Nur die aktive Form der Dehydrogenase stabilisiert.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss der FgaOx3ps-Menge auf die
Dehydrogenase-Aktivitat Uberprift. Dazu wurde Chanoclavin-I mit NAD* und verschiedenen
Mengen an FgaOx3p:5 (0, 5, 10, 20 und 50 pg) fir 5 min, 10 min oder 120 min inkubiert. Aus
der grafischen Darstellung (Abb. 4.35) ist erkennbar, dass sich die Produktausbeuten der
Dehydrogenase-Reaktion mit steigender Menge an FgaOx3g; erhohen. Ohne FgaOx3prs
(0 pg) ist der Umsatz nach den verschiedenen Inkubationszeiten nahezu identisch, was auf
eine Sattigung der Reaktion schlie3en lasst. Durch Zusatz einer geringen Menge FgaOx3e:3
(5 pg) wurde der Umsatz schon deutlich gesteigert. Auch der Unterschied zwischen den
einzelnen Inkubationszeitpunkten ist hier deutlicher zu erkennen, was die vorherigen
Ergebnisse aus der Zeitverlaufsreihe bestétigt. Mit 50 pg FgaOx3erz wurde der Umsatz auf
Uber 70% nach einer Inkubationszeit von 120 min gesteigert.
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Abbildung 4.35: Abhéangigkeit der Umsatzrate der FgaDHp,-Reaktion von der eingesetzten Menge
an FgaOx3pi3 und der Inkubationszeit. Die Reaktionsansatze (100 pl) enthalten
1 mM Chanoclavin-l, 5 mM NAD*, 10 ug FgaDHpr und verschiedene Mengen an
FgaOx3prs (0 pg — 50 pg) und wurden bei 30°C fur 5, 15 oder 120 min inkubiert.

Alle beschriebenen Versuchsreihen lassen darauf schlie3en, dass FgaOx3p;3 mit dem Produkt
der Dehydrogenase-Reaktion (Chanoclavin-l Aldehyd) interagiert, es aus dem Reaktions-
gleichgewicht entfernt und somit die Umsatzrate der Chanoclavin-I Dehydrogenasen steigert.
FgaOx3pr; besitzt somit zwei enzymatische Aktivitaten: die Steigerung der Chanoclavin-|
Dehydrogenase-Aktivitdt und die Reduktion von Chanoclavin-1 Aldehyd bei der Bildung von

Festuclavin.

4.3.6 Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte von FgaDHpr bzw. FgaOx3p3

Wie bereits zuvor erwahnt, wurde die Vermutung aufgestellt, dass es sich bei den
enzymatischen Produkten der Chanoclavin-l Dehydrogenasen, FgaOx3pz und EasG bzw.
FgaFS um Festuclavin handelt, da das UV-Spektrum und die Retentionszeit mit dem Produkt
von FgaOx3 und FgaFS aus A. fumigatus identisch ist. Um diese Vermutung zu bestatigen
wurde jeweils ein grofRer Enzymassay (20 mL) angesetzt und die Substrate und Produkte
wurden anschliel3end mittels HPLC isoliert (siehe 3.9.5). Von den isolierten Produkten wurde
je ein *H- und ein H,H-COSY-NMR-Spektrum in CDsOD aufgenommen. Die NMR-Daten sind
in Tabelle 4.9 zusammengefasst. Die Spektren befinden sich im Anhang (siehe 7.4.1). Als
Referenz diente das CDsOD-Signal bei 3,31 ppm. Die NMR-Daten stimmen mit den in der
Literatur beschriebenen Angaben fir Festuclavin tberein (Matuschek 2012; Wallwey et al.
2010b) und auch die detektierten Massen aus der LC-MS Analyse passen zu der theoretischen
[M+ H]" von m/z = 241,1704. Somit wurden die enzymatischen Produkte eindeutig als

Festuclavin identifiziert.
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Tabelle 4.9: 'H-NMR Daten fur Festuclavin. Die Spektren wurden bei 500 MHz in CDsOD
aufgenommen, dessen Signal als Referenz verwendet wurde (3,31 ppm). Die Daten
stimmen mit den zuvor publizierten Daten fir diese Substanz Uberein (Wallwey et al.

2010b).
Festuclavin
Isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-I mit
Proton FgaDHer, FgaOx3prs und FgaFS ChaDH , FgaOx3prs und EasG

2 7,04s 7,04 s
4a 2,93 m 2,93 m
43 3,71dd (14,1; 3,5) 3,71dd (14,1; 3,5)
5 3,25m 3,26 m
7a 3,59 brd (11,8) 3,59 brd (11,8)
7B 290m 2,89 m
8 2,20m 2,20m
9a 2,83 brd (13,5) 2,83 brd (13,5)
9B 1,38d (7,5) 1,38d (7,5)
10 327m 327m
12 6,93d (7,1) 6,93d (7,1)
13 7,12t (7,6) 7,121 (7,6)
14 7,21d (8,2) 7,21d (8,2)
17 1,16 d (6,6) 1,15d (6,6)
18 3,09s 3,09s

Far die Strukturaufklarung des enzymatischen Produktes der Chanoclavin-I Dehydrogenasen
und FgaOx3prz wurde ebenfalls ein groRer Enzymassay (20 mL) mit ChaDH und FgaOx3ep:3
angesetzt und das Substrat und das Produkt wurden anschlieRend mittels HPLC isoliert
(siehe 3.9.5). Zum besseren Vergleich wurde eine Negativkontrolle mit denaturiertem
FgaOx3prz und aktivem ChaDH angesetzt und die Substanzen wurden ebenfalls tber HPLC
isoliert. Von den isolierten Fraktionen wurde nach Deprotonierung mit NaOH jeweils ein *H-
und ein H,H-COSY-NMR-Spektrum in CDCl; aufgenommen. Die NMR-Daten sind in
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Tabelle 4.10 zusammengefasst. Die *H- und H,H-COSY-Spektren sind im Anhang zu finden
(siehe 7.4.2). Als Referenz diente das CDCls-Signal bei 7,26 ppm.

Tabelle 4.10: 'H-NMR Daten fur Chanoclavin-l und Chanoclavin-I Aldehyd. Die Spektren wurden

bei 500 MHz in CDCIz aufgenommen, dessen Signal als Referenz verwendet wurde
(7,26 ppm). Die Daten stimmen mit den zuvor publizierten Daten fiir diese Substanzen
Uberein (Wallwey et al. 2012).

Chanoclavin-I

Chanoclavin-I Aldehyd

Isoliert aus dem Reaktionsansatz von
Chanoclavin-I mit

ChaDH und Hitze-

ChaDH und FgaOx3pr3

Proton inaktiviertem
FgaOx3pr3
7,98 brs 8,01 brs 8,01 brs
6,94 brs 6,98 brs 6,98 brs
4a 3,35dd (14,9; 4,1) 2,87 ddd (15,3; 7,4; 1,1) 2,86 ddd (15,3; 7,4; 1,1)
48 2,90 dd (14,9; 9,4) 3,28 ddd (15,3; 4,2; 1,1) 3,28 ddd (15,3; 4,2; 1,1)
3,08 td (8,9; 3,7) 3,13 m 3,12m
4,16 brs 9,49 s 9,49 s
5,46 ddd (10,2; 2,7; 1,4) 6,50 dq (10,2; 1,1) 6,51 dq (10,2; 1,1)
10 4,06 brt (9,0) 4,31 dd (10,2; 6,9) 4,30 dd (10,2; 6,9)
12 6,75d (7,1) 6,72d (7,1) 6,71d (7,1)
13 7,14 m 7,15dd (8,1;7,1) 7,15dd (8,1;7,1)
14 7,20 d (8,2) 7,25d (6,7) 7,25d (6,7)
17 1,88d(1,2) 2,00d (1,1) 2,00d (1,1)
18 2,60s 2,53s 252s

Die NMR-Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Angaben fir Chanoclavin-I

Aldehyd Uberein. Wenn man die *H-Spektren von Chanoclavin-l1 und Chanoclavin-I Aldehyd

vergleicht, sieht man deutlich einen den Unterschied an Position 7: beim Aldehyd ist das Signal
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deutlich tieffeldverschoben. Die Hydroxyfunktion wurde somit in eine Aldehydfunktion
umgewandelt. Vergleicht man hingegen die beiden Spektren von Chanoclavin-1 Aldehyd
untereinander, sieht man keinen Unterschied. Da auch die Retentionszeiten identisch sind und
die durch LC-MS Analyse detektierten Massen mit der theoretischen [M + H]* von
m/z = 255,1497 Ubereinstimmen, wurden die beiden isolierten Fraktionen als Chanoclavin-I
Aldehyd identifiziert.

4.3.7 Bestimmung der kinetischen Parameter fir FgaDHp,

Es wurde beobachtet, dass die Produktbildung mit einer Proteinmenge von bis zu 2 pg
FgaDHp-Hise und einer Inkubationszeit von bis zu 10 min im linearen Bereich liegt. Die
Reaktion folgte der Michaelis-Menten-Kinetik und die kinetischen Parameter wurden mittels
nicht-linearer Regression ermittelt. Der Ky-Wert fr Chanoclavin-1 lag bei 573 uM und fir NAD*
bei 82 uM. Die mittlere maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax betrug 326 nmol mg* mint
und die Wechselzahl ks 0,15 s (siehe Abb. 4.36).

A 300 B 300/
= 2504 = 2501
c =
£ 2004 £ 2004
£ 150 g 150
° ]
100+ 100+
£ K, =0.573 £ 0.125 mM E K, = 0.082 + 0.015 mM
= s0- k,=0172+0.017 & < 501 k. =0.135 + 0.006 s
0 T T T T T T 0 T T T T
000 025 050 075 100 125 1.50 0.0 0.5 1.0 15 20
Chanoclavin-1 [mM] NAD" [mM]

Abbildung 4.36: Bestimmung der kinetischen Parameter fir FgaDHp in Abwesenheit von
FgaOx3pr3. Die Reaktionsansatze (100 pl) enthalten 2 pg FgaDHpr, 5 mM NAD* und
0,1 - 1,5 mM Chanoclavin-I (A) bzw. 1 mM Chanoclavin-1 und 0,1 — 2 mM NAD* (B)
und wurden bei 30°C fur 10 min (A) bzw. 5 min (B) inkubiert.

Um den Einfluss von FgaOx3p;3 auf die beschriebenen kinetischen Parameter zu bestimmen,
wurden die entsprechenden Werte fur FgaDHp, erneut in Anwesenheit von 10 pg FgaOx3prs
bestimmt. In diesem Fall wurde eine lineare Abhéangigkeit der Produktbildung von der
Inkubationszeit nach 20 min beobachtet. Der Ky-Wert fir Chanoclavin-1 wurde auf 168 uM
erniedrigt und der Wert fir NAD" wurde auf 154 pM erhoéht. Die mittlere Vmax und Kear wurden
durch die Anwesenheit von FgaOx3pz kaum beeinflusst (siehe Abb. 4.37). Alle kinetischen

Parameter sind in Tabelle 4.11 zusammengefasst.
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Abbildung 4.37: Bestimmung der kinetischen Parameter fir FgaDHp, in Anwesenheit von
FgaOx3pr3. Die Reaktionsansatze (100 pl) enthalten 2 ug FgaDHer, 10 ug
FgaOx3pr3s, 5 mM NAD* und 0,1 — 1,5 mM Chanoclavin-l (A) bzw. 1 mM
Chanoclavin-l und 0,1 — 5 mM NAD* (B) und wurden bei 30°C fur 10 min (A) bzw.
5 min (B) inkubiert.

Tabelle 4.11: Kinetische Parameter fur FgaDHg; in An- und Abwesenheit von FgaOx3prs.

Enzyme FgaDHp, FgaDHp, + FgaOx3p:3
Substrat Chanoclavin-I NAD* Chanoclavin-I NAD*
Inkubationszeit 10 min 5 min 20 min 10 min

Km [mMM] 0,573 +0,125 0,082 + 0,015 0,168 + 0,015 0,154 + 0,030
Vmax [nmol mg min-1] 365 + 37 287 +13 192+5 396 +18
Kcat [S71] 0,172 + 0,017 0,135 + 0,006 0,091 + 0,002 0,187 + 0,009
Keat / Km [s7 M1] 300 + 136 1646 + 400 542 + 133 1214 + 300

4.3.8 Zielgerichtete Mutagenese der FgaOx3-Homologe, Uberproduktion und

Aufreinigung der mutierten Enzyme

Es wurde ein Vergleich der Aminosauresequenzen fur die ,Old Yellow Enzymes® FgaOx3prs,
FgaOx3pr2, FgaOx3, FgaOx3pc und EasA durchgefihrt. Zur Vorhersage der
Sekundarstrukturelemente wurde die Kristallstruktur von FgaOx3 als Referenzmodell
herangezogen (Chilton et al. 2014). Wie in Abbildung 4.38 zu erkennen ist, ist FgaOx3p:3
strukturell sehr ahnlich aufgebaut wie FgaOx3, welches eine klassische Fass-Struktur
(a,B-barrel) aufweist, die von a-Helices umgeben ist (Chilton et al. 2014). Aus dem
Sequenzvergleich kann postuliert werden, dass bei FgaOx3pz vermutlich Pro23, Thr25,
GIn100, Arg221 und Arg317 fur die Bindung von FMN notwendig sind. His169, Asn172 und
Tyrl74 konnten in die Reduktion des Substrats involviert sein. Auffallig im Sequenzvergleich
ist die Position 174. Bei FgaOx3pr3, FgaOx3 und FgaOx3e:, befindet sich an dieser Stelle ein
Tyrosin. Bei FgaOx3p: und EasA jedoch ein Phenylalanin.
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Abbildung 4.38: Sequenzvergleich der ,,0ld Yellow Enzymes*“. Die Proteinsequenzen fir FgaOx3

aus A. fumigatus (EAL94095), FgaOx3ez und FgaOx3ez aus P. roqueforti
(CDM33403 und CDM30151), FgaOx3rec aus P. commune (AFM84626) und EasA aus
C. purpurea (CAG28312) wurden aus der NCBI Datenbank entnommen. Die
Vorhersage der Sekunsarstrukturelemente erfolgte auf der Grundlage der
Kristallstruktur von FgaOx3 (4QNW) aus der Protein Data Bank.
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Abbildung 4.39: Postulierter Reaktionsmechanismus von FgaOx3p; bei der Bildung von
Festuclavin.

Aus dem postulierten Reaktionsmechanismus von FgaOx3ps (Abb. 4.39) ist erkennbar, dass
Tyrl74 fir die Bildung von Festuclavin essenziell ist. In der reduktiven Halbreaktion wird FMN
durch NAD(P)H reduziert. In der anschlieRenden oxidativen Halbreaktion wird das Substrat
durch einen Transfer eines Hydrids von FMNH; auf den 3-Kohlenstoff und eines Protons von
Tyr174 auf den a-Kohlenstoff reduziert.

Um diese Hypothese zu bestédtigen sollte Tyrl74 durch zielgerichtete Mutagenese zu
Phenylalanin mutiert werden. Als Template diente daflr das Konstrukt pNG16, die PCR-
Bedingungen sind unter 3.7.3 aufgelistet. Das resultierende Konstrukt wurde mit pNG87
bezeichnet. Die Expression erfolgte in E. coli SG13009 bei 20°C fur 16 h. FgaOx3p3_Y174F
wurde anschlieRend tber Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Die Proteinausbeute der Mutante war
mit 0,7 mg /| Kultur deutlich geringer als im Falle des Wildtyp-Enzyms (32 mg / I). Die
detektierte Bande in der SDS-PAGE (Abb 4.40 A) passt jedoch zum theoretischen
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Molekulargewicht. Die Ergebnisse wurden zusétzlich durch einen Western Blot bestétigt (siehe
Abb. 4.40 B).

1 2 3 4 M kDa
A
— 97
— 66
e
_:;r_“, — 45
M: Marker
o - — 30 1: Gesamtprotein vor der Induktion
2: Gesamtprotein nach der Induktion
3: l6slicher Proteinanteil
kDa 4: aufgereinigtes Protein (FgaOx3prs_Y174F-Hise)
B — 150 Theoretisches Molekulargewicht: 41,06 kDa
. — 75 Detektierte Bande: ca. 42 kDa
_ — 50
— 37
— 25
— 20

Abbildung 4.40: SDS-PAGE Analyse (A) und Western Blot (B) der Aufreinigung von
FgaOx3prs_Y174F-Hise.

Zum Vergleich der Enzymaktivitdit wurde entschieden die beiden FgaOx3gi-Homologe
FgaOx3p: aus P. commune und EasA aus C. purpurea ebenfalls zu mutieren. Da diese beiden
Enzyme an der oben beschriebenen Position ein Phenylalanin besitzen, sollte diese
Aminosaure in beiden Fallen zu Tyrosin mutiert werden. Als Templates wurden die Konstrukte
pMMO050 (fgaOx3ec) und pMMO0O46 (easA) von Dr. Matuschek verwendet (Matuschek 2012).
Die PCR-Bedingungen sind unter 3.7.3 aufgelistet und die erhaltenen Konstrukte wurden mit
pNG88 (easA_F176Y) und pNG89 (fgaOx3pc._F178Y) bezeichnet. EasA_F176Y wurde
ebenfalls in E. coli SG13009 Uberproduziert und mittels Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Die
SDS-PAGE Analyse zeigte eine Bande, die mit dem theoretischen Molekulargewicht
Ubereinstimmt (Abb. 4.41) und die Proteinausbeute betrug 1,0 mg / | Kultur. Im Falle von
FgaOx3p._F178Y fand die Uberproduktion in E. coli XL1-Blue Zellen statt und die SDS-PAGE
Analyse ist in Abbildung 4.42 dargestellt. Die Ausbeute betrug 0,4 mg Protein / | Kultur. Beide

Gene wurden bei 20°C flr 16 h exprimiert.
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Abbildung 4.41: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von EasA_F176Y-Hise.

M 1 2 3 4 kDa
— 97 M: Marker
1: Gesamtprotein vor der Induktion

66 2: Gesamtprotein nach der Induktion

_ 3: I6slicher Proteinanteil
45 4: aufgereinigtes Protein (FgaOx3pc_F178Y-Hise)
30 Theoretisches Molekulargewicht: 42,82 kDa

Detektierte Bande: ca. 43 kDa

Abbildung 4.42: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaOx3p._F178Y-Hiss.

4.3.9 Enzym-Assays zur Uberprufung der Aktivitat der mutierten FgaOx3-Homologe

Bei der Inkubation von Chanoclavin-1 (1) mit FgaDHp, und FgaOx3prs_Y174F in Anwesenheit
von NAD* wurde die Bildung von Chanoclavin-I Aldehyd (2) beobachtet (Abb. 4.43 A). Die
Umsatzrate war jedoch im Vergleich zur Inkubation mit Hitze-inaktiviertem FgaOx3ps_ Y174F
nicht erhoht (Abb. 4.43 B). Die Mutante ist also nicht mehr in der Lage die Chanoclavin-I
Dehydrogenaseaktivitdt zu verstarken. Bei der Ko-Inkubation von Chanoclavin-1 (1) mit
FgaDHe,, FgaOx3ers_Y174F und FgaFS oder EasG wurde ebenfalls Chanoclavin-I Aldehyd (2)
als alleiniges Enzymprodukt detektiert (Abb. 4.43 C und D). Es konnte keine Bildung von
Festuclavin beobachtet werden, somit ist die Mutante auch nicht mehr in der Lage als
Chanoclavin-1 Aldehyd-Reduktase zu fungieren. Die beiden Aktivitdten von FgaOx3e:3 h&ngen

also von Tyrl74 ab und scheinen miteinander zu korrelieren.
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Abbildung 4.43: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitét
von FgaOx3pr3_Y174F. Die Reaktionsansatze (100 ul) enthalten 1 mM Chanoclavin-I,
10 pg der rekombinanten Proteine und die angegebenenen Kofaktoren (je 5 mM) und
wurden bei 30°C fur 16 h inkubiert.

Im Falle von FgaOx3p._F178Y und EasA_F176Y konnten in den analog durchgefiihrten
Enzymassays ebenfalls neben Chanoclavin-l Aldehyd keine weiteren Produkte detektiert
werden. FgaOx3pc wurde durch die Mutation also inaktiviert und EasA konnte durch die

zielgerichtete Mutagenese keine enzymatische Aktivitat verliehen werden.
4.3.10 Enzym-Assays zur Uberpriifung der Aktivitat von FgaATp,

Fur die Uberprifung der enzymatischen Aktivitit von FgaATer wurden Enzymassays mit
Fumigaclavin B als Substrat durchgefuhrt, welches durch Hydrolyse von Fumigaclavin A
gewonnen wurde (siehe 3.9.1). Zum einen wurde dafir kommerziell erhaltliches
(8S, 9S)-Fumigaclavin A aus A. fumigatus verwendet und zum anderen wurde
(8R, 9S)-Fumigaclavin A getestet, welches zuvor aus einem Extrakt von P. commune isoliert

wurde. Die Assays wurden in Anwesenheit von Acetyl-CoA und Ascorbat durchgefihrt
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(siehe 3.8.12). Als Positivkontrolle wurde FgaAT aus A. fumigatus verwendet. Abbildung 4.44

zeigt die Enzym-Assays mit (8S, 9S)-Fumigaclavin B (6) aus A. fumigatus als Substrat. Wie in

der Abbildung zu erkennen ist, wurde bei der Positivkontrolle Fumigaclavin B (6) zu 100% zu
Fumigaclavin A (7) umgesetzt (Abb. 4.44 C). Im Falle des Assays mit FgaATp, (Abb. 4.44 A)
konnte jedoch wie in den Negativkontrollen mit den Hitze-inaktivierten Enzymen (Abb. 4.44 B

und D) nur das Substrat Fumigaclavin B (6) detektiert werden. Die entsprechenden Standards

sind in Abbildung 4.44 E und F gezeigt. Somit konnte fur FgaATpr keine enzymatische Aktivitét

nachgewi

esen werden.
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Abbildung 4.44: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitéat
von FgaATp,. Die Reaktionsanséatze (100 pl) enthalten 1 mM Fumigaclavin B, 10 pg
FgaATer, 2 mM Acetyl-CoA und 5 mM Ascorbat und wurden bei 30°C fiir 16 h inkubiert.
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4.3.11 Enzym-Assays zur Uberpriifung der Aktivitat der Gibrigen Homologe

Zur Uberprifung der Aktivitat der Gbrigen FgaOx3- und FgaFS-Homologe (FgaOx3pn,
FgaOx3er1, FgaFSer2 und FgaFSes) wurden verschiedene Enzym-Assays durchgefiihrt. Dabei
wurden die Gesamtprotein-Extrakte, die mittels Ni-NTA Agarose aufgereinigten l6slichen
Fraktionen sowie die mittels Harnstoff resolubilisierten und anschliel3end tber Ni-NTA Agarose
aufgereinigten Fraktionen getestet. Als Substrat diente Chanoclavin-I Aldehyd, welches in vitro
mit Hilfe von ChaDH aus Chanoclavin-I hergestellt wurde. Es wurden zum einen Tandem-
Inkubationen durchgefiihrt, bei denen Chanoclavin-I erst mit ChaDH inkubiert wurde und in
einer zweiten Inkubation die FgaOx3- und FgaFS-Homologe getestet wurden. Zum anderen
wurden auch Ko-Inkubationen von Chanoclavin-l mit ChaDH und den FgaOx3- (und
FgaFS-)Homologen zusammen durchgefihrt. FgaOx3p1 und FgaOx3p2 wurden sowohl
einzeln als auch in Kombination mit FgaFSeg:,, FgaFSes oder FgaFS aus A. fumigatus getestet.
In allen Fallen konnten jedoch nur Chanoclavin-I (1) und Chanoclavin-I Aldehyd (2) detektiert
werden und es wurde in den Chromatogrammen kein Unterschied zu den entsprechenden
Negativkontrollen mit denaturierten FgaOx3- und FgaFS-Homologen beobachtet (beispielhaft
in Abb. 4.46 A und B gezeigt). Im Falle der Positivkontrolle mit FgaOx3 und FgaFS aus
A. fumigatus wurde hingegen eine vollstdndige Umsetzung zu Festuclavin (3) beobachtet
(siehe Abb. 4.46 D). Die entsprechende Reaktion ist in Abb. 4.45 dargestellt.

FgaOx3, FgaFS

_ >

NADH, FMN

Chanoclavin-1 (1) Chanoclavin-I Aldehyd (2) Festuclavin (3)

Abbildung 4.45: FgaOx3 und FgaFS katalysieren die Umwandlung von Chanoclavin-I Aldehyd zu
Festuclavin.

Analog wurden FgaFSe» und FgaFSps auch zusammen mit FgaOx3 aus A. fumigatus ko-
inkubiert. Hier konnte allerdings nur die Bildung der Shunt-Produkte (5) durch FgaOx3
nachgewiesen werden (beispielhaft in Abb. 4.46 C dargestellt). Festuclavin oder andere
Produkte wurden nicht detektiert. Somit konnte flir FgaOx3pi1, FgaOx3pr2, FgaFSe, und

FgaFSes keine enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden. Die Reaktion fir die Bildung der
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Shunt-Produkte ist in Abb. 4.47 dargestellt. Alle getesteten Enzym-Kombinationen sowie die

Ergebnisse der Assays mit Chanoclavin-1 als Substrat sind in Tabelle 4.12 zusammengefasst.
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Abbildung 4.46: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriiffung der Aktivitat der
Gesamtproteinextrakte der FgaOx3- und FgaFS-Homologe. Die Reaktions-
ansatze (100 pl) enthalten 1 mM Chanoclavin-I, 10 pg der rekombinanten Proteine
und 5 mM der entsprechenden Kofaktoren und wurden bei 30°C fir 16 h inkubiert.

OH 0]
=
| w o
= = \(
H H H H H |N
~ ChaDH ~ FgaOx3 N
_— —_—
NAD* NADH,
FMN |
HN HN HN
Chanoclavin-I (1) Chanoclavin-l Aldehyd (2) Shunt-Produkte (5)

Abbildung 4.47: FgaOx3 katalysiert die Bildung der Shunt-Produkte.
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Tabelle 4.12: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Enzym-Assays und deren Ergebnisse

Enzymkombination Detektierte Produkte

ChaDH Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3pn Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3pr2 Chanoclavin-1 Aldehyd (2)

ChaDH, FgaOx3 Shunt-Produkte (5)
ChaDH, FgaOx3pr1, FgaFSer2 Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3er1, FgaFSers Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3pr1, FgaFS Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3pr2, FgaFSer2 Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3er2, FgaFSers Chanoclavin-1 Aldehyd (2)
ChaDH, FgaOx3pr2, FgaFS Chanoclavin-1 Aldehyd (2)

ChaDH, FgaOx3, FgaFS Festuclavin (3)
ChaDH, FgaOx3, FgaFSer Shunt-Produkte (5)
ChaDH, FgaOx3, FgaFSers Shunt-Produkte (5)

4.3.12 Klonierung der Gene flr die Expression in S. cerevisiae

Fur die heterologe Expression in S. cerevisiae sollen die Gene fgaFSer., fgaFSes, fgaOx3pn,
fgaOx3pr2, fgaOx3p3, €asHpr und fgaATe: in verschiedenen Kombination in die Vektoren
pVW79 (pESC-Leu2d®-Derivat, von Viola Wohlgemuth) und pESC-Ura® mit einem
C-terminalen FLAG- bzw. myc-Tag kloniert werden. Fiir die Klonierung wurde zunachst von
der Annahme ausgegangen, dass fur die Umwandlung von Chanoclavin-l Aldehyd zu
Isofumigaclavin A vier Enzyme notwendig sind: ein FgaFS-Homolog, ein FgaOx3-Homolog,
EasHpr und FgaATe. Da die Vektoren pVW79, pESC-His® und pESC-Ura® jeweils zwei
Multiple Cloning Sites (MCS) besitzen, kdnnen also mit Hilfe der Plasmide gleichzeitig mehrere
Gene in die Hefe eingebracht werden. Da fur fgaFS und fgaOx3 mehrere Homologe untersucht
werden sollen, ergeben sich hier verschiedene Kombinationsmaglichkeiten. Tabelle 4.13 gibt
eine Ubersicht tber die vorhandenen Konstrukte.

Die Homologe sollten zunédchst alle einzeln in einen der Vektoren kloniert werden,
anschliel3end sollte in die zweite MCS des Vektors ein weiteres Gen eingebracht werden,
sodass in einem Plasmid zwei Gene vorliegen. Durch die Verwendung unterschiedlicher
Selektionsmarker kann die Hefe auch mit mehreren Plasmiden gleichzeitig transformiert
werden. Als Positivkontrolle wurde das Gen fgaOx3 aus A. fumigatus ebenfalls in den Vektor
pVW79 kloniert. Beispielhaft sind die Plasmidkarten der Konstrukte pNG52 und pNG53 in den
Abbildungen 4.48 und 4.49 dargestellt.
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Tabelle 4.13: Ubersicht {iber die vorhandenen Konstrukte fiir die Expression der Gene in

S. cerevisiae.

Konstrukt Vektor MCS-1 (Notl/Spel) MCS-2 (BamHI/Sall)

FLAG-Tag myc-Tag

pNG48 pESC-Leu2d® - fgaFSer

pNG49 pESC-Ura® - fgaATp,

pNG50 pESC-Leu2d® fgaOx3pr2

pNG51 pESC-Ura® easHp,

pNG52 pESC-Leu2d® fgaOx3pr2 fgaFSer2

pNG53 pESC-Ura® easHp, fgaATer

pNG58 pESC-Leu2d® - fgaFSeis

pNG60 pPESC-Leu2d®  fgaOx3prs (Ohne FLAG-Tag)

pNG61 pESC-Leu2d® fgaOx3pn1

pNG62 pESC-Leu2d® fgaOx3pr2 fgaFSes

pNG63 pESC-Leu2d® fgaOx3pr1 fgaFSers

pNG64 pESC-Leu2d® fgaOx3pn1 fgaFSer2

pNG65 pPESC-Leu2d®  fgaOx3ers (ohne FLAG-Tag) fgaFSes

pNG66 pESC-Leu2d® fgaOx3ps (0hne FLAG-Tag) fgaFSer2

pNG75 pESC-Leu2d® fgaOx3pr3

pNG76 pESC-Leu2d® fgaOx3 (aus A. fumigatus)

pNG81 pESC-Leu2d® fgaOx3pr3 fgaFSer2

pNG82 pESC-Leu2d® fgaOx3pr3 fgaFSes

pNG53

8912 bp

(4779) BamHI

Abbildung 4.48: Plasmidkarte von pNG52

(fgaOx3pr2 und fgaFSer2 in
pVW79).

BamHI (3793)

Abbildung 4.49: Plasmidkarte von pNG53

(easHer und fgaATer in
pESC-Ura®).
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Um in den geplanten Biotransformationsversuchen Chanoclavin-I anstelle von Chanoclavin-I
Aldehyd zuflttern zu konnen, wurden verschiedene fgaDH-Homologe in den Vektor
PESC-His® kloniert. Anstelle des myc-Tags wurden die fgaDH-Homologe allerdings mit einem
C-terminalen His-Tag versehen, um sie bei der Detektion mittels Western Blot von den oben
beschriebenen Enzymen unterscheiden zu kdnnen (siehe Tab. 4.14).

Tabelle 4.14: Ubersicht Uber die vorhandenen Konstrukte fur die Expression der fgaDH-
Homologe in S. cerevisiae.

Konstrukt Vektor MCS-1 (Notl/Spel) MCS-2 (BamHI/Sall)
His-Tag
pNG68 pESC-His® - fgaDHe: (P. roqueforti)
pNG71 pESC-His® - chaDH (A. benhamiae)
pNG77 pPESC-His® - fgaDH (A. fumigatus)
pNG85 pPESC-His® - fgaDHpca (P. camemberti)

Alle PCR-Bedingungen sind unter 3.7.3 aufgelistet. Als Templates dienten die vorhandenen
Konstrukte fur die Expression der Gene in E. coli (siehe 4.3.2). Fur die Amplifizierung von
chaDH und fgaDH wurden die Konstrukte pCW18 und pCWO03 von Dr. Christiane Wallwey als

Template verwendet.

4.3.13 Uberproduktion der Proteine in S. cerevisiae

Mit Ausnahme von EasHp: und FgaOx3 konnten alle im Abschnitt 4.3.12 genannten Proteine
in S. cerevisiae Uberproduziert und mittels Western Blot nachgewiesen werden. Der Nachweis
erfolgte direkt aus der Kultur. Die Proben wurden dafir wie im Abschnitt 3.8.10 beschrieben
vorbereitet. Die Detektion erfolgte mittels Western Blot Uber den FLAG-Tag (Abb. 4.50 A),
myc-Tag (Abb. 4.50 B) oder den His-Tag (Abb. 4.50 C) der Enzyme.

Im Falle von EasHp: konnte keine Bande detektiert werden, die dem theoretischen
Molekulargewicht von 32,86 kDa entspricht. Auch die Uberproduktion von FgaOx3 mit einem
theoretischen Molekulargewicht von 43,76 kDa war nicht erfolgreich. Die Ubrigen, erfolgreich
Uberproduzierten Enzyme wurden im Rahmen von Biotransformations-Versuchen auf ihre

enzymatische Aktivitat hin Gberpruft.
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Abbildung 4.50: Western Blot Analyse zum Nachweis der in S. cerevisiae Uberproduzierten

Proteine mittels FLAG-Tag (A), myc-Tag (B) oder His-Tag (C).
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4.3.14 Biotransformation verschiedener Substrate in S. cerevisiae

Fur die Uberprifung der Aktivitat der FgaOx3- und FgaFS-Homologe wurde S. cerevisiae
HOD114-2B mit den im Abschnitt 4.3.12 erwdhnten Konstrukten transformiert. Fir die
Biotransformation sollte Chanoclavin-1 Aldehyd als Substrat getestet werden. Dieses wurde
zuvor durch einen Enzym-Assay hergestellt, bei dem Chanoclavin-l mit FgaDHp: und
FgaOx3pr3 in Anwesenheit von NAD" inkubiert wurde (siehe Abschnitt 4.3.5). Der Assay wurde
wie unter 3.9.4 beschrieben nach der Inkubation extrahiert und in DMSO riickgel6st. Der
Umsatz betrug ca. 90% (siehe Abb. 4.51 A). Die Biotransformation von Chanoclavin-I
Aldehyd (2) wurde durch Zuflitterung des extrahierten Enzym-Assays gestartet (siehe 3.8.8).
Wie in Abbildung 4.51 B beispielhaft dargestellt ist, konnte jedoch nach 48-stiindiger
Inkubation nur noch Chanoclavin-I (1) in den Kulturextrakten nachgewiesen werden. Es
wurden im Vergleich zur Negativkontrolle mit dem entsprechenden Leervektor (Abb. 4.51 C)
keine weiteren Produkte detektiert und es konnte auch kein Peak fir Chanoclavin-l Aldehyd

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.51: LC-MS Analyse der Biotransformation von Chanoclavin-l Aldehyd bzw.
Chanoclavin-l in S. cerevisiae HOD114-2B. Der zugefltterte Enzym-Assay (A)
enthielt 1 mM Chanoclavin-1, je 10 pg / 100 pl FgaDHpr und FgaOx3prz und 5 mM
NAD* und wurde bei 30°C fiir 16 h inkubiert. Fur die Uberpriifung der Aktivitat von
FgaOx3pr2 und FgaFSerz wurde das Konstrukt pNG52 (B) transformiert. Als
Negativkontrolle dienten die Leervektoren pESC-His® und pESC-Leu2d® (C). Fir
die Uberprufung der in vivo-Aktivitat von FgaDHer (D) wurde Chanoclavin-i
zugefuttert. Die Endkonzentration der Substrate in der Kultur betrug 0,05 mM.
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Da in der Vergangenheit bereits festgestellt wurde, dass es sich bei Chanoclavin-I Aldehyd um
eine relativ instabile Substanz handelt, ist es wahrscheinlich, dass es durch die unginstigen
Umgebungsbedingungen im Hefemedium zu einer Zersetzung des Aldehyds gekommen ist.
Es wurde z.B. beobachtet, dass durch die Saurebildung der Hefe der pH-Wert des
Nahrmediums wéahrend der Kultivierung stark absinkt (pH < 2). Da die Enzyme FgaDH,
ChaDH, FgaDHpr und FgaDHpca bereits als Chanoclavin-I Dehydrogenasen charakterisiert
wurden, sollte durch eine Kotransformation zusammen mit den FgaOx3- und FgaFS-
Homologen die Bildung von Chanoclavin-I Aldehyd zur weiteren Umsetzung in vivo stattfinden.
In den entsprechenden Biotransformationsversuchen wurde Chanoclavin-I als Substrat
zugefittert. Da auch in diesen Fallen neben Chanoclavin-I keine weiteren Substanzen in den
Kulturextrakten detektiert wurden, wurde zunéchst die in vivo-Aktivitat der FgaDH-Homologe
getestet. Wie in Abbildung 4.51 D beispeilhaft fur FgaDHp, zu erkennen ist, fand in vivo
allerdings keine Umsetzung statt, es wurde nur der Peak fir Chanoclavin-1 (1) detektiert.

3.0x10%4 3
A pNG51
(easHp,)

2.0x10°+

Intensitat

1.0x10%- 3 m/z = 2411703

T
0 10 20 30 40

Zeit [min]
B 3.0x10%+ C 3.0x10%+
3 pNG53 3 pESC-Ura

(easHp,, fgaATp,)

2.0x10% 2.0x10%4

Intensitat
Intensitét

1.0x10°4 SRl bl 1.0%10% 3 m/z = 241 1700

0 1l0 ZlU 3.0 4.0 0 10 20 30 40
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.52: LC-MS Analyse der Biotransformation von Festuclavin in S. cerevisiae
HOD114-2B. Fiir die Uberprufung der Aktivitat von EasHer (und FgaATe:) wurden
die Konstrukte pNG51 (A) bzw. pNG53 (B) transformiert. Als Negativkontrolle diente
der Leervektor pESC-Ura® (C). Die Endkonzentration des Substrates in der Kultur
betrug 0,05 mM.

Fir die Uberpriifung der in vivo-Aktivitat von EasHpr wurde Festuclavin als Substrat getestet.
Es wurde sowohl easHpr (pNG51) einzeln als auch in Kombination mit fgaATe: (PNG53) in
S. cerevisiae HOD114-2B eingebracht. Wie in Abbildung 4.52 zu erkennen ist, wurde in beiden
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Fallen in den Kulturextrakten nach 36-stiindiger Inkubation nur das Substrat Festuclavin (3)

detektiert. Im Vergleich zum Leervektor pESC-Ura® waren keine zusatzlichen dominanten
Peaks vorhanden.

Um die in vivo-Aktivitdt von FgaATe; zu Uberprifen wurde Fumigaclavin B als Substrat
zugeflttert (Abb. 4.53). Auch hier zeigten sich im Vergleich mit dem Leervektor keine
zusatzlichen Peaks neben dem Substrat Fumigaclavin B (6).

Fir keines der oben genannten Enzyme konnte somit eine enzymatische Aktivitat in vivo
nachgewiesen werden, obwohl die heterologe Expression der Gene mit Ausnahme von easHp:
und fgaOx3 in allen Fallen mittels Western Blot nachgewiesen wurde (siehe 4.3.13) und die

Enzyme teilweise in vitro bereits hinsichtlich ihrer enzymatischen Aktivitat charakterisiert
wurden.
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Abbildung 4.53: LC-MS Analyse der Biotransformation von Fumigaclavin B in S. cerevisiae
HOD114-2B. Fiir die Uberprifung der Aktivitat von FgaATer wurde das Konstrukt
pNG49 transformiert (A). Als Negativkontrolle diente der Leervektor pESC-Ura® (B).
Die Endkonzentration des Substrates in der Kultur betrug 0,05 mM.
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4.4 Untersuchung der Biosynthese von Mutterkornalkaloiden in Penicillium

camemberti

4.4.1 Analyse des Sekundarmetabolit-Profils von P. camemberti DSM 1233 und 100380

Um zu Uberprifen, ob Penicilium camemberti in der Lage ist, Mutterkornalkaloide zu
produzieren, wurden die Stamme DSM 1233 und 100380 auf verschiedenen Nahrmedien
(siehe 3.3.4) in Flussigkulturen, auf Agarplatten der entsprechenden Medien oder auf Weizen-
bzw. Reis-Medium angezogen. Die Kultivierungsdauer betrug 14 Tage und die Kulturen
wurden anschlielBend wie unter 3.9.2 beschrieben extrahiert. Die Analyse der Extrakte erfolgte
mittels LC-MS. Da keine dominanten Peaks detektiert werden konnten, die in allen
untersuchten Extrakten vorhanden waren, wurden die EIC’s der in Tabelle 4.15 genannten
Substanzen analysiert. Zum einen wurde nach den bekannten Sekundarmetaboliten
Cyclopiazonsaure, Brefeldin A und Penicamedin A gesucht und zum anderen wurden die
Extrakte auf das Vorhandensein potenzieller Mutterkornalkaloide bzw. verwandter Substanzen
Uberpruft (z.B. Chanoclavin-I, Chanoclavin-l Aldehyd oder Rugulovasine).

Tabelle 4.15: Exakte Massen bekannter und potenzieller Sekundarmetabolite von P. camemberti.

Substanz Summenformel Molekulargewicht Exakte Masse ([M + H]*)
[g/mol] [m/z]
Cyclopiazonséaure C20H20N203 336,39 337,1552
Brefeldin A C16H2404 280,36 281,1753
Penicamedin A C21H22N207 414,41 415,1505
Rugulovasin A/ B Ci6H16N202 268,31 269,1290
Chanoclavin-I C16H20N20 256,34 257,1654
Chanoclavin-I Aldehyd C16H1sN20 254,33 255,1497

In keinem der untersuchten Extrakte konnten die in Tabelle 4.15 aufgefiihrten Substanzen

nachgewiesen werden.

4.4.2 Klonierung von fgaDHpca und easHpca flr die Expression in E. coli

Obwohl im Sekundarmetabolitprofii die Produktion von Mutterkornalkaloiden nicht
nachgewiesen werden konnte, ist die genetische Information fur deren Produktion im Genom

von P. camemberti vorhanden (siehe 4.1.1). Aus diesem Grund wurde entschieden, die fir

fgaDH und easH identifizierten Homologe weiter zu untersuchen. Dafir sollten die
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entsprechenden Gene (fgaDHpca Und easHepcs) zunéchst fur die heterologe Expression in

E. coli mit C-terminalen His-Tag in den Vektor pQE-70® kloniert werden.

Da die intronfreie Amplifikation von fgaDHpca aus einer cODNA von P. camemberti DSM 1233
mehrfach fehlgeschlagen ist, wurden die beiden Exons aus gDNA desselben Stammes
amplifiziert (dargestellt in Abb. 4.54, Spur 1 und 2). Die PCR-Bedingungen sind unter 3.7.3
aufgefuhrt. Die beiden PCR-Fragmente wurden anschlieRend durch homologe Rekombination
in E. coli in den Expressionsvektor kloniert. Das resultierende Konstrukt wurde mit pNG83
bezeichnet (siehe Abb. 4.55).

bp M 1 2 bp M 3 M: Marker
1: fgaDHpca (Exon 1)
Theoretische Produktlange: 638 bp
Detektierte Produktlange: ca. 600 bp
1500 _ I 2: fgaDHpca (Exon 2)

000 — A 1500 — . Theoretische Produktlange: 259 bp
— 1000 — "'"" Detektierte Produktlange: ca. 300 bp
500 — \ 3: easHpca

Theoretische Produktlange: 964 bp
Detektierte Produktlange: ca. 1000 bp

10000 — A . 10000 —

£
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€1 (1
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2000 — 3000 —
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Abbildung 4.54: PCR-Produkte fir die Klonierung von fgaDHpca und easHpca.

lac operator RBS)|

BamHI (341) ac operaton]

— Bolll (1021)

Abbildung 4.55: Plasmidkarte von pNG83 Abbildung 4.56: Plasmidkarte von pNG59
(fgaDHpca in pQE-70%). (easHpca in pQE-70°).
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easHpca wurde aus gDNA von P. camemberti DSM 1233 amplifiziert (siehe Abb. 4.54, Spur 3)

und mittels homologer Rekombination ebenfalls in den Vektor pQE-70® kloniert. Das erhaltene
Konstrukt tragt die Bezeichnung pNG59 (siehe Abb. 4.56).

4.4.3 Uberproduktion von FgaDHpca und EasHeca in E. coli und Aufreinigung der Proteine

Die beiden Proteine FgaDHpca und EasHpca konnten erfolgreich in E. coli Gberproduziert und

mittels Ni-NTA Agarose aufgereinigt werden. Im Falle von FgaDHpca erfolgte die Expression in
E. coli M15 bei 20°C fir 16 h. Die Proteinausbeute lag bei 18 mg FgaDHpca-Hise / | Kultur. Die
in der SDS-PAGE detektierte Bande stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht von

28,3 kDa Uberein (Abb. 4.57) und mittels GrofRenausschlusschromatographie wurde eine

molekulare Masse von 122,9 kDa ermittelt. Somit liegt FgaDHpca-Hiss wahrscheinlich, wie

seine Homologe FgaDH und ChaDH, als Tetramer vor.

1 2 3 4 M
o

s

&w A

- e

kDa
— 97
— 66

— 45

— 30

M: Marker

1. Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion

3: Iéslicher Proteinanteil

4: aufgereinigtes Protein (FgaDHpca-Hiss)

Theoretisches Molekulargewicht: 28,32 kDa
Detektierte Bande: ca. 30 kDa

Abbildung 4.57: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von FgaDHpca-Hiss.

easHpca wurde in E. coli SG13009 bei 20°C fur 16 h exprimiert. Die Ausbeute lag bei 7 mg

EasHpca-Hiss / | Kultur. Abbildung 4.58 zeigt die SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung.

1 2 3 4 M

kDa

M: Marker

1: Gesamtprotein vor der Induktion

2: Gesamtprotein nach der Induktion

3: Iéslicher Proteinanteil

4: aufgereinigtes Protein (EasHpca-Hise)

Theoretisches Molekulargewicht: 34,88 kDa
Detektierte Bande: ca. 35 kDa

Abbildung 4.58: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung von EasHpca-Hise.
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4.4.4 Enzym-Assays zur Uberpriifung der Aktivitat von FgaDHpca und EasHpca

FgaDHpca gehort wie seine Homologe FgaDH, ChaDH und FgaDHp: zur Gruppe der
kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen. Das Enzym wurde im Kapitel 4.3.5 bereits als
NAD*-abhangige Chanoclavin-l Dehydrogenase charakterisiert, dessen enzymatische
Aktivitat in Anwesenheit von FgaOx3prz deutlich verstarkt wird (siehe Abb. 4.60 A bis D). Die
entsprechende Reaktion ist in Abbildung 4.59 dargestellt.

FgaDHp¢a

N

NAD* NADH

Chanoclavin-I (1) Chanoclavin-1 Aldehyd (2)

Abbildung 4.59: FgaDHpca katalysiert die Umwandlung von Chanoclavin-l zu Chanoclavin-I
Aldehyd.

EasHpca Weist eine hohe Sequenzéahnlichkeit zur Phytanoyl-CoA Dioxygenase auf, welche in
Gegenwart von Ascorbat als Fe?*- und 2-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenase fungiert. Da in
dem unter 4.1.1 beschriebenen Mutterkornalkaloid-Gencluster nur sechs Gene vorhanden
sind, von denen vier vermutlich fir die Biosynthese von Chanoclavin-I verantwortlich sind,
wurde fir EasHpca Chanoclavin-I Aldehyd (2) als potenzielles Substrat getestet, dessen

Bildung durch FgaDHpca katalysiert wird.

Zunachst wurden Tandem-Inkubationen durchgefiihrt, bei denen Chanoclavin-1 (1) im ersten
Schritt in Anwesenheit von NAD* mit FgaDHpca inkubiert wurden (Abb. 4.60 A). Nach der
Extraktion des Assays wurde in Anwesenheit von NADP*, Ascorbat, Fe?* und 2-Ketoglutarat
weiter mit EasHpca inkubiert (Abb. 4.60 E). Es konnten jedoch keine weiteren Peaks im
Vergleich zur ersten Inkubation oder der Negativkontrolle mit denaturiertem EasHpca detektiert
werden. Es wurden die gleichen Ergebnisse erhalten, wenn FgaDHpca durch FgaDHp, ersetzt
wurde oder Ko-Inkubationen von Chanoclavin-I mit FgaDHpca, EasHpca Und den genannten
Kofaktoren durchgefihrt wurden. Auch wenn der Umsatz zu Chanoclavin-1 Aldehyd durch die
Anwesenheit von FgaOx3p; gesteigert wurde, konnte keine weitere Umsetzung durch EasHpca
beobachtet werden (Abb. 4.60 F).

130



4. Ergebnisse

FgaDHp., den. FgaDHp.,
—_— 1 ——— = kein Produkt
NAD* NAD*
5. 1
A 6.0x10%4 ] B 2.0%10
5.0%1054 1.5x10%+
= 4.0x10°- b
= B . 1: m/z = 257.1645
2 3.0x10% 2 £ 1.0x10%-
7] . ]
E oox100 " 1 m/z= 257 1648 =
¥ 2 miz=2551485 LAl
1.0%105
0+ 0
01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 0
Zeit [min]
FgaDHp.,, FgaOx3p,; 5 FgaDHp,, den. FgaOx3p,3
o~ 1 -
NAD* NAD*
C . D 6.0x105+ 1
4.0x10% 1
. 2 5.0x105+
N 3.0x10°%+ = 4.0x10°4 2
m -
= S
2 2.0x10°%- £ 3.0x10°%
Q 5 = @ !
-+ 1: m/z = 257.1649 c 5 /
= 1.0x10%4 2. nyz = 255.1490 SOl ' 1: m/z = 257.1659
R 1.0%10°+ 2: m/z = 255.1485
0 J A __'JLJK 0 Y A, A
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
Zeit [min] Zeit [min]
FgaDHPca
FgaDHpga EasHp, kein FgaOx3p,3 EasHp, Kkein
—_——— —_—
1—2 5. ™ Produkt 1 =2 v cozr | Produkt
NAD NADP™, Fe*", NAD NADP*, Fe*,
2-Ketoglutarat, 2-Ketoglutarat,
E 6.0%10°- Ascorbat F y Ascorbat
5.0%105+ 3.0x1054
& 4.0x10°+ =
= = 2.0x10°4
[ 5 @
< 3.0x10 e 1ot 5 1. miz = 257 1641
€ Cmiz= € -
= 2.0x10°%~ = 2: m/z = 2551482
2 mfz = 255.1484 1.0%10%
1.0x105+4
0 J-—: ‘l T T T T T T T T T 1 OI_I_I_I_I_I_I_I_I_I_I_I_I
01 2 3 4 5 6 7 8 910112 01 2 3 45 6 7 8 9101112
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.60: LC-MS Analyse der Enzym-Assays zur Uberpriifung der Aktivitat von FgaDHpca
und EasHpca. Die Reaktionsansatze (100 ul) enthalten 1 mM Chanoclavin-1, 10 ug der
rekombinanten Proteine und 5 mM NAD* und wurden bei 30°C fir 16 h inkubiert. Die
Ansétze zur Uberpriifung der Aktivitat von EasHpca enthalten zusétzlich 5 mM NADP*
und je 1 mM Ascorbat, (NH4)2Fe(SOa4)2 und 2-Ketoglutarat.

Es wurde die Vermutung aufgestellt, dass EasHpca moglicherweise die Bildung von
Rugulovasinen  katalysieren  konnte.  Abbildung 4.61 zeigt den moglichen
Reaktionsmechanismus, bei dem ausgehend von Chanoclavin-1 Aldehyd zunéchst eine
Isomerisierung zu Isochanoclavin-1 Aldehyd stattfinden musste. Diese kdnnte entweder
spontan stattfinden oder enzymatisch bzw. GSH-vermittelt ablaufen.
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HN o o HO.__O
Chanoclavin-I Aldehyd (2) Isochanoclavin-I Aldehyd — E Rugulovasin A/B

Abbildung 4.61: Modglicher Mechanismus fir die Bildung von Rugulovasin A/B, katalysiert durch
EaSHP(;a.

Um diese Vermutung zu Uberprifen wurden die oben beschriebenen Enzym-Assays in
Anwesenheit von GSH wiederholt. GSH inhibierte allerdings die Bildung von Chanoclavin-I
Aldehyd, da sowohl in den Ko-Inkubationen von Chanoclavin-I mit FgaDHpca und EasHpca in
Anwesenheit der oben genannten Kofaktoren und GSH als auch in der ersten Inkubation der
Tandem-Inkubation nur der Substrat-Peak (Chanoclavin-1) detektiert wurde. Wurde GSH
ausschlieBlich zur zweiten Inkubation mit EasHeca zugesetzt, ergab sich ein Chromatogramm,
das mit dem in Abb. 4.60 E dargestellten Chromatogramm vergleichbar war. Somit konnte in
keinem der Experimente eine enzymatische Aktivitat fir EasHpca Nachgewiesen werden. Alle
LC-MS Chromatogramme der Enzym-Assays und der Kulturextrakte von P. camemberti
wurden mit Hilfe des EIC auf das Vorhandensein von Rugulovasin A/B hin Uberpruft. Die

Substanzen konnten jedoch nicht detektiert werden.
4.4.5 Bestimmung der kinetischen Parameter fir FgaDHpca

Auch im Falle von FgaDHpca wurden die kinetischen Parameter in An- und Abwesenheit von
FgaOx3pz bestimmt. Fir FgaDHpca lag die Produktbildung mit 2 pg Protein und einer
Inkubationszeit von 10 min im linearen Bereich. In Anwesenheit von FgaOx3ps wurde die

Inkubationszeit auf 20 min verlangert.

Alle Reaktionen folgten der Michaelis-Menten-Kinetik und die kinetischen Parameter sind in
Tabelle 4.16 zusammengefasst. In Abwesenheit von FgaOx3e:3 (Abb. 4.62) lag der Kuy-Wert
fur Chanoclavin-l bei 536 pM und fir NAD* bei 528 pM. Die mittlere maximale
Reaktionsgeschwindigkeit vmax betrug 383 nmol mg™* min*? und die Wechselzahl ket 0,18 s2.
In Anwesenheit von 10 pg FgaOx3pz / 100 pl Reaktionsansatz wurde der Ku-Wert fur

Chanoclavin-1 auf 272 pM und der Wert fir NAD* auf 442 yuM erniedrigt. Die mittlere Vmax und
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Abbildung 4.62: Bestimmung der kinetischen Parameter fir FgaDHpca in Abwesenheit von
FgaOx3pr3. Die Reaktionsanséatze (100 pl) enthalten 2 pug FgaDHpca, 5 mM NAD*
und 0,1 — 1,5 mM Chanoclavin-I (A) bzw. 1 mM Chanoclavin-l und 0,1 — 5 mM NAD*

(B) und wurden bei 30°C fir 10 min inkubiert.
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Abbildung 4.63: Bestimmung der kinetischen Parameter fiir FgaDHpca in Anwesenheit von

FgaOx3pra.
FgaOx3prs, 5 mMM NAD* und 0,1 —

Die Reaktionsansatze (100 pl) enthalten 2 ug FgaDHer, 10 ug
1,5 mM Chanoclavin-I (A) bzw. 1 mM

Chanoclavin-l und 0,1 — 5 mM NAD* (B) und wurden bei 30°C fur 20 min (A) bzw.
10 min (B) inkubiert.

Tabelle 4.16: Kinetische Parameter fir FgaDHpca in An- und Abwesenheit von FgaOx3prs.

Enzyme FgaDHpca FgaDHpca + FgaOx3pr3
Substrat Chanoclavin-| NAD* Chanoclavin-I NAD*
Inkubationszeit 10 min 10 min 20 min 10 min

Km [mMM] 0,536 + 0,098 0,528 + 0,067 0,272 + 0,034 0,442 £ 0,051
Vmax [nmol mg min-1] 492 + 38 273+11 317 +13 360+ 12
Keat [S71] 0,232 + 0,018 0,129 + 0,005 0,149 + 0,006 0,170 + 0,006
Keat / Km [s7T M1] 433 +184 244 + 75 548 + 176 385+118
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4.4.6 Klonierung von fgaDHpca und easHpca flr die Expression in S. cerevisiae

easHpca Wurde wie zuvor beschrieben aus gDNA von P. camemberti DSM 1233 amplifiziert
und fir die heterologe Expression in S. cerevisiae mit C-terminalem FLAG-Tag in den Vektor
PESC-His® kloniert. Das erhaltene Konstrukt tragt die Bezeichnung pNG55. Zum Vergleich
wurde das Gen zeitgleich aus aus gDNA von P. camemberti DSM 100380 amplifiziert und auf
dieselbe Weise kloniert. Die Sequenz von dem erhaltenen Konstrukt pNG56 ist identisch mit
pNG55. Die Plasmidkarte ist in Abbildung 4.64 dargestellt.

Wie bereits unter 4.3.12 beschrieben, wurden die Gene fgaDH, chaDH, fgaDHpr und fgaDHpca
bereits einzeln mit C-terminalen His-Tag in den Vektor pESC-His® kloniert, um in den
geplanten Biotransformationsversuchen Chanoclavin-1 anstelle von Chanoclavin-I Aldehyd
zufuittern zu konnen. Beispielhaft ist die Plasmidkarte von pNG85 (fgaDHpca in pPESC-His®) in
Abbildung 4.65 dargestellt. easHpca wurde ebenfalls in die vorhandenen pESC-His®-
Konstrukte mit fgaDH, chaDH und fgaDHp; kloniert. Tabelle 4.17 gibt einen Uberblick liber die
vorhandenen Konstrukte. Die Klonierung von easHeca in den Vektor pNG85 (fgaDHpca in pESC-
His®) ist noch ausstehend. Alle Klonierungen erfolgten tiber homologe Rekombination in E. coli
und die PCR-Bedingungen sind im Kapitel 3.7.3 beschrieben.

RGNS uad
2000

= # H ).uou *-‘}/,

(5306) Spel — Jf = spel (2305)

NolI (2312}

BarHI (3012)

I BamHI (3244)

(4390) NotI | (2825) Sall

N
‘ \ sall (3656)

(3690) BamHI

Abbildung 4.64: Plasmidkarte von pNG55 Abbildung 4.65: Plasmidkarte von pNG85
(easHpca in pESC-His®). (fgaDHpca in pESC-His®).
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Tabelle 4.17: Ubersicht liber die vorhandenen Konstrukte fiir die Expression von fgaDHpca und

easHpca in S. cerevisiae.

Konstrukt Vektor MCS-1 (Notl/Spel) MCS-2 (BamHI/Sall)
FLAG-Tag His-Tag
pNG55 pESC-His® easHpca -
pNG68 pESC-His® fgaDHp,
pNG71 pESC-His® chaDH
pNG77 pESC-His® fgaDH
pNG85 pESC-His® fgaDHpca
pNG73 pESC-His® easHpca fgaDHp:
pNG74 pESC-His® easHpca chaDH
pNG86 pESC-His® easHpca fgaDH

4.4.7 Uberproduktion von FgaDHpca und EasHeca in S. cerevisiae

Im Kapitel 4.3.13 wurde bereits beschrieben, dass FgaDHpca erfolgreich in S. cerevisiae

HOD114-2B uberproduziert und mittels Western Blot tGber den His-Tag nachgewiesen wurde

(siehe Abb. 4

.50, Spur 12).

Auch die heterologe Expression von easHpca war in S. cerevisiae erfolgreich. Die Western Blot

Analyse der Kulturextrakte eines Biotransformations-Experimentes ist in Abbildung 4.66

dargestellt. Der Zeitverlauf (0 h — 48 h ab Zufltterung) zeigt, dass EasHepca zum Zeitpunkt der

Zufutterung des Substrates bereits Uberproduziert wurde und wahrend des gesamten

Experiments noch in der Kultur nachweisbar war. Ein Proteinabbau hat in dieser Zeit folglich

nicht stattgefunden.
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Abbildung 4.66: Western Blot Analyse der Kulturextrakte von S. cerevisiae HOD114-2B zum
Nachweis von EasHpca mittels FLAG-Tag im Zeitverlauf (0 h — 48 h).
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4.4.8 Biotransformation von Chanoclavin-l und Chanoclavin-l Aldehyd in S. cerevisiae

Im Abschnitt 4.3.14 wurde bereits beschrieben, dass die Biotransformation von Chanoclavin-I
durch die FgaDH-Homologe und somit auch fur FgaDHpca nicht erfolgreich war, da nur der
Peak fir das Substrat detektiert werden konnte.

Fur die Uberprufung der enzymatischen Aktivitat von EasHpca wurde Chanoclavin-1 Aldehyd
als Substrat getestet. Es wurde sowohl easHpca (PNG55) einzeln als auch in Kombination mit
den FgaDH-Homologen (pNG73/74/86) in S. cerevisiae HOD114-2B eingebracht. Wie bereits
im Abschnitt 4.3.14 beschrieben wurde, wurde fir die Herstellung von Chanoclavin-I Aldehyd
ein Enzym-Assay angesetzt, der nach Extraktion zugefiuttert wurde. Nach 48-stlindiger
Inkubation konnte jedoch in den Kulturextrakten nur noch Chanoclavin-l nachgewiesen
werden, das zuvor im Assay gebildete Chanoclavin-I Aldehyd wurde vermutlich zersetzt und
es wurden im Vergleich zur Negativkontrolle mit dem Leervektor pESC-His® keine weiteren

Peaks detektiert werden.

Da fur keines der nachweislich in S. cerevisiae Uberproduzierten Enzyme eine in vivo-Aktivitat
nachgewiesen werden konnte, obwohl die Enzyme teilweise zuvor bereits in vitro aktiv waren,
wurde vermutet, dass die Biotransformationsversuche nicht erfolgreich waren, weil die
Mutterkornalkaloide nicht in die Hefezellen aufgenommen wurden, sondern im Nahrmedium
verblieben sind. Um diese Vermutung zu bestatigen, wurden die Hefezellen nach 48-stiindiger
Inkubation mit dem Substrat abzentrifugiert, mehrfach gewaschen und anschlie3end mit Hilfe
von Glasperlen aufgeschlossen. Die aufgeschlossenen Zellen wurden in analoger Weise zu

den Kulturen extrahiert und die Extrakte wurden mittels LC-MS analysiert.

Wie in Abbildung 4.67 A zu erkennen ist, konnte nach der Zufiitterung des Enzym-Assays und
einer Inkubationszeit von 48 h weder Chanoclavin-l noch Chanoclavin-l Aldehyd in den
aufgeschlossenen Hefezellen nachgewiesen werden. Es wurden auch die entsprechenden
EIC’s mit einer [M + H]* von m/z = 257,1654 flir Chanoclavin-I (Abb. 4.66 B) und einer [M + H]*
von m/z = 255,1497 fur Chanoclavin-I Aldehyd (Abb. 4.66 C) tberpriift, aber auch dort konnten
keine Peaks fir die beiden Substanzen detektiert werden. Dies weist darauf hin, dass die
Biotransformationsexperimente nicht erfolgreich waren, weil die Mutterkornalkaloide nicht in

die Hefezellen aufgenommen wurden und somit auch nicht weiter umgesetzt werden konnten.
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Abbildung 4.66: LC-MS Analyse der aufgeschlossenen Hefezellen nach der Biotransformation
von Chanoclavin-l Aldehyd bzw. Chanoclavin-l in S. cerevisiae HOD114-2B. Der
zugefitterte Enzym-Assay enthielt 1 mM Chanoclavin-I, je 10 pg / 100 pl FgaDHer und
FgaOx3pz und 5 mM NAD* und wurde bei 30°C fir 16 h inkubiert. Die
Endkonzentration des Substrates in der Kultur betrug 0,05 mM.
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5. Diskussion

5.1 Bioinformatische Analyse von Mutterkornalkaloid-Genclustern in

verschiedenen Ascomyceten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden potenzielle Mutterkornalkaloid-Gencluster in 32
verschiedenen Ascomyceten untersucht, von denen 15 zu Beginn dieser Arbeit noch nicht
beschrieben worden waren. Die Identifizierung der putativen biosynthetischen Gencluster
schafft die Grundlage fur die Entdeckung neuer Substanzen und die Aufklarung der
entsprechenden Biosynthesewege, die hinter der genetischen Information stecken. So kénnen
moglicherweise durch Variation der Kultivierungsbedingungen, durch gezielte Aktivierung
stiller Gene bzw. Gencluster oder durch Verwendung der Enzyme fir die synthetische Biologie
neue Substanzen mit interessanten biologischen oder pharmakologischen Eigenschaften
produziert werden (Brakhage 2013; Brakhage und Schroeckh 2011; Keasling 2012). Die
genetische Manipulation der Organismen bzw. die Klonierung der Gene fir die heterologe
Expression wurde durch die Korrektur einiger in der NCBI-Datenbank hinterlegten

Proteinsequenzen, welche zuvor falsch vorhergesagt wurden, deutlich vereinfacht.

Da die Biosynthese von Mutterkornalkaloiden in Vertretern der Familie Clavicipitaceae im
Fokus vieler Publikationen aus den letzten Jahren stand (Schardl et al. 2013a; Schardl et al.
2013b; Schardl et al. 2013c), sollte im Rahmen dieser Arbeit der Schwerpunkt auf die
Erforschung der Mutterkornalkaloid-Biosynthese in der Familie Aspergillaceae gelegt werden.
Als erster interessanter Vertreter ist P. roqueforti zu nennen, da in diesem Organismus im
Gegensatz zu allen anderen erforschten Ascomyceten zwei Gencluster fiir die Biosynthese
von Mutterkornalkaloiden identifiziert wurden. Das erste Gencluster auf Scaffold 5 kénnte fur
die frihen Schritte des Biosynthesewegs verantwortlich sein, da es die finf Gene fir die
Biosynthese von Chanoclavin-I Aldehyd aus L-Tryptophan (fgaPT2p;, fgaMTp;, fgaOx1pr,
fgaCater und fgaDHp,) enthdlt. Fir FgaDHp, wurde im Rahmen dieser Arbeit in vitro die
enzymatische Funktion als Chanoclavin-I Dehydrogenase nachgewiesen. Zusatzlich befindet
sich auf diesem Gencluster ein fgaFS-Homolog (fgaFSes), welches moglicherweise in die
Bildung von Festuclavin involviert ist. Das zweite Gencluster enthalt vier Gene, die
maoglicherweise fiir die spateren Schritte der Biosynthese von Isofumigaclavin A verantwortlich
sind (fgaOx3pr2, fgaFSer, easHpr und fgaATer). Des Weiteren wurden aufRerhalb der beiden
Gencluster zusatzlich zwei weitere fgaOx3-Homologe identifiziert: fgaOx3p1 (auf Scaffold 1)
und fgaOx3pr3 (auf Scaffold 3). Die biochemische Charakterisierung von FgaOx3ps zeigte,
dass dieses Enzym als Chanoclavin-1 Aldehyd Reduktase fungiert und zusammen mit einer
Festuclavin-Synthase die Bildung von Festuclavin katalysieren kann. Eine mdgliche Erklarung
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fur die Aufteilung der Mutterkornalkaloid-Gene im Genom von P. roqueforti ware ein multipler
horizontaler Gentransfer, welcher bereits im Zuge der Genomsequenzierung von Cheeseman
et al. beschrieben wurde (Cheeseman et al. 2014). Dies wiirde auch das Vorhandensein von
zwei fgaFS- bzw. drei fgaOx3-Homologen erklaren. Die Homologe kdnnten sich nach dem
Gentransfer getrennt voneinander evolutiondr weiterentwickelt haben, was den

Sequenzunterschied der Homologe untereinander erklart.

Kurz vor der Fertigstellung dieser Arbeit wurde in einer Vertffentlichung von Fernandez-
Bodega et al. tiber die Entdeckung der beiden oben beschriebenen Gencluster in P. roqueforti
berichtet (Ferndndez-Bodega et al. 2017). Durch das Ausschalten des fgaPT2-Homologs
konnte die Beteiligung des Genclusters an der Biosynthese von Isofumigaclavin A bestatigt
werden. Die Autoren lieferten allerdings keinen Beweis fir die Beteiligung des zweiten
Genclusters an der Biosynthese von Isofumigaclavin A. Des Weiteren wurde das easH-
Homolog nicht als Teil des Genclusters betrachtet, sondern es wurde spekuliert, dass ein nicht
naher beschriebenes Cytochrom P450-Enzym fir die Hydroxylierung von Festuclavin
verantwortlich sein soll. Da die Autoren fur diese Behauptung allerdings keinen
entsprechenden Enzym-Kandidaten genannt haben, bleibt weiterhin die Frage zu klaren, ob
das EasH-Homolog mdglicherweise die Hydroxylierung katalysieren kann. Des Weiteren
wurden die beiden zuséatzlichen fgaOx3-Homologe auf3erhalb der Gencluster (fgaOx3p1 und
fgaOx3per3) nicht beschrieben. Die Autoren verwenden Genbezeichnungen, die von denen in
dieser Arbeit verwendeten abweichen. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den anderen
Mutterkornalkaloid-Genen aus anderen Organismen, wurde jedoch entschieden die
urspringliche Benennung beizubehalten. Um die fgaOx3- und fgaFS-Homologe aus
P. roqueforti voneinander unterscheiden zu konnen, wurde das Scaffold, auf dem das
entsprechende Gen zu finden ist, in die Bennennung mit einbezogen. So bezeichnet fgaFSer
bespielsweise das fgaFS-Homolog auf Scaffold 2 und fgaFSes das fgaFS-Homolog auf
Scaffold 5. Zur besseren Ubersicht ist die Benennung der Gene aus dieser Arbeit im Vergleich
mit der Benennung nach Fernandez-Bodega et al. in Tabelle 5.1 dargestellt.

Die ldentifizierung des Mutterkornalkaloid-Genclusters in P. camemberti legt den Grundstein
fur Aufklarung der Biosynthese. In dem Genom von P. camemberti wurden ebenfalls die funf
Gene fir die Biosynthese von Chanoclavin-l Aldehyd (fgaPT2pca, fgaMTpca, fgaCatpca,
fgaOx1pca Und fgaDHeca), aber keine Homologe fiir fgaFS oder fgaOx3 gefunden. Da zusatzlich
ein easH-Homolog (easHpca) identifiziert wurde, kann vermutet werden, dass ausgehend von
Chanoclavin-l Aldehyd ein andersartiges Endprodukt als in den anderen bekannten
Produzenten aus der Familie Aspergillaceae entsteht, da Gene fur die spateren Schritte der

Biosynthese von Mutterkornalkaloiden des Clavin-Typs fehlen.

139



5. Diskussion

Tabelle 5.1: Bennenung der Mutterkornalkaloid-Gene aus P. roqueforti in dieser Arbeit
verglichen mit der Arbeit von Fernandez-Bodega et al. (2017).

DNA-Region Benennung in dieser Arbeit Benennung nach Fernandez-
Bodega et al.
Scaffold 5
HG792019.1: 171988..1172835 fgaDHpr ifgE
HG792019.1: 173658..1174649 fgaFSeprs ifgF1
HG792019.1: 175837..1177300 fgaCatpr ifgC
HG792019.1: 178276..1179362 fgaMTe, ifgB
HG792019.1: 179496..1181448 fgaOx1pr ifgD
HG792019.1: 181976..1183482 fgaPT2p ifgA
Scaffold 2
HG792016.1: 640191..641318 fgaOx3pr2 ifgG
HG792016.1: 642023..642883 easHpr Nicht beschrieben
HG792016.1: 643205..644659 fgaATer ifgl
HG792016.1: 645738..646733 fgaFSer ifgF2
Scaffold 3
HG792017.1: 299294..300403 fgaOx3prs Nicht beschrieben
Scaffold 1
HG792015.1: 104860..105963 fgaOx3pn Nicht beschrieben

5.2 Aufklarung der Biosynthese von Chanoclavin-l in Aspergillus fumigatus

durch biochemische Charakterisierung der Enzyme FgaCat und FgaOx1

Wie bereits durch die Deletions-Experimente von Goetz et al. und Lorenz et al. nachgewiesen
wurde, katalysieren die Enzyme FgaCat und FgaOx1 zusammen die Umwandlung von 4-DMA-
L-Abrin zu Chanoclavin-1 (Goetz et al. 2011; Lorenz et al. 2010). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde FgaCat erfolgreich in E. coli Uberproduziert und aufgereinigt. Da der Reaktionspartner
FgaOx1 jedoch fehlte, zeigte sich keine enzymatische Aktivitat in den in vitro-Assays. Warum
das Enzym ebenfalls in vitro bei der Disproportionierung von H2O> keine Aktivitat gezeigt hat,
konnte nicht geklart werden.

Die Uberproduktion von FgaOx1 aus A. fumigatus oder A. japonicus in E. coli oder
S. cerevisiae und die Aufreinigung des aktiven Enzyms zur biochemischen Charakterisierung
wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen vergeblich versucht (Lorenz et al. 2010;
Matuschek 2012; Nielsen et al. 2014). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte FgaOx1 trotz der
Korrektur der Aminoséauresequenz weder in E. coli noch in S. cerevisiae erfolgreich

Uberproduziert werden.
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In Zukunft kénnte versucht werden das Protein FgaOx1 durch Entfernen der potenziellen
Transmembrandoméne in l6slicher Form in E. coli oder S. cerevisiae zu erhalten. Da die
Sequenzanalyse mit dem Programm SignalP allerdings ergab, dass es sich bei der
N-terminalen Sequenz wahrscheinlich eher um ein Signalpeptid als um eine
Transmembrandoméne handelt, kdnnte die Entfernung dieser Sequenz zu Problemen bei der
korrekten Faltung von FgaOx1 fuhren. Dies wurde bereits fir das Homolog aus A. japonicus
von Nielsen et al. nachgewiesen. Durch eine Entfernung der N-terminalen Sequenz oder einen
Ersatz durch eine hefespezifische Signalsequenz wurde die Aktivitat von EasE_Aj in
S. cerevisiae deutlich gesenkt. Bei gleichzeitiger Uberproduktion von zwei Hefe-Enzymen,
welche die Bildung von Disulfidbriicken im ER katalysieren steigt die Aktivitat jedoch (Nielsen
et al. 2014). Zusatzlich beschreiben die Autoren, dass die Zugabe von FAD zum Nahrmedium
keinen Effekt auf die Aktivitat von EasE_Aj hatte, aber die gleichzeitige Uberproduktion eines

Enzyms fir die FAD-Synthese dessen Aktivitat gesteigert hat.

Fur die heterologe Expression von FgaOx1l kodnnten deswegen zundchst andere
Expressionssysteme getestet werden. So ist beispielsweise die Klonierung von fgaOx1 in den
Expressionsvektor pHis8® oder pET28a(+)® fur E. coli noch ausstehend. Diese Konstrukte
kénnten dann auch beispielsweise fir die Expression von fgaOx1 in E. coli ArcticExpress
(DE3) verwendet werden. Dieser Stamm wurde speziell fiir die Expression bei sehr niedrigen
Temperaturen entwickelt, was sich in einigen Fallen glnstig auf die Faltung der Proteine
auswirken kann. Durch die Arbeit von Jakubczyk et al. konnte nachgewiesen werden, dass
zumindest in S. cerevisiae die Aktivitat von EasE_Aj bei einer Wachstumstemperatur von 17°C
deutlich héher ist als bei einer Temperatur von 20°C oder hoher (Jakubczyk et al. 2015).

Auch fur die Expression von fgaOx1 in S. cerevisiae konnten andere Expressionsstamme
getestet werden. Hierbei sollte man Stamme vorziehen, die entweder die korrekte Faltung der
Uberproduzierten Proteine begtlinstigen kénnen und/oder ebenfalls fiir die Expression bei

niedrigen Temperaturen ausgelegt sind.

Sowohl fur die Expression in E. coli als auch in S. cerevisiae kdnnte die Temperatur fur die
Kultivierung der Zellen vor der Induktion bereits niedrig gehalten werden, um das Protein
spater in aktiver Form zu erhalten. Des Weiteren kénnten anstelle des C-terminalen His-Tags
andere Tags verwendet werden, wie z.B. ein GST-Tag fur die Aufreinigung aus E. coli oder
ein FLAG-Tag fur die Aufreinigung aus S. cerevisiae. Um die N-terminale Signalsequenz nicht

zu blockieren sollte der Tag dabei weiterhin am C-Terminus sitzen.
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5.3 Aufklarung der Biosynthese von Isofumigaclavin A in Penicillium roqueforti

Die Gene fgaDHpr, fgaOx3pr1, fgaOx3pr2, fgaOx3pr3, fgaFSerz, fgaFSes, easHpr und fgaATe,
konnten erfolgreich in die Vektoren pQE-60® bzw. pQE-70® fir die heterologe Expression in
E. coli kloniert werden, jedoch war die Genexpression und die Aufreinigung des Proteins
mittels Ni-NTA Agarose nur fir FgaDHp-Hiss, FgaOx3pi3-Hiss und FgaATp-Hise erfolgreich. Im
Falle der Ubrigen FgaOx3- und der FgaFS-Homologe konnten die Proteine nur in unléslicher
Form Uberproduziert werden. Die Proteine konnten aus den Inclusion Bodies mittels Harnstoff
resolubilisiert werden, allerdings zeigten sie nach der anschlieenden Dialyse keine
enzymatische Aktivitat in den durchgefihrten Enzym-Assays mit Chanoclavin-1 Aldehyd als
Substrat. In weiterfihrenden Experimenten kdnnte versucht werden andere Moglichkeiten der
Resolubilisierung zu versuchen, um aktive Enzyme zu erhalten, beispielsweise die
Resolubilisierung mit Guanidin-HCI anstelle von Harnstoff (Monera et al. 1994; Palmer und
Wingfield 2004) oder die Aufreinigung mittels N-Laurylsarkosin (Tarcz 2014). Es wurden
bereits intensive Versuche unternommen, um die Expressionsbedingungen fir die Gene zu
optimieren, damit ein Teil der Proteine in loslicher Form erhalten werden kann, allerdings sind
alle bisherigen Versuche dahingehend fehlgeschlagen. Versucht wurde beispielsweise eine
Erniedrigung der Expressionstemperatur und die Verringerung der IPTG-Konzentration zur
Induktion. Auch die Kultivierung ohne IPTG-Zugabe, die Expression in Autoinduktionsmedium
(Studier 2005) oder die Zugabe von 3% Ethanol zur Uberproduktion von Chaperonen (Thomas
und Baneyx 1996) fuhrte nicht zum gewlnschten Ergebnis.

Fur FgaATe-Hiss konnte in vitro keine enzymatische Aktivitat mit (8S, 9S)-Fumigaclavin B aus
A. fumigatus bzw. (8R, 9S)-Fumigaclavin B aus P. commune als Substrate festgestellt werden.
Da das Enzym moglicherweise stereospezifisch ist, konnte in den nachfolgenden Arbeiten
(8S, 9R)-Fumigaclavin B (Isofumigaclavin B) als weiteres Substrat getestet werden. Da die
Produktion von Isofumigaclavin A in den Stdmmen P. roqueforti DSM 1079 und DSM 1080 im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen wurde, kdnnte diese Substanz aus den Extrakten von
P. roqueforti mittels HPLC isoliert werden. Durch Hydrolyse mit NaOH erhalt man einen

nahezu vollstandigen Umsatz zu Isofumigaclavin B.

FgaDHp: konnte in dieser Arbeit als kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase charakterisiert
werden, welche in Anwesenheit von NAD* die Umwandlung von Chanoclavin-l zu
Chanoclavin-1 Aldehyd katalysieren kann und somit wie seine Homologe FgaDH und ChaDH
als Chanoclavin-I Dehydrogenase fungiert. Die Ku-Werte fir FgaDHp, sind mit den fur ChaDH

publizierten Werten vergleichbar, was auf eine ahnliche Affinitdt der beiden Enzyme zu den
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Substraten hindeutet (Wallwey et al. 2012). Auch die Umsatzrate der Chanoclavin-I

Dehydrogenasen liegt mit ungefahr 10% im gleichen Bereich.

Durch die biochemische Charakterisierung von FgaOx3p3-Hiss konnte nachgewiesen werden,
dass das Enzym durch eine Reduktion von Chanoclavin-l Aldehyd in die Bildung von
Festuclavin involviert ist. Durch eine Strukturaufklarung des enzymatischen Produktes von
FgaOx3prz zusammen mit FgaFS bzw. EasG wurde Festuclavin als einziges Produkt detektiert.
Die Bildung des Stereoisomers Pyroclavin, die in geringem Mal3e fur die Homologe FgaOx3
und FgaOx3p. berichtet wurde (Matuschek et al. 2012), konnte nicht beobachtet werden, somit
handelt es sich hier vermutlich um eine stereospezifische Katalyse. Im Gegensatz zu FgaOx3
aus A. fumigatus muss fir die enzymatische Aktivitat von FgaOx3p;3 FMN nicht als Kofaktor
zu den Enzym-Assays hinzugegeben werden, da das zu den Old Yellow Enzymes gehérende
Enzym FMN in ausreichender Menge in seinem aktiven Zentrum koordiniert hat. Dies wird
auch bereits wahrend der Aufreinigung von FgaOx3p3 deutlich, da die Proteinlésung sehr stark
gelb gefarbt ist (siehe Abb. 5.1). Die Old Yellow Enzymes katalysieren die Reduktion von
Doppelbindungen in a,B-ungesattigten Aldehyden, Ketonen, Carboxylsduren oder aktivierten
Alkenen und spielen daher als Biokatalysatoren eine groRe Rolle in der industriellen
Produktion von reduzierten aktivierten Alkenen. Ihr Reaktionsmechanismus wird als ,bi-bi-
ping-pong-Mechanismus® bezeichnet, bei dem die reduktiven und oxidativen Substrate im
selben aktiven Zentrum lokalisiert sind (Helen S.Toogood et al. 2010; Stuermer et al. 2007;
Williams und Bruce 2002). In der reduktiven Halbreaktion wird FMN durch NAD(P)H reduziert.
AnschlieRend wird das Substrat (wie z.B. Chanoclavin-l1 Aldehyd im Falle von FgaOx3ps)
reduziert wahrend FMNH wieder oxidiert wird. Der Reaktionsmechanismus fir FgaOx3p:3

wurde bereits in Abbildung 4.38 postuliert.

Abbildung 5.1: Vergleich der Farbung der Proteinldsung von FgaDHp, (links) mit FgaOx3prs
(rechts). Die Losung des Old Yellow Enzymes FgaOx3prs mit einer Konzentration von
9 po/ul ist im Vergleich zur Lésung der kurzkettigen Dehydrogenase/Reduktase
FgaDHpr mit einer Konzentration von 4 ug/ul deutlich gelb gefarbt.
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In den Enzym-Assays, in denen die Chanoclavin-I Aldehyd Reduktase-Aktivitat von FgaOx3pr3
mit der Reduktionsaktivitdat von GSH verglichen wurde, konnte festgestellt werden, dass
FgaOx3pz ein besserer Reaktionspartner fir EasG ist als das reduzierte Glutathion. In
Abwesenheit von FgaOx3p;3 katalysiert EasG mit GSH zusammen die Bildung von Agroclavin
(Matuschek et al. 2011). Wenn FgaOx3pr3 (2,5 pM) und GSH im Reaktionsansatz vorhanden
sind, entsteht bei sehr hoher GSH-Konzentration (5 mM) ebenfalls Agroclavin als
Hauptprodukt. Wird die GSH-Konzentration jedoch auf 1 mM oder 0,5 mM gesenkt, entsteht
eine Mischung aus Agroclavin und Festuclavin. Bei weiterer Reduktion der GSH-Menge ist
Festuclavin das Hauptprodukt, obwohl die GSH-Konzentration immer noch ungefahr das
Hundertfache der FgaOx3pis-Konzentration betragt. Dies bestatigt die hohe Affinitat von
FgaOx3prz zU seinem Substrat Chanoclavin-I Aldehyd. Interessanterweise konnte FgaOx3p:3
in Abwesenheit von FgaFS oder EasG nicht wie FgaOx3 die Bildung der zuvor beschriebenen
Shunt-Produkte katalysieren. Stattdessen wurde die Ausbeute an Chanoclavin-l Aldehyd stark
erhdht, sie betrug teilweise das Zehnfache im Vergleich zur Ausbeute ohne FgaOx3p3. ES
konnte somit nachgewiesen werden, dass FgaOx3ps die Aktivitat der Chanoclavin-I
Dehydrogenasen FgaDH, ChaDH, FgaDHp, und FgaDHgc, deutlich erhdht. Um eine Erklarung
fur diese Beobachtung zu finden, wurden die Bestimmungen der kinetischen Parameter fir
FgaDHp: und FgaDHpeca in Anwesenheit von FgaOx3g3 wiederholt, um zu prifen, ob sich die
Substrataffinitdt in Anwesenheit von FgaOxpz verandert. In Anwesenheit von FgaOx3p:s
wurden fir die Chanoclavin-I Dehydrogenasen zwar niedrigere Ku-Werte bestimmt, allerdings
war teilweise auch die Wechselzahl k.. erniedrigt, was einer effektiveren Umsetzung des
Substrates Chanoclavin-I Aldehyd in Anwesenheit von FgaOx3pr3 widerspricht. Betrachtet man
wiederrum den Zeitverlauf der FgaDHp-Reaktion in An- und Abwesenheit von FgaOx3e3 zeigt
sich deutlich, dass die Steigerung der Dehydrogenase-Aktivitat von der Inkubationszeit
abhangig ist. In den ersten Minuten der Inkubation zeigt sich nur ein geringer Unterschied
hinsichtlich des Umsatzes. Eine deutliche Steigerung zeigt sich erst nach einer Inkubationszeit
von 30 — 240 min. Zur Bestimmung der Kw-Werte musste allerdings eine Kkirzere
Inkubationszeit eingehalten werden, damit die Umsetzung noch im linearen Bereich lag. Somit
kénnen die Werte fir die kinetischen Parameter in An- und Abwesenheit von FgaOx3p3 keine
eindeutige Erklarung fur die Aktivitatssteigerung liefern. Eine plausible Erklarung ware, dass
FgaOx3p; die von Wallwey et al. postuliete Produkthemmung der Chanoclavin-|
Dehydrogenase-Reaktion aufhebt, indem es das Produkt (Chanoclavin-1 Aldehyd) aus dem
Reaktionsgleichgewicht entfernt. Dies wurde durch verschiedene Experimente nachgewiesen.
Zum einen wurde die Chanoclavin-1 Aldehyd-Ausbeute starker erhoht, je gréf3er die zugesetzte
Menge an FgaOx3pizs war. Des Weiteren wurde durch eine spéatere Zugabe von FgaOx3piz Zum
Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit FgaDHp, und NAD* gezeigt, dass die

Aktivitatssteigerung erst zum Zeitpunkt der FgaOx3er3-Zugabe stattfindet. Wurde stattdessen
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frisches FgaDHp; zum Ansatz hinzugegeben, zeigte sich kein deutlich erhéhter Umsatz. Somit
konnte ausgeschlossen werden, dass FgaOx3pz nur den aktiven Zustand von FgaDHp,
stabilisiert und dadurch die Umsatzsteigerung zustande kommt. Eine direkte Interaktion von
FgaOx3erz mit Chanoclavin-I Aldehyd im Reaktionsansatz ist somit sehr wahrscheinlich. Eine
Kristallisation von FgaOx3pz zusammen mit dem Substrat kdnnte in Zukunft genaueren

Aufschluss lUber den Reaktionsmechanismus liefern.

Die zielgerichtete Mutagenese von FgaOx3p3 zeigte, dass die Mutante FgaOx3ps_Y174F
weder in der Lage ist die Bildung von Festuclavin zu katalyiseren, noch die Aktivitat der
Chanoclavin-1 Dehydrogenasen erhohen kann. Beide Aktivitdten des bifunktionalen Enzyms
scheinen also miteinander zu korrelieren und Tyrl74 spielt im Reaktionsmechanismus eine
zentrale Rolle. Im Falle von FgaOx3pc scheint jedoch Phel78 fir die Bildung von Pyroclavin
essentiell zu sein, da die Mutante FgaOx3p;_F178Y keine enzymatische Aktivitat zeigte. EasA
konnte durch die zielgerichtete Mutation von Phel76 zu Tyrl76 keine enzymatische Aktivitat
verliehen werden. FiUr diese beiden Enzyme liegt also vermutlich ein anderer

Reaktionsmechanismus als fir FgaOx3pr; und FgaOx3 zugrunde.

Fur den Nachweis der enzymatischen Aktivitat der heterolog exprimierten Gene durch eine
Biotransformation von Chanoclavin-l, Chanoclavin-l Aldehyd oder Festuclavin in S. cerevisiae
wurden zahlreiche Konstrukte erstellt, bei denen die Gene in unterschiedlichen Kombinationen
in die beiden Multiple Cloning Sites der Vektoren pESC-His®, pESC-Ura® oder pVW79 (pESC-
Leu2d®-Derivat) kloniert wurden. Es wurden auch diverse Bedingungen fiir die Kultivierung
und anschlie3ende Biotransformation getestet, z.B. die Verwendung von Vollmedium anstelle
des Selektionsmediums oder unterschiedliche Inkubationszeiten, allerdings konnte in keinem
Fall ein Produktpeak bei der Analyse der Extrakte mittels LC-MS detektiert werden. Vermutlich
sind die Experimente fehlgeschlagen, da die Mutterkornalkaloide nicht in die Hefezellen zur
weiteren Umsetzung aufgenommen wurden. Moglicherweise konnte die Aufnahme der
Mutterkornalkaloide in die Zellen durch eine genetische Manipulation des verwendeten
Hefestammes verbessert werden. Auch die relative Instabilitdt von Chanoclavin-I Aldehyd
macht einen Nachweis der enzymatischen Aktivitat in vivo schwierig. Um den pH-Wert langer
stabil zu halten wurde die Biotransformation in 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) durchgefihrt,
allerdings wurde der pH-Wert der Kultur trotz des verwendeten Puffersystems durch die starke
Saureproduktion der Hefe nach 8 h bereits auf einen Wert von 4 gesenkt. Nach 48 h Inkubation
lag der pH-Wert dann unter 2. Auch in diesem Versuch konnte somit keine enzymatische
Aktivitdt nachgewiesen werden. Die in dieser Arbeit erstellten Konstrukte werden jedoch fir

weiterfihrende Arbeiten zur Aufklarung der Biosynthese verwendet werden.
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Abbildung 5.2: Méglicher Biosyntheseweg fiir die Bildung von Isofumigaclavin Ain P. roqueforti.

Die Funktion der farbig markierten Enzyme wurde bereits durch Deletions-Experimente
( ) bzw. durch biochemische Charakterisierung der Enzyme (blau)
nachgewiesen. * Im Falle der FgaOx3- und FgaFS-Homologe ist noch nicht bekannt,
ob die entsprechenden Enzyme die gleiche Reaktion katalysieren kénnen, oder ob
einige Homologe mdglicherweise eine andere Funktion besitzen.

Abbildung 5.2 zeigt den mdglichen Biosyntheseweg fir die Bildung von Isofumigaclavin A in

P. roqueforti. Wie in der Abbildung dargestellt ist, konnten alle identifizierten Gene einem

potenziellen Schritt im Biosyntheseweg zugeordnet werden. Die Beteiligung von FgaPT2p,; an

der Biosynthese von Isofumigaclavin A wurde bereits durch Fernandez-Bodega et al.

nachgewiesen (Fernandez-Bodega et al. 2017). Im Rahmen dieser Arbeit konnten durch eine

biochemische Charakterisierung von FgaDHp: und FgaOx3pz zwei weitere Schritte der

Biosynthese aufgeklart werden. Dabei wird L-Tryptophan an Position C4 durch FgaPT2p,

prenyliert. AnschlieRend wird das Ergolin-Grundgeriist vermutlich durch N-Methylierung und

anschlielende Oxidation und Decarboxylierung unter Beteiligung der Enzyme FgaMTe;,

FgaCater und FgaOx1er gebildet. Anschlieend wird Chanoclavin-l durch FgaDHp: in
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Anwesenheit von NAD* zu seinem Aldehyd reduziert, welches wiederum von FgaOx3p3 Weiter
reduziert wird. Mdglicherweise kdnnen die anderen beiden Old Yellow Enzymes FgaOx3er1
und FgaOx3pr, die gleiche Funktion wie FgaOx3erz Uibernehmen. Das resultierende Iminium-
Intermediat kann anschlieRend als Substrat fir FgaFSes oder FgaFSer, dienen und weiter zu
Festuclavin umgesetzt werden. Die Fe?*- und 2-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenase EasHp,
konnte die anschlieRende Hydroxylierung zu Isofumigaclavin B katalysieren und die
Acyltransferase FgaATe, kdnnte dieses dann in das Endprodukt Isofumigaclavin A umwandeln.
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5.4 Untersuchung der Biosynthese von Mutterkornalkaloiden in Penicillium

camemberti

Die Gene fgaDHpca Und easHeca konnten erfolgreich in den Vektor pQE-70® kloniert und in
E. coli exprimiert werden. FgaDHpca wurde wie FgaDHp, als Chanoclavin-I Dehydrogenase
charakterisiert. Die kinetischen Parameter sind mit denen vergleichbar, die fur FgaDHp,
bestimmt wurden, jedoch liegt der Ky-Wert etwas héher und die Wechselzahl etwas niedriger,
was auf eine minimal geringere Enzymaktivitdit von FgaDHpca im Vergleich zu FgaDHg;
hindeutet. Die Umsatzraten lagen jedoch im selben Bereich und die Ausbeute an
Chanoclavin-1 Aldehyd konnte in Anwesenheit von FgaOx3ps ebenfalls deutlich erhoht
werden. Somit wurde nachgewiesen, dass das identifizierte Gencluster wahrscheinlich flr die
Biosynthese von Mutterkornalkaloiden verantwortlich ist. Da unter den getesteten
Laborbedingungen jedoch keine Mutterkornalkaloide in den Extrakten von P. camemberti
DSM 1233 und DSM 100380 detektiert werden konnten, handelt es sich vermutlich um ein
stillgelegtes Cluster. Um nachzuweisen, ob die Gene exprimiert werden, kdnnte ein Northern
Blot durchgefiihrt werden. Falls es sich tatsachlich um stille Gene handelt, kdnnte versucht
werden das Gencluster zu aktivieren. Dies konnte beispielsweise durch einen Austausch der
Promotoren oder eine Uberproduktion von Transkriptionsfaktoren versucht werden (Bergmann
et al. 2010; Brakhage 2013; Brakhage und Schroeckh 2011; Ochi und Hosaka 2013; Rutledge
und Challis 2015). Eine einfachere, aber weniger spezifische Moglichkeit wére die Optimierung
der Wachstumsbedingungen oder eine Kokultivierung mit anderen Mikroorganismen, um
verschiedene biosynthetische Gencluster zu aktivieren (Rutledge und Challis 2015). Des
Weiteren koénnte versucht werden das komplette Gencluster in einem anderen Organismus
wie z.B. A. nidulans heterolog zu exprimieren, um die Produktion der Mutterkornalkaloide zu
ermdglichen und die Substanzen zu identifizieren. Wie in Abbildung 5.3 dargestellt ist, konnte
das Endprodukt des Mutterkornalkaloid-Biosynthesewegs noch nicht identifiziert werden. Da
allerdings analog zu den anderen Produzenten die Gene fiir die Biosynthese von
Chanoclavin-l (fgaPT2pca, fgaMTeca, fgaCateca Und fgaOxleca) identifiziert wurden, liegt die
Vermutung nahe, dass diese Schritte ebenfalls wie zuvor beschrieben ablaufen. Durch die
biochemische Charakterisierung von FgaDHpca wurde die Rolle dieses Enzyms in der
Umwandlung von Chanoclavin-1 zu Chanoclavin-I Aldehyd in dieser Arbeit nachgewiesen. Da
sich in dem Gencluster nur ein weiteres Gen befindet, das eine Homologie zu bereits
bekannten Mutterkornalkaloid-Genen aufweist (easHpca), kann spekuliert werden, dass das
entsprechende Enzym, eine Fe?* und 2-Ketoglutarat-abhéngige Dioxygenase, fir die Bildung
des Endproduktes verantwortlich ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte EasHepca zwar in E. coli
heterolog exprimiert und mittels Ni-NTA Agarose aufgereinigt werden, allerdings zeigte sich

mit Chanoclavin-I Aldehyd als Substrat in vitro keine enzymatische Aktivitét.
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""////Z

o o FgaOx1pc,
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FgaCatp,
—_—

N
H

4-DMA-L-Abrin

L-Tryptophan
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2-Ketoglutarat

NAD* NADH .\

Chanoclavin-I Aldehyd

Chanoclavin-I

Abbildung 5.3: Mdglicher Biosyntheseweg fir die Bildung von Mutterkornalkaloiden in
P. camemberti. Die Funktion des blau markierten Enzyms wurde bereits durch
biochemische Charakterisierung des Enzyms nachgewiesen.

Wie bereits im vorherigen Abschnitt fir die Enzyme aus P. roqueforti beschrieben wurde, ist
die Biotransformation von Chanoclavin-l bzw. Chanoclavin-I Aldehyd durch FgaDHpca und
EasHrca in S. cerevisiae fehlgeschlagen. Vermutlich ist die fehlende Aufnahme der
Mutterkornalkaloide in die Hefezellen der Grund fir den Fehlschlag der

Biotransformationsexperimente.
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7. Anhang

7. Anhang

7.1 Vergleich der neu identifizierten potenziellen Enzyme fur die Biosynthese

von Mutterkornalkaloiden aus verschiedenen Ascomyceten

Tabelle 7.1: Proteinsequenz-ldentitdten von 30 Prenyltransferasen verglichen mit A. fumigatus
(A.f.), C. purpurea (C.p.) und A. benhamiae (A.b.). * unvollstandige Sequenzen

Spezies Accession No. Identitat Identitéat Identitéat
mit A.f. mit C.p. mit A.b.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93029.1 63,2% 54,9% 65,1%
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94103.1 100% 51,0% 59,7%
Penicillium roqueforti CDM36678.1 59,8% 51,5% 71,6%
Penicillium commune - 58,2% 51,1% 72,2%
Penicillium camemberti CRL19777.1 58,4% 50,3% 67,9%
Arthrodermataceae
Arthroderma benhamiae EFE37121.1 59,7% 54,5% 100%
Arthroderma gypseum EFR02906.1 54,7%* 48,9%* 82,0%*
Arthroderma otae EEQ33236.1 60,7% 55,6% 92,2%
Trichophyton interdigitale EZF33069.1 59,4% 53,0% 92,4%
Trichophyton tonsurans EGEO00006.1 58,9% 56,0% 98,4%
Trichophyton verrucosum EFE43383.1 59,7% 54,3% 99,6%
Trichophyton rubrum EGD89812.2 53,6%* 48,7%* 83,1%*
Trichophyton equinum EGE05316.1 58,9% 56,0% 98,7%
Trichophyton soudanense EZF76306.1 59,8% 54,9% 92,9%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea AAP81209.1 51,0% 100% 54,5%
Claviceps fusiformis ABV57826.1 50,9% 65,1% 49,8%
Claviceps paspali AET79202.1 51,6% 67,6% 52,5%
Epichloé amarillans AGS31969.1 58,2% 61,9% 55,8%
Epichloé glyceriae AET10048.1 56,5% 62,7% 57,5%
Epichloé mollis AGS31988.1 58,4% 62,5% 55,4%
Epichloé festucae AET11901.1 57,8% 62,3% 54,4%
Epichloé typhina AEV21238.1 58,4% 63,0% 55,0%
Epichloé typhina x Neotyphodium Iolii AAP81206.1 58,0% 62,5% 54,6%
Epichloé sp, E4305 AGS32000.1 58,4% 63,4% 56,3%
Epichloé canadensis AGS31978.1 58,0% 61,7% 55,6%
Epichloé elymi AFU34392.1 58,8% 65,6% 57, 7%
Neotyphodium coenophialum AGS32026.1 58,6% 63,6% 56,3%
Neotyphodium gansuense var, inebrians AFO67567.1 58,0% 71,7% 55,7%
Periglandula ipomoeae AEV21221.1 57,9% 70,8% 57,2%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32918.1 56,7% 50,0% 53,9%
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Tabelle 7.2: Proteinsequenz-ldentitaten von 32 N-Methyltransferasen verglichen mit

7. Anhang

A. fumigatus (A.f.), C. purpurea (C.p.) und A. benhamiae (A.b.). * unvollstandige

Sequenzen
Spezies Accession No. Identitéat Identitat Identitéat
mit A.f. mit C.p. mit A.b.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93030.1 56,0%* 49,9%* 58,4%*
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94105.1 100% 52,6% 64,7%
Penicillium roqueforti CDM36676.1 62,6% 52,9% 70,7%
Penicillium commune - 60,9% 52,6% 69,1%
Penicillium camemberti CRL19775.1 60,9% 53,3% 68,3%
Arthrodermataceae
Arthroderma benhamiae EFE37119.1 64, 7% 57,9% 100%
Arthroderma gypseum EFR02908.1 65,0% 58,5% 90,0%
Arthroderma otae EEQ33234.1 65,3% 58,7% 88,8%
Trichophyton interdigitale EZF33071.1 64,1% 57,0% 97,1%
Trichophyton tonsurans EGE00008.1 64,1% 57,0% 96,8%
Trichophyton verrucosum EFE43381.1 56,8% 50,5% 87,7%
Trichophyton rubrum EGD89814.1 64,1% 56,4% 97,1%
Trichophyton equinum EGE05314.1 64,1% 57,0% 96,8%
Trichophyton soudanense EZF76308.1 64,4% 56,7% 97,4%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea AAW57090.1 52,6% 100% 57,9%
Claviceps fusiformis ABV57824.1 51,8% 71,0% 55,6%
Claviceps paspali AET79195.1 54,3% 64,5% 56,5%
Epichloé amarillans AGS31973.1 60,1% 61,5% 64,8%
Epichloé glyceriae AET10052.1 59,8% 60,6% 63,9%
Epichloé mollis AGS31992.1 59,5% 60,9% 64,5%
Epichloé festucae AET11891.1 59,8% 64,8% 60,9%
Epichloé typhina AEV21234.1 59,5% 60,6% 65,0%
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii AGS32038.1 59,8% 60,9% 64,8%
Epichloé sp. E4305 AGS32003.1 58,9% 61,5% 64,2%
Epichloé canadensis AGS31982.1 60,3% 61,2% 64,5%
Epichloé elymi AFU34394.1 58,6% 61,3% 64,8%
Neotyphodium coenophialum AGS32035.1 58,9% 61,5% 64,2%
Neotyphodium gansuense var. inebrians AFO067565.1 55,6% 73,5% 59,5%
Periglandula ipomoeae AEV21223.1 56,0% 75,0% 60,2%
Metarhizium acridum EFY86973.1 54,6% 72,1% 61,0%
Metarhizium anisopliae EFY97955.1 54,9% 72,4% 60,7%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32916.1 55,4% 51,2% 59,2%
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7. Anhang

Tabelle 7.3: Proteinsequenz-ldentitaten von 32 FAD-abhangigen Oxidoreduktasen verglichen
mit A. fumigatus (A.f.), C. purpurea (C.p.) und A. benhamiae (A.b.). * unvollstandige

Sequenzen
Spezies Accession No. Identitéat Identitat Identitéat
mit A.f. mit C.p. mit A.b.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93030.1 51,0% 27,4% 30,1%
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94104.1 100% 45,5% 46,7%
Penicillium roqueforti CDM36677.1 47, 7% 46,0% 58,8%
Penicillium commune - 46,3% 45,5% 57,0%
Penicillium camemberti CRL19776.1 46,2% 44,7% 53,9%
Arthrodermataceae
Arthroderma benhamiae EFE37120.1 46,7% 46,7% 100%
Arthroderma gypseum EFR02907.1 49,9% 48,4% 85,5%
Arthroderma otae EEQ33235.1 46,4% 44,6% 74,8%
Trichophyton interdigitale EZF33070.1 46,5% 46,0% 94,1%
Trichophyton tonsurans EGE00007.1 46,3% 46,5% 94,9%
Trichophyton verrucosum EFE43382.1 47,3% 46,9% 97,1%
Trichophyton rubrum EGD89813.1 48,2% 46,4% 92,0%
Trichophyton equinum EGE05315.1 32,5%* 33,2%* 66,7%*
Trichophyton soudanense EZF76307.1 48,6% 46,9% 94,3%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea CAB39328.1 45,5% 100% 46,7%
Claviceps fusiformis ABV57823.1 45,8% 69,6% 45,7%
Claviceps paspali AET79198.1 41,4% 58,0% 46,7%
Epichloé amarillans AGS31974.1 48,1% 50,8% 49,0%
Epichloé glyceriae AET10053.1 47,1% 49,9% 47, 7%
Epichloé mollis AGS31993.1 48,2% 51,3% 49,0%
Epichloé festucae AET10036.1 48,2% 50,4% 48,0%
Epichloé typhina AEV21233.1 48,2% 51,2% 48,0%
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii AGS32041.1 48,1% 50,2% 47,9%
Epichloé sp. E4305 AGS32007.1 48,5% 50,7% 49,0%
Epichloé canadensis AGS31983.1 47,9% 50,7% 49,2%
Epichloé elymi AFU34395.1 48,0% 51,4% 47,4%
Neotyphodium coenophialum AGS32032.1 48,2% 50,2% 47,9%
Neotyphodium gansuense var. inebrians AFO67564.1 47,9% 73,5% 45,2%
Periglandula ipomoeae AEV21224.1 47,3% 72,8% 47,1%
Metarhizium acridum EFY86972.1 48,1% 61,7% 46,9%
Metarhizium anisopliae EFY98235.1 48,4% 61,7% 47,1%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32917.1 47,5% 47,6% 45,1%
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7. Anhang

Tabelle 7.4: Proteinsequenz-ldentitaten von 32 Katalasen verglichen mit Aspergillus fumigatus
(A.f.), Claviceps purpurea (C.p.) und Arthroderma benhamiae (A.b.). * unvollstandige

Sequenzen
Spezies Accession No. Identitéat Identitat Identitéat
mit A.f. mit C.p. mit A.b.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93028.1 72,0% 55,6% 60,9%
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94102.1 100% 53,6% 58,9%
Penicillium roqueforti CDM36675.1 58,7% 54,4% 70,7%
Penicillium commune - 59,9% 55,3% 71,9%
Penicillium camemberti CRL19774.1 56,4% 49,7% 62,3%
Arthrodermataceae
Arthroderma benhamiae EFE37117.1 58,9% 54,2% 100%
Arthroderma gypseum EFR02910.1 59,2% 54,5% 95,0%
Arthroderma otae EEQ33232.1 58,1% 55,2% 92,5%
Trichophyton interdigitale EZF33073.1 60,2% 54,9% 97,1%
Trichophyton tonsurans EGE00010.1 59,8% 54,5% 96,7%
Trichophyton verrucosum EFE43379.1 58,4% 54,2% 99,6%
Trichophyton rubrum EGD89816.1 60,4% 54,4% 97,3%
Trichophyton equinum EGE05312.1 60,0% 54,9% 96,9%
Trichophyton soudanense EZF76310.1 60,4% 54,4% 97,3%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea AET79180.1 53,6% 100% 54,2%
Claviceps fusiformis ABV57821.1 53,0% 74,7% 53,4%
Claviceps paspali AET79197.1 51,5% 69,7% 53,6%
Epichloé amarillans AGS31965.1 53,4% 68,8% 57,4%
Epichloé glyceriae AET10046.1 55,1% 68,4% 57,1%
Epichloé mollis AGS31996.1 53,8% 68,2% 57,6%
Epichloé festucae ACMA47224.1 54,4% 67,8% 57,6%
Epichloé typhina AEV21240.1 54,4% 67,4% 57.4%
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii AGS32011.1 54,4% 67,8% 57,6%
Epichloé sp. E4305 AGS32005.1 54,0% 69,4% 56,6%
Epichloé canadensis AGS32037.1 54,0% 67,9% 56,5%
Epichloé elymi AFU34393.1 54, 7% 67,8% 57,3%
Neotyphodium coenophialum AGNB89886.1 54,0% 69,4% 56,6%
Neotyphodium gansuense var. inebrians AF067562.1 56,0% 76,3% 55,1%
Periglandula ipomoeae AEV21226.1 55,3% 77,0% 56,4%
Metarhizium acridum EFY86970.1 54,5% 71,0% 56,1%
Metarhizium anisopliae EFY97957.1 55,1% 71,6% 56,1%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32919.1 48,9%* 58,4%* 49,9%*
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Tabelle 7.5: Proteinsequenz-ldentitaten von 31 kurzkettigen Dehydrogenasen verglichen mit
A. fumigatus (A.f.), C. purpurea (C.p.) und A. benhamiae (A.b.). * unvollstandige

Sequenzen
Spezies Accession No. Identitéat Identitat Identitéat
mit A.f. mit C.p. mit A.b.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93024.1 71,6% 66,7% 68,9%
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94099.1 100% 67,4% 69,7%
Penicillium roqueforti CDM36673.1 72,0% 68,2% 67,8%
Penicillium commune - 77,8% 68,6% 63,6%
Penicillium camemberti CRL19778.1 77,0% 65,9% 62,5%
Arthrodermataceae
Arthroderma benhamiae EFE37118.1 69,7% 64,8% 100%
Arthroderma gypseum EFR02909.1 69,3% 64,8% 90,2%
Arthroderma otae EEQ33233.1 69,7% 64,0% 89,4%
Trichophyton interdigitale EZF33072.1 68,6% 63,3% 95,8%
Trichophyton tonsurans EGE00009.1 68,2% 63,6% 96,2%
Trichophyton verrucosum EFE43380.1 65,8% 61,7% 89,5%
Trichophyton rubrum EGD89815.1 68,9% 65,5% 96,2%
Trichophyton equinum EGE05313.1 49,6%* 47,0%* 69,3%*
Trichophyton soudanense EZF76309.1 68,6% 65,2% 95,8%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea AET79189.1 67,4% 100% 64,8%
Claviceps fusiformis ABV57822.1 65,5% 80,5% 61,4%
Claviceps paspali AET79196.1 64,4% 77,4% 62,1%
Epichloé amarillans AGS31968.1 67,4% 71,3% 65,9%
Epichloé glyceriae AET10047.1 68,3% 70,6% 64,2%
Epichloé mollis AGS31997.1 68,3% 72,1% 66,4%
Epichloé festucae ACMA47225.1 67,6% 71,8% 65,3%
Epichloé typhina AEV21241.1 67,2% 71,8% 64,9%
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii AGS32012.1 67,6% 71,8% 65,3%
Epichloé sp. E4305 AGS32006.1 68,7% 72,1% 66,0%
Epichloé canadensis AGS31985.1 67,4% 71,3% 65,9%
Neotyphodium coenophialum AGNB89887.1 68,7% 72,1% 66,0%
Neotyphodium gansuense var. inebrians AFO67563.1 67,4% 85,1% 65,2%
Periglandula ipomoeae AEV21225.1 67,4% 85,1% 65,9%
Metarhizium acridum EFY86971.1 65,9% 76,2% 63,6%
Metarhizium anisopliae EFY97956.1 65,5% 75,9% 63,3%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32913.1 63,2% 65,1% 62,9%
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Tabelle 7.6: Proteinsequenz-ldentitaten von 21 OIld Yellow Enzymes verglichen mit A.
fumigatus (A.f.) und C. purpurea (C.p.).

Spezies Accession No. Identitat mit Identitat mit
A.f. C.p.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93026.1 65.3% 49.9%
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94095.1 100% 52.2%
Penicillium roqueforti CDM30151.1 65.0% 48.1%
Penicillium commune AFM84626.1 64.3% 50.8%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea CAG28312.1 52.2% 100%
Claviceps fusiformis ABV57819.1 54.9% 71.2%
Claviceps paspali AET79198.1 53.5% 69.7%
Epichloé amarillans AGS31971.1 55.7% 69.4%
Epichloé glyceriae AET10050.1 56.4% 68.9%
Epichloé mollis AGS31990.1 55.7% 69.1%
Epichloé festucae AET11895.1 55.7% 68.2%
Epichloé typhina AEV21236.1 55.7% 68.2%
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii AGS32039.1 55.7% 68.2%
Epichloé sp. E4305 AGS32002.1 55.7% 68.7%
Epichloé canadensis AGS31980.1 55.7% 69.4%
Neotyphodium coenophialum AGN89890.1 55.7% 68.9%
Neotyphodium gansuense var. inebrians AFR57468.1 57.1% 74.7%
Periglandula ipomoeae AEV21229.1 56.4% 77.4%
Metarhizium acridum EFY86967.1 56.5% 70.1%
Metarhizium anisopliae EFY97960.1 56.2% 70.7%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32914.1 55.2% 51.3%
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Tabelle 7.7: Proteinsequenz-ldentitaten von 21 Reduktasen verglichen mit A. fumigatus (A.f.)

und C. purpurea (C.p.).

Spezies Accession No. Identitat mit Identitat mit
A.f. C.p.
Thermoascaceae
Byssochlamys spectabilis GAD93025.1 58,2% 43,1%
Aspergillaceae
Aspergillus fumigatus EAL94096.1 100% 45,4%
Penicillium roqueforti CDM30155.1 60,3% 41,0%
Penicillium commune AFM84625.1 61,0% 41,4%
Clavicipitaceae
Claviceps purpurea POCT21.1 45,4% 100%
Claviceps fusiformis ABV57825.1 48,3% 60,3%
Claviceps paspali AET79194.1 49,2% 57,9%
Epichloé amarillans AGS31972.1 52,0% 52,1%
Epichloé glyceriae AET10051.1 49,7% 53,1%
Epichloé mollis AGS31991.1 51,4% 52,1%
Epichloé festucae AET10038.1 49,8% 52,1%
Epichloé typhina AEV21235.1 50,0% 51,7%
Epichloé typhina x Neotyphodium lolii AGS32040.1 50,0% 51,7%
Epichloé sp. E4305 AGS32004.1 50,3% 52,1%
Epichloé canadensis AGS31981.1 52,0% 52,1%
Periglandula ipomoeae AEV21222.1 47,8% 61,7%
Metarhizium acridum EFY86974.1 38,2% 42,5%
Metarhizium anisopliae EFY97954.1 47,6% 55,2%
Neotyphodium coenophialum AGNB89888.1 50,3% 52,1%
Neotyphodium gansuense var. inebrians AFO67566.1 47,5% 59,0%
Helotiaceae
Glarea lozoyensis EPE32915.1 47,6% 51,4%
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7.2 Sequenz-Vergleich der EasH-Homologe

Aj FasH (A. japonicus)

Aj_EasH (A. japonicus)
Af_EasH (A. fumigatus)
EasH1 (C. purpurea)
Et_EasH (Epichloé typhina)
EasH., (P. roqueforti)
EasH;.. (P. camemberti)

Aj_EasH (A. japonicus)

Aj_EasH (A. japonicus)
Af_EasH (A. fumigatus)
EasH1 (C. purpurea)
Et_EasH (Epichlog typhina)
EasH., (P. roquefort)
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Abbildung 7.1: Sequenz-Vergleich der EasH-Homologe.
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7.3 Analyse der Proteinsequenz von FgaOxl zur Vorhersage potenzieller

Transmembrandomanen bzw. Signalpeptide

Die korrigierte Sequenz von FgaOx1 wurde mit Programmen zur Vorhersage von potenziellen
Transmembrandoméanen analysiert. Die Analyse mit den Programmen DAS, HMMTOP und
TMpred ergab Ubereinstimmend eine potenzielle Transmembrandomane im Bereich der
Aminoséauren 3 bis 23 (siehe Tab. 7.8 und Abb. 7.2). Eine weitere Analyse der Sequenz von
FgaOx1 mit dem Programm SignalP zeigte, dass es sich bei den ersten 23 Aminosauren von

FgaOx1 vermutlich doch eher um ein Signalpeptid handelt (siehe Abb. 7.3).

Tabelle 7.8: Vorhersage potenzieller Transmembrandomanen fiir FgaOx1.

Programm Anzahl potenzieller Lange der potenziellen
Transmembrandoméanen Transmembrandomaéne
HMMTOP 1 AS 6 - 23
DAS 1 AS7-19
TMPred 1 AS 3-22

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence

Joxd

! C-score
- 10 S-score
L e L e L Y-score
3 08 |
. 06
g
o 04}t
02
'\ ‘I T T T T L T e n e s ——
00 200 300 400 500 600 700 oo WIHIINITIN ninmm
Query sequence MPFV FS FLLGA FLSC | WLSLSGGST CRCRPGESCWPS PS ENAALNT T LRGD LV EVR PI AH CHDPFY DHS
oose cutoff . 0 10 20 30 40 50 60 70
strict cutoff
Position
Abbildung 7.2: Vorhersage potenzieller Abbildung 7.3: Vorhersage des Signal-
Transmembrandomanen peptids fir FgaOx1 mit
flir FgaOx1 mit DAS. SignalP.
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7.4 NMR-Spektren
7.4.1 NMR-Spektren von Festuclavin
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Abbildung 7.4 'H-NMR-Spektrum von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von
Chanoclavin-I mit FgaDHp;, FgaOx3prs und FgaFS)

172



7. Anhang

m954b
1H Gerhards H-2
- 0.25
H-14
H-13 H-12
-0.20
H-4B
H-7a
/Ilb fIZD 7.15 /.‘10 7.05 7.00 6."15 6:90 6}35 - 0 15
f1 {ppm)
o~
376 374 72 370 368 366 364 362 360 258 356 _0-10
f1 {ppm})
I 0.05
et A ¥ \“‘ e e -0.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4
f1 (ppm)

Abbildung 7.5: *H-NMR-Spektrum (3,4 — 7,6 ppm) von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit FgaDHpr, FgaOx3prz und
FgaFS)
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Abbildung 7.6: *H-NMR-Spektrum (0,9 — 3,5 ppm) von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit FgaDHpr, FgaOx3pz und
FgaFS)
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Abbildung 7.7: HH-COSY-Spektrum von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-I mit FgaDHp,, FgaOx3pr3 und FgaFS)
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Abbildung 7.8: 'H-NMR-Spektrum von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von
Chanoclavin-I mit ChaDH, FgaOx3pr3 und EasG)
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Abbildung 7.9: *H-NMR-Spektrum (3,4 - 7,6 ppm) von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-lI mit ChaDH, FgaOx3p;s und EasG)

177



7. Anhang

-0.080

-0.075

-0.070

-0.065

-0.060

-0.055

-0.050

-0.045

-0.040

-0.035

-0.030

-0.025

-0.020

-0.015

-0.010

-0.005

-0.000

m955h J
1H Gerhgrgs H-5
H-10
H-78
H-4a
H-9a
328 325”[ 3]2" 2.9 288 84 2,80
Lt 1 (ppr)
A H-1s
H-17
|
H-93
W UM, i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
34 33 |32 31 3|0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 0.8

f1 (ppm)

Abbildung 7.10: *H-NMR-Spektrum (0,8 — 3,4 ppm) von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-lI mit ChaDH, FgaOx3p3 und

Ea

sG)
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Abbildung 7.11: H,H-COSY-Spektrum von Festuclavin (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit ChaDH, FgaOx3p3 und EasG)
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7.4.2 NMR-Spektren von Chanoclavin-l und Chanoclavin-l Aldehyd
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Abbildung 7.12: 'H-NMR-Spektrum von Chanoclavin-I (isoliert aus dem Reaktionsansatz von
Chanoclavin-lI mit ChaDH und Hitze-denaturiertem FgaOx3pr3)

180



m628b
1H Gerhards

7. Anhang

H-1

[ ]

12 1(: fus ri'.; ;"Ja 'Jz /Uu u‘m EA‘P' bualmz EI'J h&d bbh ohi ohz e:h.; ‘; 78 ub LH4
{ppm

H-9

o

F0.11

F0.10

-0.09

0.08

0.07

0.06

0.05

0.04

F0.03

r0.02

r0.01

0.00

81 80 79

78 77 76 75 74 73 7.3

7.1

7.0 B89 B.Ef&

B.7

(Ppm)
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Abbildung 7.14: *H-NMR-Spektrum (1,9 — 4,2 ppm) von Chanoclavin-I (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit ChaDH und Hitze-
denaturiertem FgaOx3pr3)
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Abbildung 7.15: H,H-COSY-Spektrum von Chanoclavin-I (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit ChaDH und Hitze-denaturiertem
Fga0x3pr3)
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Abbildung 7.16: *H-NMR-Spektrum von Chanoclavin-l Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz
von Chanoclavin-I mit ChaDH und Hitze-denaturiertem FgaOx3p3)
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Abbildung 7.17: 'H-NMR-Spektrum (6,5 — 9,5 ppm) von Chanoclavin-I Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-I mit ChaDH und

Hitze-denaturiertem FgaOx3pr3)
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Abbildung 7.18: *H-NMR-Spektrum (2,0 — 4,3 ppm) von Chanoclavin-I Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-I mit ChaDH und

Hitze-denaturiertem FgaOx3pr3)
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Abbildung 7.19: H,H-COSY-Spektrum von Chanoclavin-l Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit ChaDH und Hitze-
denaturiertem FgaOx3pr3)
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Abbildung 7.20: *H-NMR-Spektrum von Chanoclavin-l Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz
von Chanoclavin-I mit ChaDH und FgaOx3pr3)
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Abbildung 7.21: 'H-NMR-Spektrum (6,5 — 9,5 ppm) von Chanoclavin-I Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-I mit ChaDH und

FgaOx3pr3)

189



7. Anhang

-0.36

F0.34

F0.32

F0.30

F0.28

-0.26

-0.24

-0.22

F0.20

-0.18

F0.16

F0.14

F0.12

F0.10

-0.08

F0.06

-0.04

-0.02

-0.00

m630b
1H Gerhards H-1 7
H-18
H-5
H-4
B H-4a
l
H-10 q | —
! =
3‘30 3‘1‘3 EIZQ 3'15 ?I"Zl:am?IDS EIZ\D 2'55 2‘90 2'35 2 01[1 {ppM) 1Ig[.
4.‘30 /\
N
l“l A Do A M “ HWUWLM "\MLA.J H
I 1 Ll I Ll 1 Ll I Ll I 1 Ll 1 I T Ll I I T 1 1 I T 1 Ll
44 |1 43| 42 41 40 39 38 37 36 35 3.4 3.3 32 31 30 29 P8 27 26 25 24 23 22 21 2.0

Abbildung 7.22: 'H-NMR-Spektrum (2,0 — 4,4 ppm) von Chanoclavin-I Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-I mit ChaDH und

FgaOx3pr3)
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Abbildung 7.23: H,H-COSY-Spektrum von Chanoclavin-1 Aldehyd (isoliert aus dem Reaktionsansatz von Chanoclavin-l mit ChaDH und FgaOx3p;3)
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