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Einleitung

1. Einleitung

In nahezu allen Organismengruppen von den Bakterien bis hin zu den Wirbeltieren
findet man kupferhaltige Enzyme, die an der oxidativen Umsetzung von Phenolen zu
Chinonen beteiligt sind [1-3]. Diese, oft als Polyphenoloxidasen (PPO) bezeichnete
Gruppe von Enzymen beinhaltet Tyrosinasen, Catecholoxidasen und Laccasen, de-
ren gemeinsames Merkmal ein zweikerniges Typ-3-Kupferzentrum ist [4]. Die von
ihnen gebildeten, hoch reaktiven Chinone polymerisieren weitgehend autokatalytisch
zu Melanin, dem gelben bis schwarzen Pigment, das fur die Braunung von verletz-
tem Pflanzengewebe ebenso verantwortlich ist, wie fur die Farbgebung von Haut,

Haaren und Augen beim Menschen.

1.1 Tyrosinase - eine Polyphenoloxidase

Die Tyrosinase (E.C. 1.14.18.1) katalysiert als Schlussel-Enzym der Melanin-
biosynthese zwei unterschiedliche Reaktionen, bei denen molekularer Sauerstoff
verbraucht wird. Diese sind zum einen die ortho-Hydroxylierung von Monophenolen,
zum anderen die Zweielektronen-Oxidation der entstehenden o-Diphenolen zu den
korrespondierenden o-Dichinonen. Beide Reaktionen laufen am gleichen aktiven
Zentrum ab [1, 5, 6]. Die beiden Enzymaktivitaten werden nach den umgesetzten
Substraten bezeichnet, im ersten Fall also Monophenolase- oder Cresolase-Aktivitat,
im zweiten Fall Diphenolase- bzw. Catecholase-Aktivitat. Namensgebend fur das En-
zym ist das Monophenol L-Tyrosin, dessen Hydroxylierungs-Produkt 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) gleichzeitig Substrat fur die Diphenol-Oxidation ist.
Das hierbei entstehende Dopachinon (4-(2-Carboxy-2-Aminoethyl)-1,2-Benzochinon)
bildet dann den Ausgangspunkt der Melaninbildung (Abb. 1.4). Die Tyrosinase-
Reaktion stellt somit den limitierenden Schritt dieses Stoffwechsel-Prozesses dar.

Die vor allem in Pflanzen und Pilzen vorkommende Catecholoxidase (E.C. 1.10.3.1)
katalysiert ebenso wie die Tyrosinase die Oxidation von o-Diphenolen zu
o-Dichinonen, jedoch ist sie nicht in der Lage, Monophenole zu hydroxylieren [7, 8]
(Abb. 1.1). Aufgrund der Tatsache, dass die Tyrosinase gleichzeitig auch eine Cate-
choloxidase darstellt, kam es mit der Zeit in der Literatur zu einer recht uneinheitli-
chen Benennung dieser Enzyme, zumal eine eindeutige Unterscheidung bisweilen

schwierig ist.
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Viele Autoren verwenden heute neben Catecholoxidase (CO) den Begriff Polypheno-
loxidase (PPO) synonym fur Tyrosinase. Zudem wird auf diese Weise auch oft zwi-
schen pflanzlichem (PPO) und tierischem (TY) Ursprung unterschieden. Dennoch hat
sich PPO als Oberbegriff fir Tyrosinasen und Catecholoxidasen aus allen Organis-
men vielerorts etabliert [9, 10]. Der Begriff Phenoloxidase (PO) wird hingegen meist
im Zusammenhang mit Tyrosinasen und Catecholoxidasen aus Arthropoden ver-
wendet. Da sich die Invertebraten-Tyrosinase in einigen biochemischen und moleku-
larbiologischen Charakteristika, wie Glykosylierungsmuster, Signalpeptid, Substrat-
spezifitdt und Reaktionsablauf von der Saugetier-Tyrosinase unterscheidet, grenzen
einige Autoren auch diese Enzyme namentlich voneinander ab [11, 12]. Der Begriff
Phenolase ist hingegen nicht mehr gebrauchlich und nur in frihen Veroffentlichungen

zu finden.

OH 1,0, OH 1,0, H,0 (0]
\ OH \ j @)
Tyrosinase Tyrosinase /
R R Catecholoxidase R

Abb. 1.1: Reaktionen der Tyrosinase und der Catecholoxidase. Tyrosinasen katalysieren die
o-Hydroxylierung von Monophenolen zu Diphenolen, sowie die Oxidation von o-Diphenolen zu den
korrespondierenden o-Dichinonen. In beiden Reaktionen wird molekularer Sauerstoff verbraucht.
Catecholoxidasen katalysieren dagegen lediglich die Bildung von o-Dichinonen aus o-Diphenolen.

Anders als Tyrosinasen und Catecholoxidasen oxidieren Laccasen (E.C. 1.10.3.2)
neben o-Dichinonen auch eine Reihe weiterer phenolischer Substrate wie para-
substituierte Diphenole und Arylamine [13]. Diese Enzyme verfugen neben einem
zweikernigen Typ-3-Kupferzentrum zusatzlich Uber je ein einkerniges Typ-1- und
Typ-2-Kupferzentrum. Die Oxidation des Substrats erfolgt am Typ-1-Kupfer durch
den Transfer von vier einzelnen Elektronen, die am Typ-3-Kupferzentrum in zwei
Schritten paarweise auf molekularen Sauerstoff Ubertragen werden. Das Typ-2-
Kupferzentrum, das mit dem Typ-3-Kupferzentrum einen dreikernigen Komplex bil-
det, dient zum einen dem Transport der Elektronen vom Typ-1- zum Typ-3-Kupfer,
zum anderen reoxidiert es das Typ-1-Kupfer. Bei der Oxidation der Substrate entste-

hen reaktive Radikale, die durch nicht-enzymatische Kopplung Polymere bilden oder
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durch die radikalische Spaltung von kovalenten Bindungen komplexe biologische

Polymere abbauen kdnnen [14].

Bei den Polyphenoloxidasen handelt es sich wie eingangs erwahnt um Enzyme mit
Typ-3-Kupferzentren. Zu dieser Gruppe von Proteinen zahlt ebenfalls das Hamocya-
nin, ein respiratorisches Protein aus Arthropoden und Mollusken, das fur den Trans-
port von Sauerstoff in der Hamolymphe verantwortlich ist.

Die Hamocyanine aus Arthropoden und Mollusken unterscheiden sich zwar in Se-
quenz und Struktur malRgeblich, zeichnen sich aber beide durch die hochkooperative
Bindung von Sauerstoff aus [15-17]. Im Gegensatz zu den Polyphenoloxidasen bil-
den die Hamocyanine sehr grof3e Oligomere, die beim Hamocyanin der Arthropoden
aus Hexameren und Vielfachen davon, bis hin zu 8 x 6-meren bestehen, wahrend
Hamocyanine aus Mollusken Hohlzylinder aus Dekameren oder Didekameren bilden
[15-20]. Das Hamocyanin einiger Crustaceen und Mollusken verfigt im nativen Zu-
stand Uber eine geringfugige Diphenoloxidase-Aktivitat, die sich in vitro durch limitier-
te Proteolyse oder die Zugabe von SDS induzieren lasst [21-26]. Durch SDS-Zugabe
kénnen auch latente Polyphenoloxidasen aus Pflanzen und Pilzen aktiviert werden
[27, 28].

1.2 Die Struktur der Tyrosinase

Mittlerweile sind Rontgenkristallstrukturen von Vertretern aller Klassen der Typ-3-
Kupferproteine bekannt: Das Hamocyanin aus der kalifornischen Languste Panulirus
interruptus in der deoxy-Form [29, 30], das Hamocyanin des Pfeilschwanzkrebses
Limulus polyphemus in der oxy- und deoxy-Form [31, 32], das Hamocyanin aus der
Riesenkrake Octopus dofleini in der oxy-Form [33], das Hamocyanin der marinen
Schnecke Rapana thomasiana in der deoxy-Form [34] und die Catecholoxidase aus
der Susskartoffel Ipomoea batatas in deoxy-, met- und inhibitorgebundener Form
[35].

Die ersten Kristallstrukturen einer Tyrosinase als Komplex mit einem assoziierten
Hilfsprotein wurden erst vor einigen Monaten in allen katalyserelevanten Oxidations-
zustanden, sowie einer kupferfreien und einer inhibitorgebundenen Form mit Auflé-

sungen von 1,2 - 1,8 A bestimmt [36]. Hierzu wurde das Enzym aus dem Bodenbak-
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terium Streptomyces castaneoglobisporus verwendet, das rekombinant in grofl3en
Mengen hergestellt werden kann [37]. Bereits vor diesem Zeitpunkt war jedoch, aus-
gehend von spektroskopischen Untersuchungen anzunehmen, dass das aktive Zent-
rum der Tyrosinase dem von Catecholoxidasen und Hamocyaninen sehr ahnlich sein
muss [2, 38]. Vergleichende Untersuchungen an anorganischen Modellkomplexen
offenbarten zudem, dass der molekulare Sauerstoff wahrend der Reaktion an Typ-3-
Kupferzentren in einer ungewdhnlichen side-on Verbriickung (u-nn?) als Peroxid
gebunden ist [39, 40]. Dieser Befund wurde erst spater, sowohl anhand der Kristall-
strukturen von oxy-Hamocyaninen aus Arthropoden [32] und Mollusken [33], als auch
durch UV/Vis- und Raman-Resonanz-Spektroskopien an oxygenierten Catecholoxi-
dasen bestatigt [41]. Ein side-on verbruckend gebundenener Peroxidligand konnte
erwartungsgemalf auch in der Kristallstruktur der oxy-Tyrosinase aus S. castaneo-
globisporus nachgewiesen werden [36].

Die dreidimensionale Struktur der Tyrosinase, sowie eine Darstellung des aktiven

Zentrums sind in Abb. 1.2 wiedergegeben.

Abb. 1.2: Rontgenkristallstruktur der Tyrosinase aus Streptomyces castaneoglobisporus.

A: Struktur der Tyrosinase (rot) als Komplex mit ORF378 (blau) in der Banderdarstellung. Drei der
insgesamt sechs identifizierten Kupferatome sind dargestellt (griin), zwei davon im aktiven Zentrum
der Tyrosinase (Cupa und Cug), das dritte (3rd) an der Oberflache von ORF378.

B: Das aktive Zentrum der Tyrosinase in der oxy-Form. Cu, wird von den Histidinen H38, H54 und
H63 koordiniert, Cug von den Histidinen H190, H194 und H216. Zwischen beiden Cu-Atomen ist
molekularer Sauerstoff side-on verbriickend gebunden.
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Die Tyrosinase ist als Komplex mit dem Hilfsprotein ORF378 nahezu ellipsoid mit

Abmessungen von 40 x 55 x 60 A.

Die 31 kDa schwere Tyrosinase beinhaltet neben wenigen B-Faltblatt-Strukturen
ausgedehnte a-helicale Bereiche, von denen einige (a2, a3, a6 und a7) in der Mitte
des Proteins ein 4-a-helix-bundle bilden, in welches das katalytische, dinukleare Kup-
ferzentrum eingebettet ist. Beide Kupferatome werden, wie in allen Typ-3-
Kupferzentren von jeweils drei Histidinen koordiniert, Cua von H38, H54 und H63,
Cug von H190, H194 und H216. Das aktive Zentrum befindet sich unverdeckt am

Grund einer breiten Tasche.

Das co-exprimierte, 13 kDa schwere Hilfsprotein ORF378 bildet mit der Tyrosinase
einen binaren Komplex und schirmt dabei das aktive Zentrum der Tyrosinase ab. Es
besitzt ein sechsstrangiges B-Faltblatt, sowie eine a-Helix und verfugt Gber strukturel-
le Ahnlichkeit mit SH2-Doméanen. ORF378 unterstitzt die Faltung und dient dem
Transport von Cu(ll)-lonen in das aktive Zentrum der kupferlosen Apotyrosinase. Der
Komplex beider Proteine stellt somit ein Intermediat vor der Aktivierung der Tyrosi-
nase durch Abdissoziieren des ORF378 von der vollstandig gefalteten, kupferhalti-
gen Tyrosinase dar. Interessanterweise ragt eine vom Hilfsprotein stammende Tyro-
sin-Seitenkette (Y98) in die Tasche des aktiven Zentrums, wird aber aufgrund der

Distanz zum Cu,O,-Komplex nicht hydroxyliert.

Eine ahnliche Konfiguration findet sich auch bei der inaktiven Form der Catecholoxi-
dase und beim Hamocyanin der Arthropoden und Mollusken, wobei in diesen Fallen
kein Hilfsprotein, sondern eine weitere Protein-Domane das aktive Zentrum ab-
schirmt. Beim Hamocyanin aus L. polyphemus ragt ein Phenylalaninrest (F49) aus
der N-terminalen Domane | in das aktive Zentrum, das in der zentralen Domane Il
lokalisiert ist [24]. F49 ist dabei sehr ahnlich orientiert, wie das Y98 vom ORF378 im
aktiven Zentrum der Tyrosinase. Die Orientierung dieser Seitenketten wird unter an-
derem jeweils durch die hydrophobe Wechselwirkung mit einer Histidyl-Gruppe fest-
gelegt, die an der Koordinierung von Cug beteiligt ist (H194 in der S. castaneoglobis-
porus-Tyrosinase bzw. H328 im L. polyphemus-Hamocyanin). Im Hamocyanin von
O. dofleini wird der Zugang zum aktiven Zentrum durch die C-terminale Domane blo-

ckiert, aus der ein Leucinrest (L2830) in die Tasche hineinragt, die das aktive Zent-
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rum enthalt [42]. Somit kdnnen Hamocyanine im nativen Zustand lediglich Sauerstoff
binden und transportieren, wahrend Tyrosinasen nach dem Abldsen ihres Hilfspro-
teins mono- und diphenolische Substrate umsetzen kdnnen, da der Zugang zum ak-

tiven Zentrum freigelegt worden ist [6, 24, 43-45].

Die Catecholoxidasen werden zunachst ebenfalls als inaktive Proenzyme exprimiert,
deren aktives Zentrum durch eine C-terminale Domane blockiert ist. Die Aktivierung
erfolgt vermutlich durch limitierte Proteolyse, bei der diese Domane abgespalten
wird. Bei der Catecholoxidase bleibt der Zugang zum aktiven Zentrum jedoch einge-
schrankt, da das Cua-Atom durch einen Phenylalaninrest (F261) abgeschirmt wird
[6, 35, 44]. Dieser Umstand ist moglicherweise eine Erklarung fur die unterschiedli-

che Reaktivitat von Catecholoxidasen und Tyrosinasen.
1.3 Der Reaktionsmechanismus der Tyrosinase

Zur Erklarung des molekularen Mechanismus der Tyrosinase-katalysierten Reaktion
wurden in der Vergangenheit bereits einige Modelle publiziert, die jedoch alle nicht
experimentell belegt werden konnten [1, 46-50]. Die Schwierigkeit hierbei besteht vor
allem darin, dass neben den beiden Enzymaktivitaten (Mono- und Diphenolase-
Aktivitat) auch die Lag-Phase erklart werden muss, die beim Umsatz monophenoli-
scher Substrate zu beobachten ist. Auf der Basis einiger dieser kinetischen Modelle
wurde erst kurzlich von Tepper et al. ein neues Modell vorgeschlagen [51], das in
Abb. 1.3 schematisch dargestellt ist.

Ausgangspunkt der Monophenolase-Reaktion ist die Bindung von molekularem
Sauerstoff an das reduzierte Kupferzentrum der Tyrosinase (TY,q), das dadurch
oxygeniert wird (TYoyy). Monophenolisches Substrat kann nun mit der Hydroxylgrup-
pe an eines der Kupferatome binden (hier: Cug) und wird dabei so orientiert, dass
nach Abgabe eines Protons an eine Base (B) ein Sauerstoffatom des Peroxids auf
das Substrat Ubertragen werden kann. Das auf diese Weise entstandene Diphenol
kann nun entweder abdissoziieren oder direkt zum Dichinon oxidiert werden. Die
intermediar vorliegende met-Form des Enzyms (Tymet"), in der die beiden Kupfer-
atome durch den o-Sauerstoff des Phenols verbrickt sind, konnte experimentell be-
legt werden [52-54] und steht im Gegensatz zu der Annahme, dass die Verbrickung

der beiden Kupferatome Uber ein flr die met-Form typisches Hydroxid-lon erfolgt [47,
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50, 55-57]. Die Bindung von Monophenolen an Cug wurde aus ESR- und NMR-
Messungen bei der Bindung von p-Nitrophenol an die halb-met-Form [Cu(l)-Cu(ll)]
der S. antibioticus-Tyrosinase gefolgert. Das Strukturmodell dieser Bindung basiert
dabei lediglich auf einer semi-quantitativen Datenanalyse, echte Strukturinformatio-
nen Uber das aktive Zentrum des Enzyms lagen nicht vor [51-54]. Die von Decker et
al. [6, 44] postulierte Wechselwirkung von Monophenolen mit dem Cua-Atom, deren
Koordination mit Hilfe synthetischer Kupfer-Komplexe belegt werden kann [58], ist
mit dem dargestellten Modell vereinbar, da die grundsatzliche Forderung der direkten
Umsetzung von Monophenolen zu Dichinonen Uber ein oxy-Monophenol-Intermediat
(TYoxyM) erfullt ist. Somit entfallt die Unterteilung der Monophenolase-Aktivitat der
Tyrosinase in zwei aufeinander folgende Reaktionsschritte aus Monophenol-
Hydroxylierung und Diphenol-Oxidation, vielmehr erfolgt die Reaktion in einem
Schritt, ohne ein Intermediat zu entlassen.

Die Bindung von Monophenolen an die met-Form der Tyrosinase fuhrt zur Bildung
eines dead end Komplexes (TYmet"), an dem keine Hydroxylierungsreaktion stattfin-
den kann [50]. Hieraus erklart sich die Lag-Phase, die bei der Umsetzung von Mono-
phenolen zu beobachten ist [48, 61, 62]. Da die Tyrosinase unter Standardbedingun-
gen nur zu etwa 10-15 % in der oxy-Form und zu etwa 85-90 % in der met-Form vor-
liegt [63, 64], kann nur ein kleiner Anteil des Enzyms Monophenole umsetzen. Erst
die entstehenden Diphenole kdnnen die met-Form in die reduzierte Form Uberfuhren,
welche dann wiederum Sauerstoff binden und Monophenole umsetzen kann. Das
Erreichen eines steady state wird dadurch mehrere Minuten verzdgert. Die Dauer der
Lag-Phase ist abhangig vom biologischen Ursprung des Enzyms [65], der Monophe-
nol- [66] und Enzymkonzentration [67], sowie der Anwesenheit katalytischer Mengen
o-Diphenol [68] oder Ubergangsmetall-lonen (z. B. Fe**) [69], die die Lag-Phase ver-
kirzen oder vollig aufheben. Die Lag-Phase ist nur bei monophenolischen Substra-
ten zu beobachten, da Diphenole sowohl mit der oxy-Form, als auch mit der met-
Form der Tyrosinase reagieren konnen und somit bei diesen Substraten sehr schnell
ein steady state erreicht wird.

Ausgangspunkt der Diphenolase-Reaktion ist ebenfalls die Bindung von Sauerstoff
und die darauf folgende Wechselwirkung von Substrat mit dem oxygenierten Kupfer-
zentrum der Tyrosinase (TYoy). Nach der Zweielektronen-Oxidation des Diphenols
und dem Abdissoziieren des Dichinons, verbleibt das Kupferzentrum mit einem verb-

rickenden Hydroxid-lon in der met-Form (TYmet). In diesem Zustand kann die Bin-
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dung eines zweiten Diphenols erfolgen (TYme"), welches auch zum Dichinon oxidiert
wird. Dadurch wird das Kupferzentrum in die reduzierte Ausgangsform (TY.q) Uber-
fuhrt und kann fur den nachsten Zyklus molekularen Sauerstoff binden. In der Sum-
me werden zwei o-Diphenole zu zwei o-Dichinonen oxidiert, wobei ein Molekdul
Sauerstoff zu zwei Moleklilen Wasser reduziert werden [50]. Die Oxidation der Di-
phenole erfolgt offensichtlich Uber den Transfer von jeweils zwei Elektronen, da keine
Semichinon-Intermediate nachgewiesen werden konnten [59, 60].
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der Tyrosinase nach dem Modell
von Tepper et al., 2005 [51], verandert. Die Substratbindung an das Cug-Atom (rechts) ist dabei
nicht zwingend erforderlich, sondern kann prinzipiell auch an Cu, erfolgen. Erlauterungen im Text.
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Der Diphenolase-Mechanismus des oben dargestellten Modells ist prinzipiell auch fur
Catecholoxidasen anwendbar. Eine dem Modell analoge Orientierung von monophe-
nolischem Substrat wird im Fall der Catecholoxidase aus I. batatas allerdings durch
das im vorangegangenen Kapitel bereits erwahnt Phenylalanin an der Position 261
verhindert, welches das Kupferzentrum teilweise verdeckt und schon als mdgliche
Erklarung fur die fehlende Monophenolase-Aktivitat der Catecholoxidasen in Betracht
gezogen wurde. Zudem scheint eines der kupfer-koordinierenden Histidine an der
Orientierung von Substraten im aktiven Zentrum von Tyrosinasen und Catecholoxi-
dasen maldgeblich beteiligt zu sein. In der Kristallstruktur der inhibitorgebundenen
Catecholoxidase wird der Phenylring des Inhibitors Phenylthioharnstoff (PTU), ein
Substrat-Analogon, durch das kupfer-koordinierende Histidin 244 stabilisiert. Bei der
inaktiven Tyrosinase aus S. castaneoglobisporus ist ein Tyrosin (Y98) des Hilfspro-
teins auf sehr ahnliche Weise in der Nahe des kupfer-koordinierenden Histidin 194
orientiert und im Hamocyanin von L. polyphemus befindet sich ein Phenylalanin
(F49) nahe dem ebenfalls kupfer-koordinierenden Histidin 328 (siehe oben).
Betrachtet man den Phenylring von PTU als potentielles Substrat, bleibt festzustel-
len, dass im Falle der Catecholoxidase die Abschirmung durch F261 dazu fahrt, dass
keine effektive Annaherung des Substrats an das Cua-Atom maoglich ist [6, 35, 44,
51]. Dies stutzt zwar die Annahme, dass Monophenole fur die Hydroxylierung an Cua
binden, die Kristallstrukturen der Tyrosinase aus S. castaneoglobisporus lassen je-
doch auch die Mdglichkeit zu, dass Monophenole an Cug binden, um hydroxyliert zu
werden. Der Vergleich mit der Struktur der Catecholoxidase, sowie der hypotheti-
schen Struktur von aktiviertem Hamocyanin deutet jedoch darauf hin, dass die Hyd-
roxylgruppe der Monophenole an Cua binden muss [6, 42].

Somit liefert selbst die exakte Kenntnis Uber die raumlichen Verhaltnisse am aktiven
Zentrum der Tyrosinase a priori keine eindeutigen Hinweise auf die tatsachlichen
Mechanismen der Katalyse. Die Klarung dieser Fragestellung steht somit noch aus
und ist Gegenstand aktueller Studien [6, 70].

1.4 Die Melaninbiosynthese

Melanin ist ein in der Natur sehr weit verbreitetes, strukturell inhomogenes, polyphe-

nolisches Biopolymer, das als Pigment in vielen Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tie-
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ren zu finden ist. Neben der Farbgebung ist es auch fir den Schutz vor UV-Strahlung
und toxischen, freien Radikalen verantwortlich.

In Abb. 1.4 ist der Ablauf der Biosynthese des Melanins schematisch in Anlehnung
an Sanchez-Ferrer et al. [50], Kobayashi et al. [71] und Seo et al. [72] dargestellt.
Der Biosyntheseweg der Melaninbildung (Melanogenese) wurde grofitenteils bereits
von Raper [73], Mason [74] und Lerner [61] aufgeklart und Iasst sich in eine proxima-
le und in eine distale Phase unterteilen.

In der proximalen Phase der Melanogenese erfolgt die Hydroxylierung und Oxidation
von Tyrosin bzw. Dopa durch die Tyrosinase, wobei das entstehende o-Dopachinon
spontan zum instabilen Leukodopachrom zyklisiert und sehr schnell autokatalytisch
zum Dopachrom oxidiert wird [75, 76]. Dieser Reaktionsweg wird in alkalischem Mi-
lieu begunstigt, in saurem Milieu wird jedoch die Protonierung der Aminogruppe des
Dopachinons gefdrdert und durch den dadurch verhinderten Ringschluss die Bildung
von Leukodopachrom erschwert. Zudem wird bei niedrigem pH-Wert die Bildung von
Dopachrom aus Leukodopachrom behindert, da die hierflr erforderliche Deprotonie-
rung der Hydroxylgruppe erschwert wird [50, 77]. Unter diesen Bedingungen kommt
es vermehrt zu der Bildung von 2,4,5-Trihydroxyphenylalanin (Topa) aus Dopachi-
non, welches auf einem Nebenweg uber p-Topachinon zu Dopachrom umgesetzt
wird [75-78].

Die der Dopachrombildung nachfolgenden Reaktionsschritte in der distalen Phase
der Melanogenese verlaufen zum Teil nicht-enzymatisch, werden aber in den meis-
ten Fallen auch durch die Beteiligung weiterer Enzyme reguliert.

Bei Saugetieren sind hierbei in erster Linie die 5,6-Dihydroxyindol-2-carboxylat-
Oxidase und die Dopachrom-Tautomerase involviert, die haufig auch als tyrosinase
related protein (TRP)-1 und TRP-2 bezeichnet werden [79-82]. Im Anschluss an die
langsame Decarboxylierung des Dopachroms zu 5,6-Dihydroxyindol (DHI) kommt es
zur Oxidation zu Indol-5,6-chinon, welche wiederum durch die Tyrosinase katalysiert
wird. Die Dopachrom-Tautomerase (TRP-2) kann auf einer alternativen Stoffwechsel-
route Dopachrom zur Dihydroxyindol-2-carboxylsaure (DHICA) umwandeln, welche
von TRP-1 zur Indol-5,6-chinon-carboxylsaure oxidiert wird. Indol-5,6-chinon und In-
dol-5,6-chinon-carboxylsaure polymerisieren anschlieffend spontan zu den hochmo-

lekularen, braun bis schwarz gefarbten Eumelaninen.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Melaninbiosynthese (nach [50], [71] und [72], verandert).
DHI: 5,6-Dihydroxyindol; DHICA: 5,6-Dihydroxyindol-2-carboxylsaure; Dopa: 3,4-Dihydroxyphenyl-
alanin; Dopachinon: 4-(2-Carboxy-2-Aminoethyl)-1,2-Benzochinon; Dopachrom: 2-Carboxy-2,3-

Dihydroxyindolen-5,6-Chinon;

Leukodopachrom: 2,3-Dihydro-5,6-Dihydroxyindolen-2-Carboxylat;

TRP-1: tyrosinase-related protein 1, DHICA-Oxidase; TRP-2: tyrosinase-related protein 2, Dopa-

chrom-Tautomerase; TY: Tyrosinase. Erlduterungen im Text.
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Bei Invertebraten, wie zum Beispiel Insekten ist neben der Tyrosinase auch eine Do-
pachrom-Isomerase an der Melaninbildung beteiligt, die die Bildung von DHI aus Do-
pachrom uber ein Chinonmethid-Intermediat katalysiert [83, 84]. Zudem dienen bei
Arthropoden bevorzugt Dopamin und dessen N-Acetyl-Derivate als Ausgangssubs-
tanzen fur die Melanogenese, so dass bei dieser Tiergruppe mindestens zwei weite-
re Enzyme fur die Melaninbildung erforderlich sind: eine Dopa-Decarboxylase zur
Bildung von Dopamin aus Dopa, sowie eine N-Acetyltransferase zur Derivatisierung
des Dopamins. Die Oxidation des Dopamins fuhrt wie im Falle von Dopa zu DHlI,
welches zu Melanin polymerisiert, DHICA wird jedoch im Rahmen der Melanogene-
se, zumindest bei Insekten nicht gebildet [11, 85].

Abhangig von den Ausgangsverbindungen der Melanogenese unterscheiden einige
Autoren die Eumelanine von den ebenfalls meist schwarzen Allomelaninen. Wahrend
erstere sich nur von Tyrosin bzw. Dopa ableiten, werden letztere aus verschiedenen
phenolischen Monomeren, wie beispielsweise Catechol gebildet [9].

Die nicht-enzymatische Addition von Cystein oder Glutathion an Dopachinon fuhrt
zur Bildung von 5-Cysteinyldopa, das durch die Tyrosinase zu Cysteinyldopachinon
oxidiert wird. Cysteinyldopachinon wird nach Zyklisierung zu 1,4-Benzothiazinylalanin
umgesetzt, welches nach weiteren Umformungsschritten zu den gelb bis rot-braunen
Phaeomelaninen polymerisiert [86, 87]. Aufgrund der hohen Reaktivitat der freien
Sulfhydrylgruppen von Cystein und Glutathion findet die Bildung von Phaeomelanin
in Anwesenheit dieser Verbindungen bevorzugt statt [88].

Eine Mischung der braun-schwarzen Eumelanine und der gelben und rotlich-braunen
Phaeomelanine wird oftmals fur die Diversitat in der Pigmentierung von Haut und
Haaren verantwortlich gemacht [50, 89], andere Autoren erklaren die verschiedenen
Abstufungen der Farbung als Folge der unterschiedlichen strukturellen Integritat nur

eines Melanintyps [90].

1.5 Bakterielle Tyrosinasen

Funktionelle und strukturelle Untersuchungen an Enzymen erfordern stets betrachtli-
che Mengen des gereinigten Proteins. Von daher werden zu diesem Zweck haufig
bakterielle Systeme verwendet, da die geringe Generationszeit und die verhaltnis-
mafig einfache Handhabung groRe Ausbeuten ermdglichen. Im Falle der Tyrosinase

aus Bakterien der Gattung Streptomyces, einem gram-positiven Bodenbakterium,
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das der Gruppe der Actinomyceten zugeordnet wird, wird das Protein zudem haufig
als Exoenzym in das Kulturmedium abgegeben. Durch Anwendung molekularbiologi-
scher Techniken zur rekombinanten Uberexpression kann die Tyrosinase aus eini-
gen Streptomyces-Spezies sehr leicht in grollien Mengen angereichert und anschlie-
Rend gereinigt werden [37, 91].

Bislang wurden Tyrosinasen aus etwa 30 verschiedenen Bakterien-Spezies be-
schrieben, und die meisten davon biochemisch und molekularbiologisch soweit cha-
rakterisiert, dass neben physiologischen Parametern auch Sequenzdaten vorliegen
[92].

Innerhalb der Gattung Streptomyces sind die Primarstrukturen der Tyrosinasen von
10 Spezies vollstandig erfasst (siehe Anhang). Als Mikroflora naturlicher Bodenfla-
chen erflllen diese Bakterien wichtige dkologische Funktionen. Insbesondere im Ab-
bau komplexer Biopolymere wie Lignin und bei der Bildung von Huminstoffen spielen
sie offenbar eine wesentliche Rolle [93]. Etwa 40% aller untersuchten Streptomyces
Spezies bilden auf tyrosinhaltigem Agar-Medium ein braun-schwarzes Exopigment:
Melanin [93, 94]. Dieses wird durch eine in der Regel monomere, bisweilen extrazel-
lular vorliegende Tyrosinase aus verschiedenen mono- und diphenolischen Verbin-
dungen gebildet. Uber die Beteiligung weiterer Enzyme an nachfolgenden Reakti-
onsschritten der Polymerisation, wie beispielsweise der Isomerasen bei der Melanin-
Synthese in eukaryontischen Organismen, ist hingegen nichts bekannt. Daher wird
das gebildete Pigment in der Literatur meist als Melanin-ahnliches Pigment bezeich-
net. Die Beteiligung einer Tyrosinase an der Melaninbildung von Streptomyces wurde
in einer Studie mit 40 Melanin-positiven Spezies und zahlreichen Melanin-negativen

Mutanten nachgewiesen [95].

Die ersten bakteriellen Tyrosinasen wurden aus Zellextrakten von Streptomyces nig-
rifaciens [96] und Streptomyces glaucescens [97] isoliert und charakterisiert. Bernan
et al. [98] untersuchten die intra- und extrazellulare Tyrosinase aus Streptomyces
antibioticus, wobei zur homologen Uberexpression der intrazelluldren Form ein Multi-
copy-Plasmid mit dem mel-Gen aus S. antibioticus verwendet wurde. Die molekula-
ren Massen und N-terminalen Aminosauresequenzen der intra- und extrazellularen
Formen waren identisch.

Die gereinigten Enzyme der erwahnten Streptomyces Spezies hatten in monomerer

Form Molekulargewichte zwischen 29 und 30 kDa, spater isolierte Tyrosinasen ande-
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rer Spezies wiesen ganz ahnliche Werte auf [92]. Uber die konservierten Bereiche
der Kupfer-Bindungsstellen hinaus besitzen die Primarstrukturen der Tyrosinasen
jedoch eine zum Teil betrachtliche Variabilitat. So zeigen die Enzyme aus S. antibio-
ticus und S. castaneoglobisporus eine Sequenzidenetitat von 82 %, die Sequenzen
der Tyrosinasen aus S. antibioticus und S. glaucescens gar eine ldentitat von 86 %.
Die Tyrosinasen aus S. antibioticus und S. coelicolor besitzen hingegen nur eine Se-
quenzidentitat von 48 %. Dies deutet darauf hin, dass in einigen Fallen nicht nur die
kupferbindenden Regionen dieser Enzyme stark konserviert sind, sondern die Struk-
tur des gesamten Proteins innerhalb einer Gruppe der Gattung Streptomyces weitest
gehend erhalten wird. Die Isolation der extrazellularen Tyrosinase von Streptomyces
michiganensis deutet aber auf das Vorhandensein von mindestens zwei Isoformen
innerhalb dieser Spezies hin [99]. Flr posttranslationale Modifikationen bakterieller
Tyrosinasen, beispielsweise proteolytische Prozessierung oder Glykosylierungen wie
bei Saugetier-Tyrosinasen, gibt es allerdings keine Hinweise.

Molekularbiologische Untersuchungen mit Melanin-negativen Mutanten zeigten, dass
das chromosomal lokalisierte mel-Operon der Streptomyceten polycistronisch orga-
nisiert ist. Neben dem Strukturgen flr die Tyrosinase (melC2) wird mindestens ein
weiteres, stromaufwarts lokalisiertes Gen (melC1) fir die Auspragung des Melanin-
phanotyps bendtigt [91, 98, 100]. Das melC1 Gen codiert ein kleines chaperonarti-
ges Hilfsprotein (Transaktivatorprotein), das fur die Bindung von Kupfer-lonen und
deren Einbau in die Apotyrosinase verantwortlich ist [101, 102]. Die Proteine MelC1
und MelC2 bilden einen stabilen binaren Komplex der nach chromatograpischer Auf-
trennung intra- und extrazellular nachgewiesen werden konnte. Die in Abb. 1.2 dar-
gestellte Kristallstruktur der Tyrosinase aus S. castaneoglobisporus zeigt ebenfalls
einen solchen Komplex aus der Tyrosinase (MelC2) und dem Hilfsprotein ORF378
(MelC1).

Obwohl Streptomyces-Tyrosinasen intra- und extrazellular auftreten, enthalten die
Primarsequenzen keine Signalpeptide. In den meisten Prokaryonten werden Proteine
hauptsachlich tber den universellen Sekretionsweg (GSP) durch die Cytoplasma-
Membran transportiert [103, 104]. Hierbei bindet das auszuschleusende Protein mit
einer N-terminalen Signal-Sequenz an ein Signal-Erkennungs-Partikel (SecB oder
SRP), wodurch es an den Sekretions-Apperat (SecYEG), einem Poren-Protein-
Komplex geleitet wird. Durch die hierbei hervor gerufene Entfaltung der Peptidkette,

ist beim Transport von Metallo-Proteinen ein Verlust des Cofaktors unumganglich.
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Eine alternative Route erlaubt den Transport gefalteter Proteine auch mit gebunde-
nem Cofaktor Uber den twin-arginine translocation (Tat)-Weg [105, 106], der bei
Streptomyceten allgemein eine wichtige Rolle bei der Protein-Sekretion einnimmt
[107, 108]. Die MelC1 Proteine der Streptomyceten entsprechen in der Regel diesem
Profil und werden Uber diesen Weg ausgeschleust [109, 110].

Die Melanin-Synthese in Streptomyces und anderen Mikroorganismen kann aber
nicht nur durch Tyrosinasen erfolgen, sondern auch durch alternative Stoffwechsel-
wege und Enzyme. Die Beteiligung einer Laccase an der Bildung Melanin-ahnlicher
Pigmente in dem gram-negativen Bakterium Sinorhizobium meliloti [111] wurde
ebenso beschrieben, wie die Isolation einer multipotenten Phenoloxidase mit Tyrosi-
nase- und Laccase-Aktivitat aus dem marinen Bakterium Marinomonas mediterranea
[112].

1.6 Biologische Funktion und biotechnologische Anwendung von Tyrosinasen

Wie eingangs bereits erwahnt handelt es sich bei den Tyrosinasen um nahezu ubi-
quitar verbreitete Enzyme, deren physiologische Funktion in einigen Organismen al-

lerdings noch nicht vollstandig verstanden ist.

Bei Bakterien und Pilzen dient die Pigmentierung von Zellen und Sporen vermutlich
in erster Linie als UV-Schutz [113, 114]. Zudem bindet Melanin zytotoxische
Schwermetall-lonen und Ubernimmt eine protektive Rolle gegenlber Hitze, freie Ra-
dikale, enzymatische Hydrolyse und Phagozytose [115, 116]. Des Weiteren scheint
die Melanogenese bei einigen Bakterien und Pilzen an der mikrobiellen Pathogenese
beteiligt zu sein, da sie haufig mit der Ausbildung von Virulenz assoziiert ist [117,
118]. Bei Pilzen ist die Tyrosinase auch an der Differenzierung reproduktiver Organe,
sowie der Sporulation beteiligt und sorgt bei Verletzungen des Gewebes fur einen
schnellen Wundverschluss durch Melanin [72, 119].

In Pflanzen hat die Tyrosinase vermutlich Uberwiegend eine Schutzfunktion, indem
sie im Zuge der Braunungsreaktion in verletztem Gewebe durch die Bildung einer
impermeablen Melaninschicht eine mechanische Barriere gegen Pathogene erzeugt
[120]. Eine direkte Toxizitat der generierten Chinone gegenuber den Pathogenen
wird hierbei aber auch in Betracht gezogen [121]. Die Hinweise auf eine Beteiligung

von Tyrosinasen an Mechanismen der Krankheitsresistenz in Pflanzen sind vielfaltig,
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jedoch nicht systematisch zu belegen [122]. So konnte eine Induktion der Tyrosinase
nach Verwundung des Gewebes in einigen Pflanzen nachgewiesen werden, in man-
chen jedoch nicht [3]. Damit bleibt die genaue Funktion der Tyrosinase in Pflanzen

bis heute unklar.

Auch bei vielen Invertebraten ist, neben der Pigmentierung, die Bildung einer Mela-
ninschicht zum Wundverschluss bei Verletzungen eine wesentliche Funktion der Ty-
rosinase [123, 124]. Zudem konnen eindringende Pathogene durch Encystierung in
einer Melaninhulle unschadlich gemacht werden, wobei die Bildung der cytotoxi-
schen Chinone zusatzlich zu einer aktiven Abtétung der Keime fihrt [11]. Somit stellt
die Tyrosinase bei Invertebraten einen Bestandteil der primaren Immunantwort dar
und wird haufig erst durch eine Kaskade von Serinproteasen aus inaktiven Proenzy-
men generiert, wobei unter anderem bakterielle Zellwandkomponenten effektive Akti-
vatoren dieses Systems sind [125, 126]. Eine weitere wichtige Funktion der Tyrosi-
nasen innerhalb der genannten Tiergruppe besteht in der Aushartung neu gebildeter
Exoskelettelemente. Diese Sklerotisierung beruht auf der Chinongerbung kutikularer
Proteine, die nach der oxidativen Quervernetzung eine stabile Matrix fur Chitinfibril-
len liefern [11, 127, 128].

Bei Saugetieren und damit auch beim Menschen ist die Aktivitat der Tyrosinase in
erster Linie fir die Pigmentierung von Haut, Haaren und Augen verantwortlich und
sorgt damit fir Tarnung, Thermoregulation und den Schutz vor UV-Strahlung.

Eine der bekanntesten Pigmentstérungen, der Albinismus, ist auf unterschiedliche
Gendefekte zuruckzufuhren, die alle in einem fehlerhaften Transport der Tyrosinase
in spezifische Zellorganellen, die Melanosomen, resultieren [129, 130]. Andere Fehl-
pigmentierungen wie Melasma, Altersflecken und Sommersprossen werden hinge-

gen durch eine abnorme Melaninsynthese hervorgerufen [72, 131].

Tyrosinasen haben innerhalb der letzten Jahre in der Lebensmittelindustrie, der
kosmetischen Industrie, der Umwelttechnik, sowie der klinischen Diagnostik zuneh-
mend an Bedeutung gewonnen [72, 119]. Durch die gezielte Hemmung der Tyrosi-
nase-Aktivitat, beispielsweise durch Sulfit oder 4-hexyl-Resorcinol, wird die Haltbar-
keit landwirtschaftlicher Erzeugnisse erhoht, zudem finden Tyrosinase-Inhibitoren,
wie Kojisaure oder Aloesin Anwendung als Hautaufheller [72]. Die Fahigkeit zum en-

zymatischen Quervernetzen von Proteinen, wie Casein, a-Lactalbumin und [-
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Lactglobulin macht Tyrosinasen als effektive Alternativen zu Transglutaminasen zu-
nehmend auch fur die Lebensmittelproduktion interessant [132-134]. Immobilisierte
Tyrosinasen dienen in der Sensortechnik zur Detektion phenolischer Verunreinigun-
gen in Bdden und Gewassern [135] und kdénnen zur Entgiftung belasteter Abwasser
eingesetzt werden [136]. AuRerdem werden diese Enzyme zur Synthese biochemi-
scher Verbindungen, wie L-Dopa, welches zur Behandlung der Parkinson-Krankheit
dient, verwendet [137]. Auch bei der Behandlung von Hautkrebs gewinnt die Tyrosi-
nase mehr und mehr an Bedeutung. Als potentieller Angriffspunkt fur die Immunthe-
rapie von Melanomen wurde die Tyrosinase bereits in Betracht gezogen [138] und
monoklonale anti-tyrosinase Antikorper aus Mausen konnten als wirkungsvolle im-
munohistochemische Marker fur melanogene und amelanogene Melanome einge-
setzt werden [139, 140]. Bei Vitiligo, einer Autoimmunkrankheit, bei der die Melano-
cyten abgebaut werden, konnte die Tyrosinase als ein verantwortliches Autoantigen
identifiziert werden. Zur Diagnose dieser Erkrankung dient der Nachweis von anti-

Tyrosinase Antikdrpern im Serum der betroffenen Patienten [141].

1.7 Enzymatisches Quervernetzen von Proteinen durch Tyrosinasen

Der biotechnologischen Anwendbarkeit von Tyrosinasen zum enzymatischen Quer-
vernetzen von Proteinen, sowie der Beteiligung von Tyrosinasen bei der Gerbung
von Proteinen im Rahmen der Sklerotisierung des Exoskeletts bei Invertebraten, lie-
gen die gleichen molekularen Mechanismen zugrunde.

Der einleitende Schritt dieser Reaktion ist die Oxidation phenolischer Verbindungen
zu o-Dichinonen, die vermutlich durch eine Michael-Addition spontan Konjugate mit
Amino-, Sulfhydryl- und Pyrrolidin-Seitenketten von Proteinen bilden [133]. Nach der
Addition des Chinons an das erste Proteinmolekul wird die resultierende diphenoli-
sche Struktur reoxidiert und kann mit einem zweiten Proteinmolekul wechselwirken,
wodurch die beiden Proteinmolekile kovalent miteinander verknUpft werden
(Abb. 1.5, oben). Prinzipiell stellen Tyrosin-Seitenketten der Proteinmolekile ebenso
phenolische Substrate fur Tyrosinasen dar und ermdglichen eine direkte Protein-
Protein-Quervernetzung (Abb. 1.5, unten). Dies setzt jedoch voraus, dass die Protei-
ne Tyrosin in der Primarstruktur enthalten und diese Tyrosin-Seitenketten an der Pro-
teinoberflache lokalisiert und frei zuganglich sind [142, 143]. Mittels der Tyrosinase

aus verschiedenen Pilzen konnten in vitro bereits einige Proteine, wie Lysozym [142],
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Casein [132] und Ribonuklease [144] quervernetzt werden, wobei hierflir zum Teil die
Zugabe von niedermolekularen, phenolischen Verbindungen, wie Chlorogensaure

oder Kaffeesaure erforderlich war.

H [o) H
OH +1/,0, o + Prot. 1-NH, OH
B —_ =
HN
TY |

NH, NH, Prot.1 NH,

COOH COOH COOH

+1,0,| TY

H o]
OH o
+ Prot. 2-NH,
H’i‘ H_Prot. 2 - HT‘
Prot.1 NH, Prot.1 NH,
COOH COOH
H H
o]

H

+1/, 0, + Prot. 4-NH, ©

—_— —_—
HN
TY
Prot.3 Prot.3 Prot.4 prot 3

Abb. 1.5: Prinzip des enzymatischen Quervernetzens von Proteinen durch Tyrosinasen (TY), ver-
andert nach [142, 143]. A: Durch o-Dichinone vermittelte Verknlpfung zweier Proteine (Prot.1 und
Prot.2). Die Positionen der Proteine 1 und 2 sind austauschbar. B: Direkte Verknipfung zweier Pro-
teine (Prot.3 und Prot.4) Gber eine Tyrosin-Seitenkette eines der beiden Proteine.

Die bei der Lebensmittelproduktion bereits industriell eingesetzten Transglutamina-
sen finden Anwendung bei der Protein-Quervernetzung in Wurstwaren und ,restruk-
turiertem” Fleisch (Formfleisch), sowie in Fisch- und Milchprodukten. Durch die en-
zymatische Verknupfung von Glutamin- und Lysin-Seitenketten wird hierbei ein drei-
dimensionalles Proteingeflecht erzeugt, welches fur Viskositat oder Festigkeit in die-

sen Produkten sorgt [145, 146]. Da Transglutaminasen aber durch die limitierte An-
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zahl an Bindungsstellen oder durch eine sterische Behinderung einige Proteine nicht
vernetzen konnen, muss insbesondere bei Molke-Proteinen fur eine Quervernetzung
bislang auf reduzierende und denaturierende Agentien, wie Dithiothreitol zurlickgeg-
riffen werden [147, 148].

Die verschiedenen Reaktionsmechanismen und unterschiedlichen Angriffspunkte der
Tyrosinase beim Quervernetzen von Proteinen erdffnen einen potentiellen Nutzen
dieser Enzyme fur die Lebensmitteltechnologie, als mdglicher Ersatz fur die bisher

verwendeten Transglutaminasen [132-134].

Bei einigen Polychaeten, Korallen und Muscheln erzeugen Tyrosinasen adhasive
Substanzen durch die kovalente Verknupfung von Dopa-haltigen Strukturproteinen
des so genannten Byssus-Organs [149]. Untersuchungen an Modellpeptiden dieser
Chinoproteine ergaben, dass diese offensichtlich durch die radikalische Kopplung
zweier Dopa-Reste zu Di-Dopa miteinander verbunden werden [150, 151]. Somit er-
gibt sich fur Tyrosinasen allgemein mindestens eine weitere Moglichkeit, Proteinmo-

lekule kovalent zu vernetzen (Abb.1.6).

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der direkten Quervernetzungsprodukte der Tyrosinase, veran-
dert nach [143]. A: Michael-Addukt (nukleophile Addition) einer Tyrosin-Seitenkette mit einer freien
Aminogruppe. B: Phenol-Kopplung zweier Tyrosin-Seitenketten. Die gewundenen, schwarzen Li-
nien symbolisieren die Peptidketten. C: Darstellung dreier enzymatisch vernetzter Peptidketten. Die
schwarzen Balken symbolisieren die kovalenten Verkniipfungen aus A und B.

Zudem wird im Fall der Byssus-Proteine aus der Miesmuschel Mytilus edulis das ent-
stehende Di-Dopa weiter zum Di-Dopachinon oxidiert, welches Uber eine Schiff-
Basen Reaktion an benachbarte Lysine binden kann, wodurch die Verbindung zwi-
schen den beiden Peptidketten verstarkt wird [150-152].

Hamocyanin aus Arthropoden, wie aus Mollusken kann zum Teil durch verschiedene

physiologische und nicht-physiologische Faktoren zu einer Phenoloxidase konvertiert
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werden [21, 22, 24, 153], obwohl in der Hamolymphe der meisten Arthropoden (mit
Ausnahme der Cheliceraten) zusatzlich eine reine Phenoloxidase nachweisbar ist
[126]. In vitro wird im Allgemeinen die Phenoloxidase-Aktivitat des Hamocyanins
durch die Zugabe von SDS induziert [25]. Hierbei wird als Ursache eine Konforma-
tionsanderung des inaktiven Proenzyms, also in diesem Fall des Oo-
Transportproteins angenommen [154, 155]. Der genaue Mechanismus dieser Aktivie-
rung, sowie der dadurch ermdglichten Katalyse von Mono- und Diphenolen wird im-
mer noch diskutiert [26, 43, 44, 156, 157].

Eine Beteiligung von aktiviertem Hamocyanin an der Quervernetzung von Proteinen
im Rahmen der Wundheilung beim Pfeilschwanzkrebs Tachypleus tridentatus wurde
bereits 2001 von Nagai, Osaki und Kawabata [153] postuliert, wenngleich die Aktivie-
rung des Hamocyanins zur Phenoloxidase in diesem Fall durch eine stéchiometri-
sche Komplexbildung mit einem Gerinnungsenzym ohne proteolytische Spaltung er-
folgt [158].

1.8 Ziele der Arbeit

Trotz jahrzehntelanger Forschung und der daraus gewonnenen Erkenntnisse Uber
die Struktur und den Reaktionsmechanismus der Tyrosinase, ist es bis heute nicht
gelungen, den komplizierten Mechanismus der o-Hydroxylierung von Monophenolen
am aktiven Zentrum des Enzyms eindeutig aufzuklaren. Diese Reaktion, welche die
Tyrosinasen von den Catecholoxidasen abgrenzt, wird vermutlich in erster Linie
durch die weniger stark eingeschrankte Zuganglichkeit des aktiven Zentrums der Ty-
rosinase gegenuber dem der Catecholoxidase ermdglicht. Die Frage, ob hierbei die
Substratbindung an das Cua-Atom oder an das Cug-Atom erfolgt, konnte jedoch bis-

lang nicht beantwortet werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, diesen Sachverhalt anhand struktu-
reller Vergleiche von Tyrosinasen und Catecholoxidasen aufzuklaren. Hierzu sollte
ein System etabliert werden, das es ermdglichte, die Tyrosinase aus einem beliebi-
gen Organismus in groRen Mengen und mit hoher Reinheit fur Rontgen-
kristallographische Studien zu isolieren. Die im Laufe dieses Vorhabens von Matoba

et al. [36] verdffentlichte Kristallstruktur der Tyrosinase aus S. castaneoglobisporus
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brachte jedoch wider Erwarten keine eindeutige Antwort auf die Frage, ob das Subs-
trat zur Hydroxylierung an Cua oder an Cug bindet.

Da offensichtlich erst die Analyse von Intermediaten der Reaktion endgultige Klarheit
in diesem Punkt erbringt, wurde das Ziel, gro3e Mengen an reiner Tyrosinase zu ge-
winnen, sowohl auf nativem, als auch auf rekombinantem Weg, dennoch verfolgt.
Dadurch sollten weiterfUhrende Studien unter Anwendung spektroskopischer Metho-
den, wie Elektronenspinresonanz-Spektroskopie oder RAMAN-Spektroskopie, sowie
molekularbiologische Techniken, wie beispielsweise ortsgerichtete Mutagenese er-
mdglicht werden. Die geschilderten Vorzige und der umfassende Kenntnisstand be-
zuglich der Tyrosinasen aus Bakterien der Gattung Streptomyces fuhrten zur Aus-

wahl der Spezies S. antibioticus als Quelle fur das Enzym.
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2. Material und Methode

2.1 Gerate und Hilfsmittel

Analytische IEF
2117 Multiphor Il, LKB, Bromma, Schweden

Autoklav
Laborautoklav LaM-3-20-ECZ-J, Adolf Wolf, Bad Uberkingen-Hausen

Binokkular
SZ-CTV, Olympus Deutschland, Hamburg

Blot-Apparaturen
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRad, Minchen

Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, BioRad, Minchen

Blockthermostat
TCR 100, Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Brutschrank

B6120, Heraeus Instruments, Hanau

Digitalkamera

Digital Ixus v3, Canon, Tokyo, Japan

Durchlaufzentrifuge

Sepatech Contifuge 17RS, Heraeus Instruments, Hanau

Eismaschine

ZBE 30-10, Ziegra-Eismaschinen, Isernhagen

Fermenter

Pilotfermenter, Bioengineering AG, Wald, Schweiz
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Fluoreszenzphotometer
F-4500, Hitachi, Tokyo, Japan

FPLC

BioLogic HR Workstation, Bio-Rad, Munchen
Auto-Injection Valve AV 7-3, Bio-Rad, Munchen
Fraction Collector Model 2128, Bio-Rad, Munchen
Software: BioLogic HR v2.1

FPLC-Saulen
HighPrep Sephacryl S-100 HR, Pharmacia Biotech, Erlangen
HighPrep Sephacryl S-300 HR, Pharmacia Biotech, Erlangen

Gasbrenner
Labogaz 206, Camping Gaz, Hattersheim

Gefriertrocknung

Lyovac GT2, Leybold-Heraeus, Kdln

Geldokumentation
Scanner: GS-800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad, Minchen
Software: Quantity One v4.5.2

Geltrocknungsanlage

Vakuum-Geltrockner, Von Keutz Laborgerate, Reiskirchen

Kaltlichtquelle
Highlight 3100, Olympus Deutschland, Hamburg

Kreisschiuttler
0S10 basic, IKA Labortechnik, Staufen

Magnetrihrer
RCT basic, IKA Labortechnik, Staufen
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Mikroskop
Axiostar Plus, Carl Zeiss AG, Gottingen

Mischer

Vortex Genie, Scientific Industries Manufacturer GmbH, Mihlheim / Ruhr

Photometer

U-3000, Hitachi, Tokyo, Japan
Cary 300, Varian, Darmstadt
Cary 1E, Varian, Darmstadt

pH-Meter
766 Calimatic, Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG, Berlin

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Minigel-Kammer, von Keutz Laborgerate, Reiskirchen

Praparative IEF
Rotofor, BioRad, Miinchen

Reinstwasseranlage
Milli-Q Plus PF, Millipore, Eschborn

Sauerstoff-Elektrode (Clark-Elektrode)
Hansatech Oxygraph DW1, Saur Laborbedarf, Reutlingen
Software: Oxyg32 v2.26

Schlauchpumpe
TVS, Meredos GmbH, Bovenden

Spannungsquellen

Power Pac-3000, BioRad, Minchen
Modell 200/2.0, BioRad, Minchen
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Tischkryostat
Julabo 10, Labotech, Wiesbaden

Ultraschallbad
Transsonic 460/H, ElIma - Hans Schmidtbauer GmbH, Singen

Ultraschallsonde

Sonifier 250, Branson Ultraschall GmbH, Kempten

Vakuumpumpen

Power Supply Model 3000xi, Biorad, Munchen

MZ2C Membran-Pumpe, BrandTech Scientific, Essex, Conneticut, USA
Laboport Membran-Pumpe, KNF Neuberger, Freiburg

Vakuumzentrifuge (SpeedVac)

Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg

Waagen

A200S, Sartorius GmbH, Gaéttingen
L200S, Sartorius GmbH, Gaéttingen
MJ 3000, YMC Co. Ltd., Kyoto, Japan

Wasserbad

Haake Phoenix C25P, Thermo Electron, Karlsruhe

Zentrifugen

Cryofuge 5000, Heraeus-Christ, Hanau

Universal 16R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
Universal 32R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
Z233 MK-2, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen
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2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in p. a. Qualitat bezogen. Die Herstellung von

wassrigen Lésungen erfolgte mit entionisiertem Reinstwasser.

Acrylamid / Bisacrylamid (37,5 : 1) (Roth, Karlsruhe)
Agar-Agar (Roth, Karlsruhe)
Ammoniummolybdat (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Ammoniumsulfat (Roth, Karlsruhe)

APS (Merck, Darmstadt)

L-Arginin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

L-Aspartat (Fluka, Neu-Ulm)

BCIP (Roth, Karlsruhe)

Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe)

BSA (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Casaminosauren (Roth, Karlsruhe)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (BioRad, Minchen)
Coomassie R 250 (Serva, Heidelberg)
L-Cystein (Merck, Darmstadt)
Dikaliumhydrogenphosphat (Roth, Karlsruhe)
Dinatriumhydrogenphosphat (Merck,Darmstadt)
DMF (Sigma-Aldrich, Steinheim)

DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim)

L-Dopa (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Dopamin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

EDTA (Roth, Karlsruhe)

Eisenchlorid (Roth, Karlsruhe)

Eisensulfat (Roth, Karlsruhe)

Essigsaure (Roth, Karlsruhe)

Ethanol (Roth, Karlsruhe)

Formaldehyd (Roth, Karlsruhe)

D(+)-Glucose (Roth, Karlsruhe)

Glycerin (Roth, Karlsruhe)

Glycin (Roth, Karlsruhe)
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Hefeextrakt (Roth, Karlsruhe)
DL-Homocystein (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Isobutanol (Roth, Karlsruhe)

L-Isoleucin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Kaffeesaure (Serva, Heidelberg)
Kaliumchlorid (Roth, Karlsruhe)
Kaliumdihydrogenphosphat (Roth, Karlsruhe)
Kaliumsulfat (Roth, Karlsruhe)
Kalziumcarbonat (Roth, Karlsruhe)
Kalziumchlorid (Roth, Karlsruhe)
Kupferchlorid (Roth, Karlsruhe)

Kupfersulfat (Roth, Karlsruhe)
Magermilchpulver (Saliter, Obergriinzburg)
Magnesiumchlorid (Roth, Karlsruhe)
Magnesiumsulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Malzextrakt (Roth, Karlsruhe)
Manganchlorid (Fluka, Neu-UIm)
Mangansulfat (Fluka, Neu-UIm)

MBTH (Sigma-Aldrich, Steinheim)
B-Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg)
Methanol (Roth, Karlsruhe)

L-Methionin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
L-Mimosin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Natriumacetat (Merck, Darmstadt)
Natriumborat (Merck, Darmstadt)
Natriumcarbonat (Roth, Karlsruhe)
Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe)
Natriumdithionit (Merck, Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Roth, Karlsruhe)
Natriumhydroxid (Roth, Karlsruhe)
Natriumglutamat (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Natriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Natriumthiosulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim)
NBT (Roth, Karlsruhe)
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PEG 1000 (Merck, Darmstadt)

Phosphorsaure (Roth, Karlsruhe)

PIPES (Roth, Karlsruhe)

PMSF (Merck, Darmstadt)

Ponceau S (Roth, Karlsruhe)

L-Prolin (Sigma-Aldrich, Steinheim)
D(+)-Saccharose (Roth, Karlsruhe)

Salzsaure (Roth, Karlsruhe)

Silbernitrat (Roth, Karlsruhe)

Sulfonsalicylsaure (Merck, Darmstadt)

TEMED (Roth, Karlsruhe)

TES (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Thiostrepton (Calbiochem, Bad Soden)
Trichloressigsaure (Serva, Heidelberg)

Tris (Roth, Karlsruhe)

Tris-Maleat (Roth, Karlsruhe)

Tryptic Soy Broth (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Tween 20 (Roth, Karlsruhe)

Tyramin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

L-Tyrosin (Merck, Darmstadt)
L-Tyrosin-Methylester (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Tyrosinase aus Agaricus bisporus (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Uricase aus Sus scrofa (Worthington, Lakewood, New Jersey, USA)
Zinkchlorid (Fluka, Neu-UIm)

Zinksulfat (Roth, Karlsruhe)

Zitronensaure (Roth, Karlsruhe)
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2.3 Mikrobiologische Arbeiten

2.3.1 Bakterien-Stamme

Streptomyces antibioticus (DSM 40234) und Streptomyces lividans (DSM 40979)
wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Braunschweig bezogen. Die Stammhaltung der Kulturen erfolgte auf dem
empfohlenen Medium (DSM-Medium 65). Zur Produktion der extrazellularen Tyrosi-
nase wurden verschiedene synthetische Medien eingesetzt [159-161]. Alle Kulturme-

dien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert.

2.3.2 Medien

GYM Streptomyces Medium (DSM-Medium 65)

Glucose 4,0 g/l
Hefeextrakt 4,0 g/l
Malzextrakt 10,0 g/l

Der pH-Wert wurde mittels 1 M NaOH auf 7,2 eingestellt. Fur die Herstellung von
Schragagarréhrchen wurden 1,2 % (w/v) Agar-Agar und 0,2 % (w/v) CaCO3; zugege-

ben.

Chemical Defined Medium (Katz & Betancourt 1988)

Na-Glutamat 8,0 g/l
L-Aspartat 2,049/

L-Prolin 2,049/
KCI 0,5 g/l
MgSO4 0,5 g/l
KH2PO4 1,59/l

Der pH-Wert wurde mittels 1 M NaOH auf 7,2 eingestellt.
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Zur Induktion der Tyrosinase-Expression wurden dem Medium Glucose (Endkon-
zentration: 10 mM), L-Methionin (Endkonzentration: 0,1 mM) und Kupfersulfat (End-

konzentration: 4 uM) zugesetzt.

AGMIT-Medium (Suter 1978) AGMI-Medium (Claus 1983)
Glycerin 15,0 g/l Glycerin 15,0 g/l
L-Arginin 5,04/ L-Arginin 5,0 g/l
Na-Glutamat 5,0 g/l Na-Glutamat 5,0 g/l
L-Methionin 0,3 g/l L-Methionin 0,3 g/l
L-Isoleucin 0,3 g/l L-Isoleucin 0,3 g/l
L-Tyrosin 1,0 g/l K2HPO4 0,5 g/
KoHPO4 0,5 g/l MgSO4 0,2 g/l
MgSOq4 0,2 g/l CaCl, 0,01 g/l
CaCl, 0,01 g/l FeSO, 0,01 g/l
FeSO, 0,01 g/l CuSOq4 0,01 g/l
CuSOq4 0,01 g/l ZnS0Oq4 0,01 g/l
ZnS0Oy, 0,01 g/l MnSO, 0,04 g/l
MnSO,4 0,04 g/l

GM-Medium (Claus 1983)

Glycerin 15,0 g/l
Na-Glutamat 5,0 g/l
L-Methionin 0,3 g/l

KoHPO,4 0,5 g/l
MgSO,4 0,2 g/l
CaCl, 0,01 g/l
FeSO, 0,01 g/l
CuSOq4 0,05 g/l
ZnSOy4 0,01 g/l
MnSO4 0,04 g/l

Der pH-Wert wurde in allen drei Medien mittels 1 M NaOH auf 7,0 eingestellt.
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2.3.3 Kultivierung von Streptomyces spec.

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen. Samtliche Medien und
Glasgerate wurden autoklaviert, GefalRe grundsatzlich nur kurz gedffnet und vor dem
Wiederverschlielien Uber einem Gasbrenner abgeflammt. Die Arbeitsflache wurde

vor und nach den Arbeiten mit 70 % Ethanol desinfiziert.

2.3.3.1 Anlegen von Dauerkulturen

500 mg gefriergetrocknetes DSMZ-Kulturmaterial wurden in 1 ml Medium aufge-
quollen und homogenisiert. Mit je 50 - 100 ul dieser Zellsuspension wurden Schraga-
garrohrchen mit GYM-Medium beimpft und mindestens 7 Tage bei 28 °C bis zur
Ausbildung von Luftmycel und Sporen inkubiert. Die Kulturen konnten dann bei

Raumtemperatur mehrere Wochen aufbewahrt werden.

2.3.3.2 Herstellung von Sporensuspensionen

Die bewachsenen Schragagarrohrchen wurden mit je 1 ml sterilem Wasser abge-
spult. Die Suspension diente als Inokulum fur die Hauptkulturen. 500 pl dieser Spo-
rensuspension, vermischt mit 600 ul Glycerin konnten nach Schockgefrieren in flls-

sigem Stickstoff mehrere Monate bei -80 °C gelagert werden.

2.3.3.3 Kultivierung von S. antibioticus im Labor-Mal3stab und Aufarbeitung der

Kulturtiberstande

150 - 500 ml Medium in Erlenmeyerkolben mit Schikanen wurden mit 1 ml Sporen-
suspension beimpft und 3 - 7 Tage bei 22 - 25 °C und 150 Upm inkubiert. Zur Ermitt-
lung von Tyrosinase-Aktivitat und Proteingehalt in der Kultur wurden in regelmafigen
Abstanden Proben entnommen.

Das Mycel aus den Kulturen wurde anschlief3end 15 min bei 5000 g und 4 °C abzent-
rifugiert, der Kulturiberstand Uber einen Papierfilter (MN 615%4, Machery-Nagel, Du-
ren) filtriert und nach Zugabe von 1 % (v/v) Glycerin 1 - 2 Tage gefriergetrocknet.
Hierzu wurde die Probe in einem 1 | - Rundkolben bei -80 °C flir mehrere Stunden

eingefroren und anschlieRend bei Raumtemperatur einem Vakuum ausgesetzt.
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Das glycerinhaltige Lyophilisat wurde mit 10 ml PIPES-Puffer aus den Rundkolben
gespult und gegen 5 | Wasser, dem 50 pl einer 10 mM Kupfersulfat-Lésung (0,1 uM
Endkonzentration) zugegeben wurden dialysiert, um Salze und einen Teil der braun-
schwarzen Pigmente zu entfernen.

Das Dialysat wurde ein weiteres Mal gefriergetrocknet und in Puffer resuspendiert.
Alternativ wurden die Proben mittels Vakuum-Zentrifugation innerhalb von 1 - 3 h auf

etwa die Halfte eingeengt.

2.3.3.4 Kultivierung von S. antibioticus im halb-technischen Mal3stab und Auf-

arbeitung der Kulturiiberstande

4 x 500 ml GYM-Medium wurden mit je 1 ml Sporensuspension von einer 8 Wochen
alten Schragagarkultur angeimpft und 3 Tage bei 30 °C und 180 Upm inkubiert.
Anschlieflend wurden 50 | steriles GM-Medium im Fermenter (Abb. 2.1) mit den 2 |
Vorkultur angeimpft und 3 Tage inkubiert.

Abb. 2.1: Pilotfermenter mit Rihraufsatz und Steuereinheit. Durch das Sichtfenster (vergroRerte
Darstellung rechts) konnte der Zustand der Kultur Gberwacht werden.
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Die Fermentationstemperatur betrug 30 °C, die Drehzahl des Ruhrwerks betrug
300 Upm. Nach 48 h wurden diese Werte auf 20 °C und 150 Upm reduziert. Die Be-
gasung des Ansatzes erfolgte mit 100 % Luft. Auf eine Einstellung des pH-Werts
wurde verzichtet. Zur Ermittlung von Tyrosinase-Aktivitat und Proteingehalt in der
Kultur wurden nach 0 h, 22 h, 30 h, 48 h und 69 h Proben entnommen. Am Ende der
Fermentation wurden die Zellen mittels einer Durchlaufzentrifuge und einer
Schlauchpumpe mit 6000 g und 300 ml/min abgetrennt.

Nach dem Abtrennen der Zellen wurde der Kulturiberstand auf 10 | - Kunststoffeimer
verteilt und zu den jeweils etwa 8 | Kulturiberstand sukzessive je 3 kg Ammonium-
sulfat unter Rihren zugegeben. Die dadurch eingeleitete Protein-Fallung erfolgte fur
24 - 72 h unter standigem Ruhren bei 7 °C.

Das Ammoniumsulfat-Prazipitat wurde in der Durchlaufzentrifuge mit 19000 g bei
13 °C abgetrennt. Hierzu wurde das Volumen aus einem Eimer zunachst mit einer
Flussrate von 150 ml/min durch die Zentrifuge geleitet, anschlieRend erneut mit
100 ml/min. Das resultierende Pellet (insgesamt ca. 600 ml) wurde dann 20 min mit
20000 g bei 4 °C abzentrifugiert, dekantiert und 24 - 72 h gegen Leitungswasser dia-
lysiert. Das Dialysat (ca. 150 ml) konnte bei -20 °C mehrere Monate ohne Verlust an

Tyrosinase-Aktivitat gelagert werden.
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2.4 Molekularbiologische Arbeiten

2.4.1 Bakterienstamm

Als Wirtsorganismus fiir die heterologe Uberexpression der Tyrosinase aus Strepto-
myces antibioticus diente Streptomyces sp. (R66; DSM 40979). Dieser Wildtyp-
Stamm wurde 1965 von Krasilnikov [162] als Actinomyces lividans und 1970 von
Pridham [163] als Streptomyces lividans beschrieben. Bereits 1983 wurde er von
Katz et al. [91] zur Expression des Tyrosinase-Gens aus Streptomyces antibioticus

eingesetzt.

2.4.2 Plasmid

Der Vektor plJ702 (ATCC-39155) wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC) uber LGC Promochem, Wesel bezogen.

Das Plasmid beinhaltet das Tyrosinase-Gen (mel) aus Streptomyces antibioticus,
sowie das Thiostrepton-Resistenz-Gen (fsr) aus Streptomyces azureus [164]. Der
Ursprungsvektor plJ350, ein Derivat des high-copy-Plasmids plJ102, liegt in 40 - 300
Kopien pro Genom vor und hat ein sehr breites Wirtsspektrum Uber die Spezies
Streptomyces hinaus [165].

melC2

tsr

Abb. 2.2: Plasmid-Vektor plJ702 mit dem mel-Gen aus Streptomyces antibioticus. Dieses beinhaltet
neben den Struktur-Genen fir die Apotyrosinase (melC2) und das assoziierte Hilfsprotein (melC17) ein
Thiostrepton-Resistenz-Gen (tsr).
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2.4.3 Medien

CRM-Medium
Saccharose 100,3 g/l
Tryptic Soy Broth 20,0 g/l
MgCl, 10,0 g/l
Hefeextrakt 7,54/l
Glycin 7,549/l

Der pH-Wert wurde mittels 1 M NaOH auf 7,0 eingestellt.
Nach dem Autoklavieren wurden pro Liter Medium 10 ml einer 1 M CaCl,-Lésung

(Endkonzentration: 10 mM) steril zugegeben.

R2YE-Medium
Saccharose 100,3 g/l
K2SO4 0,25 g/l
MgCl, 10,0 g/l
Glucose 10,0 g/l
Casaminosauren 0,1 g/l
Spurenelementlésung 0,2 % (viv)
Hefeextrakt 54l
TES 5,73 g/l
Agar-Agar 25 g/l

Nach dem Autoklavieren wurden pro Liter Medium folgende Komponenten steril zu-

gegeben:
KoHPO4 [0,5 % (W/v)] 10,0 ml
CaCly (5 M) 4,0 ml
L-Prolin [20 % (w/v)] 15,0 mi
NaOH (1 N) 7,0 mi
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HA-Medium
Glucose 4,0 g/l
Hefeextrakt 4,0 g/l
Malzextrakt 10,0 g/l

Der pH-Wert wurde mittels 1 M NaOH auf 7,3 eingestellt. Fur die Herstellung von
Agarplatten wurden 1,2 % (w/v) Agar-Agar zugegeben.

Nach dem Autoklavieren wurden pro Liter Medium folgende Komponenten steril zu-

gegeben:
CaCly (1 M) 1,0 mi
Thiostrepton (50 mg/ml) 1,0 ml

Thiostrepton wurden in DMSO geldst. Die Losung ist autosteril und muss nicht filtriert

werden.

2.4.4 Puffer und L6ésungen

Spurenelementlésung

ZnCl, 40 mg/l
FeCl; - 6 H,O 200 mg/I
CuCl, - 2 H,O 10 mg/l
MnCl; - 4 H,O 10 mg/l
NazB4Os - 10 H,O 10 mg/l
(NH4)sM07024 - 4 H,0 10 mg/l
TES-Puffer
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
Saccharose 10 % (W/v)
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Protoplastierungspuffer (P-Puffer)

Saccharoselosung [12 % (w/v)] 85,5 ml
Spurenelementldsung 0,2 ml
TES (0,25 M; pH 7,2) 10,0 ml
MgCl; - 6 H,O (1 M) 1,0 ml
K2SO4 (140 mM) 1,0 ml
KH2PO4 (40 mM) 1,0 mi
CaCl; - 2 H,0 (250 mM) 1,0 ml

Transformationspuffer (T-Puffer)

Saccharoselosung [12 % (w/v)] 1,0 mi
Spurenelementldsung 0,03 mi
PEG 1000 [50 % (w/v)] 5,0 ml
K2SO4 (140 mM) 0,1 ml
CaCl, - 2 H,0 (5 M) 1,0 ml
Tris-Maleat (0,5 M; pH 8,0) 1,0 ml
KH2PO4 (40 mM) 0,1 ml
MgCl; - 6 H,O (1 M) 0,1 ml
Aqua deion. 2,0 ml

Samtliche Medien und Losungen wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert. Bei allen

nachfolgenden Schritten wurde auf Sterilitdt geachtet.

2.4.5 Protoplastierung

100 ml einer 36 - 48 h alten, in CRM-Medium gewachsenen Kultur wurde 10 min bei
2100 g und 4 °C zentrifugiert, zweimal mit je 20 ml TES-Puffer gewaschen und an-
schlielend in 10 ml P-Puffer mit 2 mg/ml Lysozym resuspendiert.

Der Protoplastierungsansatz wurde 60 min bei 30 °C unter leichtem Schutteln inku-
biert (mikroskopische Uberpriifung in 15-minitigen Abstanden). Nach ausreichender
Protoplastierung wurde der Ansatz auf Eis gestellt und die Reaktion durch Zugabe

von 5 ml eiskalten P-Puffer gestoppt.
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Zur Abtrennung von Mycel-Resten wurde der Ansatz durch sterile Miracloth-
Membranen (Calbiochem, Bad Soden) filtriert, die Filtrationseinheit nochmals mit
2 ml P-Puffer durchspult und das Filtrat 10 min bei 700 g und 4 °C zentrifugiert. Die
Protoplasten wurden vorsichtig in 0,5 - 3,0 ml P-Puffer resuspendiert und zu 100 pl-
Aliquoten bei -70 °C eingefroren. Zur Verwendung wurden die Protoplasten schnell
unter lauwarmem Wasser aufgetaut.

Zur Uberprifung des Anteils nicht-protoplastierter Zellen wurden 20 pl der Protoplas-
tensuspension mit 200 pl sterilem H,O gemischt und der Ansatz auf eine R2YE-
Platte ausplattiert. Eine R2YE-Platte, die mit 20 ul Protoplastensuspension in 200 pl
P-Puffer beimpft wurde, diente als Vergleich, da in diesem Ansatz auch protoplastier-

te Zellen wachsen konnen.

2.4.6 Transformation

Das Einbringen von Plasmid-DNA in Streptomyces-Protoplasten wurde durch die
PEG-vermittelte Transformation nach Hopwood et al. [166] realisiert. Alle Schritte
erfolgten, sofern mdglich auf Eis. 100 pl Protoplastensuspension (etwa 10° regenera-
tionsfahige Zellen) wurden mit 100 ul P-Puffer verdinnt. Nach Zugabe von 5 - 10 ug
Plasmid-DNA in einem Volumen von maximal 10 pyl wurde der Ansatz unmittelbar mit
500 pl T-Puffer versetzt und vorsichtig durchmischt. Der Transformationsansatz wur-
de nach 30 min Inkubation auf 3 - 4 R2YE-Platten ausplattiert und zur Regeneration
14 h bei 28 °C inkubiert. Zur Selektion wurden die Platten mit je 200 ul Thiostrepton-
Losung (5 mg/ml) Uberschichtet und 3 - 5 Tage inkubiert. Einzelkolonien wurden mit
sterilen Zahnstochern gepickt und zur weiteren Selektion auf HA-Platten mit 50 ug/mi

Thiostrepton ausgestrichen.

2.4.7 Kultivierung des Produktionsstamms

Selektionierte Transformanten wurden in 500 ml AGMIT-Medium kultiviert, dem ne-
ben 50 ug/ml Thiostrepton 10 mM Glucose zugesetzt wurde. Nach 48 - 72 h Inkuba-
tion bei 30 °C und 150 Upm wurden die Zellen 15 min bei 5000 g und 4 °C abzentri-
fugiert, in 10 ml 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,0 resuspendiert und mittels Ultraschall-
Sonde aufgeschlossen. Der Zellextrakt wurde anschlieRend 15 min bei 20000 g zent-

rifugiert, der Uberstand wurde flr die weitere Aufarbeitung bei -32 °C gelagert.
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2.5 Proteinbiochemische Arbeiten

2.5.1 Puffer und Lésungen

Puffer fur die Enzym-Aufreinigung und biochemische Charakterisierung

100 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,0)

50 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,2)

25 mM Na-Acetatpuffer (pH 5,5)

25 mM  PIPES-Puffer (pH 7,0)

Eurypelma-Puffer (pH 7,8): 100 mM Tris
5 mM CaCl,
5 mM MgCl,
Ringer-Lésung (pH 7,8): 0,9 % (w/v)  NaCl
0,02 % (w/v)  KCI
10 mM CaCl,
10 mM MgCl,

0,01 % (wv)  NaHCO;

Fir die FPLC wurden die Puffer durch 0,2 um Filter (Supor-200 Membran, Pall Cor-
poration, Ann Arbor, Michigan, USA) sterilfiltriert und mittels Unterdruck entgast.

Puffer und Losungen fur die Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngelpuffer: 1,5 M Tris (pH 8,8)

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris (pH 6,8)
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Denaturierungspuffer:

Probenpuffer (native PAGE):

Laufpuffer (SDS-PAGE):

Laufpuffer (native PAGE):

25 % (v/v) Sammelgelpuffer

20 % (v/v) Glycerin

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
5 % (viv) H,O
4 % (w/v) SDS

+ Spatelspitze Bromphenolblau

50 % (v/v) Glycerin

+ Spatelspitze Bromphenolblau

0,2 M Tris
0,15 M Glycin
0,08 % (w/v) SDS

0,1 M Tris
0,75 M Glycin

Losungen fur die Coomassie-Farbung

Farbeldsung:

Entfarbel6sung:

Losungen fur die Silber-Farbung

50 % Methanol-Ldsung:

5 % Methanol-Ldsung:

50 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

0,5 % (w/v) Coomassie R 250

40 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

50 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

5 % (v/v) Methanol

7 % (v/v) Essigsaure
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Enhancer-Losung: 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat

Farbeldsung: 0,2 % (wl/v) Silbernitrat
0,075 % (v/v) Formaldehyd

Entwicklerlosung: 6 % (w/v) Natriumcarbonat
0,004 % (w/v) Natriumthiosulfat
0,05 % (v/v) Formaldehyd

Stopp-L6sung: 2 M Zitronensaure

Puffer und Losungen fir Western Blots

Tris-Glycin-Puffer (pH 8,3): 192 mM Glycin
25 mM Tris
10% (v/v) Methanol

Transferpuffer: 39 mM Glycin
48 mM Tris
0,037 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol

Ponceau S-Losung: 3 % (wl/v) Trichloressigsaure
3 % (w/v) Sulfonsalicylsaure
0,2 % (w/v) Ponceau S

TBS (pH 7,4): 100 mM Tris
1,4 M NacCl
TBST: 10 % (v/v) TBS

0,3 % (v/iv) Tween 20

Blockldsung: 10 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
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Entwicklungspuffer (pH 9,5): 100 mM Tris
1 M NaCl
50 mM MgCl,
BCIP-Lésung: 50 mg/ml BCIP in DMF
NBT-L6sung: 50 mg/ml NBT in 70 % (v/v) DMF
Entwicklungslésung: 1 ml Entwicklungspuffer
9 ml H,O

33 pl BCIP-Losung
66 ul NBT-Losung

2.5.2 Aufreinigung der extrazellularen Tyrosinase aus dem Kulturtuberstand

2.5.2.1 Kationen-Austausch-Saulen

Vor der Aufreinigung mit Kationen-Austausch-Saulen (Vivapur Maxi S (H); VS-
IX20SHO08, Vivascience, Hannover) wurde die Probe mit Essigsaure auf pH 7,0 ein-
gestellt, bei 12000 g abzentrifugiert und durch einen 0,2 ym Membranfilter (Acrodisc
Syringe Filter, Pall Gelmann Laboratory, Dreieich) steriffiltriert.

Um das Austauscher-Material zu equilibrieren wurden 5 ml 25 mM Na-Acetatpuffer,
pH 5,5 auf die Saule gegeben und 5 min bei 500 g und 4 °C zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde die Saule mit 2 x 10 ml Probe beladen und 2 x 5 min bei 500 g und 4 °C
zentrifugiert. Die Saule wurde dann 3 x mit 10 ml 25 mM PIPES-Puffer, pH 7,0 flr
5 min bei 500 g und 4 °C gewaschen und die Probe mit 5 ml 25 mM PIPES-Puffer,
pH 7,0 mit 1M NaCl flr 5 min bei 500 g und 4 °C eluiert. Das Eluat wurde mittels Va-
kuum-Zentrifugation fur 2 - 3 h bei 45 °C um den Faktor 4 - 5 eingeengt.

Zur Beurteilung der Beladungskapazitat der Saulen wurden Durchflu® und Wasch-

wasser aufbewahrt und Tyrosinase-Aktivitat und Proteingehalt gemessen.

42



Material und Methode

2.5.2.2 Kationen-Austausch (batch-Verfahren)

10 g Austauscher-Material (Servacell P23 oder CM32, Serva, Heidelberg) wurden in
500 ml 25 mM Na-Acetatpuffer pH 5,5 suspendiert und Gber Nacht bei 4 °C equillib-
riert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Sediment mit 50 ml Probe durch-
mischt. Der pH-Wert der Probe wurde zuvor mit Essigsaure auf 7,0 eingestellt. Nach
1 h bei 4 °C wurde das Sediment 10 min bei 500 g und 4 °C abzentrifugiert und bis
zur volligen Entfarbung 4- bis 5mal mit Aqua deion. gewaschen. Die Probe wurde
anschlieBend 1 - 3 h bei 4 °C mit 5 bis 10 ml 25 mM PIPES-Puffer mit 1 M NaCl bei
pH 7,0 eluiert. Das Sediment wurde dann 15 min bei 1000 g und 4 °C abzentrifugiert
und der Uberstand mittels Vakuum-Zentrifugation konzentriert.

2.5.2.3 Anionen-Austausch (batch-Verfahren)

10 g Austauscher-Material (Servacell DEAE52, Serva, Heidelberg) wurden in 500 ml
25 mM Na-Acetatpuffer pH 5,5 suspendiert und Uber Nacht bei 4 °C equillibriert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Sediment mit 10 ml Probe durchmischt. Der pH-
Wert der Probe wurde zuvor mit Essigsaure auf 7,0 eingestellt. Das Sediment wurde
sofort fur 15 min bei 2500 g und 4 °C abzentrifugiert und verworfen, der nun farblose

Uberstand wurde fiir weitere Aufreinigungsschritte verwendet.

2.5.2.4 GrolRenausschluss-Chromatographie (SEC)

Die Aufreinigung der Tyrosinase erfolgte mittels GroRenausschluss-Chromatographie
an einer FPLC-Anlage bei Raumtemperatur. Die von den Saulen eluierenden Protei-
ne wurden in einem Durchflussphotometer mit einer optischen Weglange von 5 mm
bei einer Wellenlange von 280 nm detektiert.

FUr diesen Reinigungsschritt wurde eine Sephacryl S-100 Saule 16/60 verwendet,
die sich fur die Trennung von Proteinen in der GroRenordnung von 1 - 100 kDa eig-
net. 2 - 4 ml Probe wurden in 25 mM PIPES-Puffer, pH 7,0 mit 150 mM NaCl bei ei-
ner Flussrate von 0,4 ml/min aufgetrennt. Die Fraktionen wurden zu je 1,5 ml in ei-
nem Sammler aufgefangen, Fraktionen mit Tyrosinase wurden vereinigt und nach
Zugabe von 2 % (w/v) Glycerin mittels Gefriertrocknung zunachst lyophilisiert, in 1 - 2

ml Wasser resuspendiert und dialysiert.
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2.5.3 Isolation von Hamocyanin aus der Hamolymphe von Eurypelma californi-

cum

Vogelspinnen der Spezies Eurypelma californicum wurden von der Firma ,North Ca-
rolina Biological Supply® (Charlotte, North Carolina, USA) bezogen und im Institut
gehalten. Die Tiere lebten einzeln bei 23 - 25 °C und 50 - 55 % Luftfeuchtigkeit. Der
Wechsel von Licht und Dunkel erfolgte in einem 12 Stunden Rhythmus.

Zur Gewinnung der Hamolymphe wurde das dorsal gelegene Perikard mit einer Ka-
ndle punktiert. Die austretende Hamolymphe wurde mit einer Pasteurpipette aufge-
nommen und sofort im Verhaltnis 1:2 mit eiskaltem Eurypelma-Puffer verdinnt. An-
schlieend wurde die Hamolymphe fur 20 Minuten bei 4 °C und 15000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde fiir die weitere Aufreingung verwendet.

Die Reinigung des 24-meren Hamocyanins wurde durch GréRenausschluss-
Chromatographie mit einer Sephacryl S-300 16/60 HR Saule durchgefliihrt. Pro Lauf
wurden 20 - 50 mg Protein aufgetragen. Die Elution erfolgte bei einem Fluss von
0,6 ml/min mit Eurypelma-Puffer. Die Reinheit der hamocyaninhaltigen Fraktionen

wurde absorptionsspektroskopisch Uberprift.

2.5.4 Extraktion von Proteinen aus der Kutikula von Eurypelma californicum

2 Exuvien (3 - 4 Tage alt) ohne Beine wurden zerteilt, in 1,5 | Ringerldsung mit
10 mM CaCl; und 10 mM MgCl, gewaschen, uUber einem Faltenfilter abgespuilt und
mit Papiertichern getrocknet. Anschlie®end wurden die Fragmente mit flussigem
Stickstoff fein zermorsert und in ein 15 ml - Falcon Uberfuhrt. 1 ml des Exuvien-
Pulvers wurde mit 1,5 ml Ringerlésung mit 0,2 mM PMSF versetzt und fir 2 - 24 h
bei 4 °C unter Ruhren inkubiert. Die Feststoffe wurden anschlielRend abzentrifugiert.
Ein zweiter Ansatz wurde parallel mit 50 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5,2 durchgeflhrt.
Die Extrakte wurden mittels SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt hin untersucht.

2.5.5 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit Standard-Protokollen nach

Bradford (Proteinfarbung mit Coomassie Brillant Blue G-250) und Lowry (modifizierte
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Biuret-Reaktion) durchgefuhrt. In beiden Testsystemen wird die Absorption eines

Farbstoffkomplexes nach Ablauf einer bestimmten Inkubationszeit ermittelt.

2.5.5.1 Bradford-Test

Beim Bradford-Test [167, 168] erfolgt die Bindung von Coomassie Brillant Blue G-
250 an Proteine in saurer Losung. Die anionische Form des Farbstoffs bildet stabile
Komplexe mit kationischen und hydrophoben Aminosauren, wodurch sich das Ab-
sorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm verschiebt [169]. Die
Absorption bei 595 nm ist laut Hersteller beim Standard-Test im Bereich von 0,2 - 0,9
mg/ml proportional zur Proteinkonzentration und dient als Messgrol3e. Beim leicht
modifizierten Micro-Test liegt der Proportionalitatsbereich bei 1,2 - 25,0 pg/ml Pro-
tein. Die Variabilitat der Farbung zwischen verschiedenen Proteinen ist relativ gering,
allerdings lauft die Reaktion in saurem Milieu ab, in dem viele Proteine ausfallen. Ei-
nige Detergenzien, wie SDS oder Triton X-100 storen den Test, Reduktions- und De-
naturierungsmittel beeinflussen das Ergebnis hingegen auch in hohen Konzentratio-

nen nicht.

Ablauf der Proteinbestimmung nach Bradford:

- Je 100 ul Standard und Probe in Reagenzglasern vorlegen
- 5 ml verdinntes Reagenz (Coomassie Brilliant Blue G-250) zugeben
- mischen und mindestens 10 min inkubieren

- Absorption bei 595 nm bestimmen

Als Referenz diente Rinderserum-Albumin in definierten Konzentrationen, zur Ermitt-
lung des Blindwertes wurde Reinstwasser verwendet. Anhand der hiermit erstellten
Kallibriergeraden konnen die Proteinkonzentrationen der untersuchten Proben ermit-

telt werden.

2.5.5.2 Lowry-Test

Beim Lowry-Test [170] bilden Proteine mit Cu®*-lonen in alkalischer Lésung Komple-

xe (Biuret-Reaktion), wobei die Cu?*-lonen vermutlich zu Cu*-lonen reduziert werden.
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Diese bilden mit dem Folin-Ciocalteau Reagenz einen instabilen blauen Komplex,
dessen Absorption bei 750 nm gemessen wird [171]. Der Bereich der Proportionalitat
zwischen Absorptionssignal und Proteinkonzentration liegt hier laut Herstellerangabe
zwischen 2 und 2000 ug/ml. Die Intensitat der Farbung verschiedener Proteine glei-
cher Konzentration variiert allerdings in diesem Testsystem deutlich starker als bei-
spielsweise beim Bradford-Test. Auch ist dieser Test deutlich anfalliger gegenuber
storenden Substanzen, wie Detergenzien und verschiedene Pufferbestandteile.

Ablauf der Proteinbestimmung nach Lowry:

- Je 200 yl Standard und Probe in Eppendorf-Reaktionsgefal’en vorlegen
- 1 ml Lowry-Reagenz (Pierce, Rockford, Illinois, USA) zugeben

- mischen und exakt 10 min inkubieren

- 100 pl verdiintes FC-Reagenz (Pierce, Rockford, lllinois, USA) zugeben
- mischen und 30 min im Dunkeln inkubieren

- Absorption bei 750 nm bestimmen

Fur Proteinstandards wurde Rinderserum-Albumin verwendet, fir den Blindwert wur-

de Wasser eingesetzt.

2.5.5.3 Konzentrationsbestimmung durch Absorptionsmessung bei 280 nm

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in Proben mit der Tyrosinase aus Streptomy-
ces antibioticus kann nach vollstandiger Reinigung des Enzyms die Messung der
Absorption bei 280 nm herangezogen werden. Der von Jackman, Hajnal und Lerch
[172] ermittelte molare Extinktionskoeffizient von 82,1 x 10®* M cm™ fiir die Tyrosi-
nase aus Streptomyces glaucescens dient hierbei zur Berechnung der Konzentration

nach dem Lambert-Beerschen Gesetz.

2.5.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes lassen sich Proteine in Polyacrylamid-
Gelen gemal ihrer Nettoladung und ihres Molekulargewichts auftrennen. Die Zugabe

des anionischen Detergenz SDS fuhrt zur Bildung negativ geladener SDS-Protein-
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Komplexe mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhaltnis. SDS denaturiert die Pro-
teine zudem und verhindert Protein-Protein-Wechselwirkungen. Die SDS-Protein-
Komplexe verschiedener Proteine unterscheiden sich somit nur in ihrer GroRe und
werden in der pordsen Gelmatrix durch den Molekularsiebeffekt gemal ihres Stokes-
Radius und damit ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Bei der Elektrophorese nati-
ver Proteine bestimmt in erster Linie die Nettoladung die Laufweite und vor allem die
Laufrichtung im elektrischen Feld.

2.5.6.1 SDS-PAGE

Die Durchfuhrung der SDS-PAGE erfolgte nach See und Jackowski [173], einer mo-
difizierten Form des diskontinuierlichen Puffersystems von Laemmli [174]. Die Grole
der Gele betrug etwa 10 x 12 x 0,4 cm. Vor der Elektrophorese wurden die Proben
10 - 15 min bei 95 °C in SDS-haltigem Denaturierungspuffer inkubiert. Fur eine voll-
standige Denaturierung der Proteine enthielt der Puffer 10 % (-Mercaptoethanol zur
reduktiven Spaltung von Disulfid-Bricken. Die Elektrophorese wurde bei Raumtem-
peratur und einer Spannung von 80 V (Sammelgel) bzw. 110 V (Trenngel) in einer
Minigel-Kammer durchgefihrt.

Als Molekulargewichtsmarker dienten High Molecular Weight Standard (Sigma-
Aldrich, Steinheim) mit 6 Standard-Proteinen zwischen 30 und 200 kDa, Precision
Plus Protein Standard (Bio-Rad, Minchen) mit synthetischen Proteinen von 10, 15,
20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa oder Rotimark (Roth, Karlsruhe) mit syn-
thetischen Proteinen von 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 und 150 kDa.

Trenngel-Zusammensetzung fur jeweils 4 Minigele:
5% 75% 10% 125%

Acrylamid / Bisacrylamid 4,66 ml 7,0ml 9,34 ml 11,7 ml
Trenngelpuffer (pH 8,8) 70m  70ml 70ml 7,0ml

H,0 154 ml 13,0ml 10,7 ml 8,36 ml
10 % (w/v) SDS 560l 560l 560 pl 560
TEMED 28yl 28pl 28ul 28l

2 % (wiv) APS 420 pl 420 420p1 420 i
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Sammelgel-Zusammensetzung fir jeweils 4 Minigele (3 %):

Acrylamid / Bisacrylamid 2,0 ml
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 5,0 ml

H20 12,3 ml
10 % (w/v) SDS 400 pl
TEMED 40 l

2 % (wiv) APS 300

2.5.6.2 Native PAGE

Bei der nativen PAGE wird auf eine Hitze-Denaturierung der Proteine, sowie auf re-
duzierende Agenzien und SDS verzichtet. Vielmehr erfolgt eine Auftrennung der na-
tiven Proteine und Protein-Komplexe gemaf ihrer Nettoladung und ihrer GréRe. Die
Elektrophorese wurde bei 4 °C und einer Spannung von 80 V (Sammelgel) bzw.
110 V (Trenngel) durchgefuhrt.

Trenngel-Zusammensetzung fur jeweils 4 Minigele:
5% 75% 10% 125%

Acrylamid / Bisacrylamid 4,66 ml  7,0ml 9,34 ml 11,7 ml
Trenngelpuffer (pH 8,8) 70m 70ml  7,0ml 7,0 ml

H,0 159ml 13,6ml 112ml 8,92 ml
TEMED 28yl 28yl 28ul 28yl
2 % (w/v) APS 420l 420yl 420l 420 pl

Sammelgel-Zusammensetzung fur jeweils 4 Minigele (3 %):

Acrylamid / Bisacrylamid 2,0 ml
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 5,0 ml

H20 12,4 ml
TEMED 40 ul
2 % (w/v) APS 300 ul
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2.5.6.3 Coomassie-Farbung

Die Farbung der Gele erfolgt direkt im Anschluss an die Elektrophorese nach der Me-
thode von See und Jabowski [173] mit Coomassie Brilliant Blue R-250. Dieser Farb-
stoff bindet unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten von Proteinen,

die Nachweisgrenze liegt bei 200 - 400 ng Protein pro Bande.

2.5.6.4 Silberfarbung

Zur Visualisierung von Banden in Gelen von Proben mit geringer Proteinkonzentrati-
on wurde eine Silberfarbung nach Blum, Beier und Gross [175] durchgefuhrt. Dabei
bilden Ag’-lonen Komplexe mit Glutamat-, Aspartat- und Cystein-Resten. Reduktion
fuhrt zur Bildung von elementarem Silber, das sich an die Proteine anlagert. Da ver-
schiedene Proteine mit unterschiedlicher Intensitat angefarbt werden, eignet sich
diese Methode nicht zur Quantifizierung der Proteinbanden, zumal sich die unspezifi-
sche Wechselwirkung von Silber nicht auf Proteine beschrankt, sondern auch Nuk-
leinsduren und Kohlenhydrate angefarbt werden. Die Nachweisgrenze liegt bei 5 ng

Protein pro Bande. Die Farbung erfolgte nach dem unten stehenden Schema.

mindestens 1 h 50 % Methanol-Losung
20 min 5 % Methanol-L6sung
20 min HxO
1 min Enhancer-L6sung
3x20s HO
20 min Farbelésung
3x20s HyO
bis Banden sichtbar werden Entwicklerlésung

dann Stopp-Ldsung

2.5.7 Western Blot

Der Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf Membranen erfolgte unter
Verwendung zweier unterschiedlicher Protokolle. Fir die spatere N-terminale Se-

quenzierung wurden Tyrosinasen mittels Tank-Blot auf PVDF-Membranen (Immobi-
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lon-P, 0,45 um PorengrofRe, Millipore, Eschborn) transferiert [176], der immunologi-
sche Nachweis von Hamocyaninen erfolgte auf Nitrocellulose-Membranen (Protean
BA830, 0,2 um Porengrofe, Schleicher und Schuell, Dassel) mittels ,Semi-Dry“-
Blotten nach der Methode von Khyse-Anderson [177].

2.5.7.1 Elektrotransfer auf PVDF-Membranen

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel fur 5 min in Tris-Glycin Puffer
inkubiert, die PVDF-Membran wurde einige Sekunden lang mit 100 % Methanol be-
feuchtet und in Tris-Glycin Puffer eingelegt. Zwischen zwei puffergetrankte
Schwamme wurden daraufhin Filterpapier, Gel, Membran und wieder Filterpapier
luftblasenfrei aufeinander geschichtet. Das Sandwich wurde dann in der mit 1 | Tris-
Glycin-Puffer beflllten Blot-Apparatur fixiert und der Transfer durch Anlegen einer
Spannung von 40 V (300 mA) fur 2,5 h bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

Die Membran wurde mit entionisiertem Wasser gewaschen, einige Sekunden mit
100 % Methanol gesattigt und mit Coomassie Brilliant Blue R 250 gefarbt. Nach In-
kubation in Entfarbelésung wurde die Membran erneut gewaschen und Proteinban-

den fur die Sequenzierung mit einem Skalpell ausgeschnitten.

2.5.7.2 N-terminale Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden durch das Zentrum fur Molekulare Medizin (ZMMK),
KolIn durchgefuhrt. Die Proben wurden hierbei fur 10 bzw. 20 Zyklen einem Edman-
Abbau unterzogen und die abgespaltenen Aminosaurederivate mittels HPLC identifi-

ziert.

2.5.7.3 Elektrotransfer auf Nitrocellulose-Membranen

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden sowohl das SDS-Gel, als auch die Nit-
rocellulose-Membran flr 30 min in Transferpuffer inkubiert. In der Blot-Apparatur
wurden daraufhin folgende Komponenten luftblasenfrei Ubereinander gelagert:
10 Lagen Filterpapier (Blotting Papers BG002, Schleicher und Schuell, Dassel), Nit-

rocellulose-Membran, Gel, 10 Lagen Filterpapier.
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Membran und Filterpapier waren auf die Grolke des Gels zugeschnitten, das Filter-
papier war mit Transferpuffer getrankt. Nach dem Anlegen einer konstanten Span-
nung von 0,8 mA/cm? wurden die Proteine 2 h transferiert. Zum Nachweis der trans-
ferierten Proteine auf der Membran, wurde diese 1 min in Ponceau S-Lésung gefarbt.
AnschlieBend wurde die Membran durch mehrmaliges Waschen in TBST-LAsung

wieder entfarbt.
2.5.7.4 Immunochemische Detektion

Nach Absattigen von Proteinbindungsstellen durch Inkubation in Blocklosung bei
4°C fur 1 - 2 h, wurde die Nitrocellulosemembran mindestens 2 h mit Primar-
Antikorper (Kaninchen-Serum, Charles River Laboratories, Sulzbach) inkubiert. Der
polyklonale Primar-Antikdrper war gegen das zu farbende Protein gerichtet und wur-
de zur Inkubation im Verhaltnis 1:1000 in Blocklosung gegeben. Nach viermal 10 min
Waschen in TBST-Losung wurde die Membran 2 h mit Sekundar-Antikorper (Anti-
Rabbit IgG, Sigma-Aldrich, Steinheim) inkubiert. Dieser zweite Antikdrper wurde fur
die Inkubation im Verhaltnis 1:10000 in Blocklésung gegeben und war gegen den
Primar-Antikdrper gerichtet. Zusatzlich war der Sekundar-Antikérper mit einer alkali-
schen Phosphatase gekoppelt, die die Farbreaktion des Substrats BCIP mit NBT er-
madglichte. Das Zielprotein konnte auf diese Weise indirekt Uber die Bindung des
spezifischen Primar-Antikorpers und des Sekundar-Antikbérpers an den Primar-
Antikérper nachgewiesen werden. Nach erneutem viermaligem Waschen in TBST-
Losung wurde die Membran in Entwicklungslosung inkubiert, bis die angefarbten

Proteinbanden gut sichtbar waren.
2.5.8 Massenspektrometrie

Die Identifizierung von Proteinproben mittels Massenspektrometrie erfolgte am Insti-
tut fir Immunologie der Universitat Mainz. Das hierfur verwendete Massenspektro-
meter Q-ToF Premier mit yPLC der Firma Waters (Milford, Massachusetts, USA) be-
sal} eine Online-Koppelung von HPLC und ESI-MSMS und war mit einer Kapillar-
HPLC und einer NanoLock-Spray Quelle ausgestattet. Die Proteine wurden vor der
Analyse mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Trypsin-Verdau fragmen-

tiert.
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2.5.9 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist eine Technik zur Fraktionierung amphoterer
Molekule, wie z. B. Proteine und Peptide, auf der Basis ihrer Nettoladung [178, 179].
Die IEF lasst sich als Elektrophorese in einem pH-Gradienten beschreiben, in dem
zwitterionische Makromolekule nur bis zu einem bestimmten pH-Wert, ihrem isoelekt-
rischen Punkt wandern. Am isoelektrischen Punkt (pl) liegt das native Protein mit
gleicher Anzahl positiver und negativer Ladungen vor. Die Nettoladung betragt Null
und in einem elektrischen Feld ist folglich keine Wanderung maglich. Entfernt sich
das Protein infolge Diffusion von seinem pl, erhalt es unter dem Einfluss des elektri-
schen Feldes wieder eine Ladung und kehrt zum pl zuruck, es fokussiert. Mit der IEF
konnen Proteine aufgetrennt werden, die sich in ihren isoelektrischen Punkten um
weniger als 0,02 pH-Einheiten unterscheiden [180].

Der pH-Gradient wird mittels kommerziell erhaltlichen synthetischen Tragerampholy-
ten mit eng aufeinander folgenden isoelektrischen Punkten hergestellt. Bei den
Ampholyten handelt es sich um kleine (300 - 600 Da), geladene, amphotere Moleku-
le mit hoher Leitfahigkeit und hoher Pufferkapazitat.

2.5.9.1 Analytische IEF

Die analytische |IEF zur Bestimmung der isoelektrischen Punkte von Tyrosinasen
wurde mit gebrauchsfertigen Polyacrylamid-Gelen (Servalyt PreNets, Serva, Heidel-
berg) von 0,3 mm Dicke in einer horizontalen Elektrophoresekammer durchgefihrt.
Das Gel wurde auf die mittels Tischkryostat auf 5 °C vorgekuhlte Platte der Kammer
luftblasenfrei aufgelegt und die beiden gleichmaRig mit Anoden- bzw. Kathodenflls-
sigkeit befeuchteten Elektrodendochte (Serva, Heidelberg) quer zur Langsachse auf
das Gel gelegt. Der Applikatorstreifen wurde parallel zu den Elektrodendochten in
der Mitte des Gels platziert. Die Proben wurden anschlieRend in die Taschen des
Applikatorstreifens pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 5 °C fur 3000 Voltstun-

den mit einer Anfangsspannung von 200 V und einem Spannungs-Limit von 2000 V.

Anodenpuffer:  Anodenldsung 3 (Serva, Heidelberg)
Kathodenpuffer: Kathodenlésung 10 (Serva, Heidelberg)
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Zusammensetzung des IEF-Markers (Serva Liquid Mix 3-10, Serva, Heidelberg):

Marker-Protein Isoelektrischer Punkt (pl)
Cytochrom C 10,7
Ribonuclease A 9,5
Lectin 8,3/8,0/7,8
Myoglobin 7,41/6,9
Carboanhydrase 6,0
B-Lactoglobulin 53/5,2
Trypsin-Inhibtor 4,5
Glucoseoxidase 4,2
Amyloglucosidase 3,5

2.5.9.2 Praparative IEF

Da der in den Proben mittels analytischer IEF ermittelte isoelektrische Punkt der
Streptomyces antibioticus-Tyrosinase um pH 9,5 liegt und die im Medium enthalte-
nen Pigmente eher zur Anode tendieren und bei pH 3 - 5 fokussierten, wurde die
praparative |IEF mittels Rotofor nach Twitty und Bier [181] als Reinigungsmethode
zur Isolation der Tyrosinase-Fraktion aus dem Kulturiberstand getestet.

Im Unterschied zu anderen IEF-Techniken erfolgt die IEF in der Rotofor in freier L6-
sung. Die Fokussierungskammer besteht aus einem horizontal angeordneten Zylin-
der mit 35 - 60 ml Fassungsvolumen. Dieser rotiert einmal in der Minute um seine
Achse, einem Keramikkuhlfinger. Durch 19, in einem Abstand von 0,5 cm parallel
angeordnete Polyestermembranen wird im Inneren der Kammer die Konvektion mi-
nimiert und der pH-Gradient somit stabilisiert.

Der elektrische Kontakt zwischen Fokussierungskammer und Stromversorgung er-
folgt Uber zwei Elektrodenkammern, die sich jeweils links und rechts der Fokussie-
rungszelle befinden und aulRer der Elektrolytldsung je eine lonenaustauschermemb-
ran enthalten. Die lonenaustauschermembranen verhindern das Eindringen der Pro-

be in die Elektrolytldsung.
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Die Proteine wandern unter dem Einfluss des elektrischen Feldes in dem von
Ampholyten gebildeten pH-Gradienten bis zu ihren isoelektrischen Punkten, konzent-
rieren sich dort als parallele Ringe und werden Uber ein Schlauchsystem mit einer
Vakuumpumpe innerhalb weniger Sekunden in 20 Glasréhrchen gesaugt.

Die IEF wurde bei 5 °C und einer konstanten Leistung von 15 W durchgefihrt. Hier-
bei wurden am Ende der IEF 2000 V und 90 mA erreicht. Die Dauer der |IEF betrug

ohne Vorfokussierung 4 - 6 h.

Anodenpuffer: 30 ml 100 mM H3PO4
Kathodenpuffer: 30 ml 100 mM NaOH
Trennkammer: 50 ml Probe
3 ml Ampholyte (Bio-Lyte pH 3 - 10, 40 %)

Nach dem Ernten wurde in jeder Fraktion deren pH-Wert sowie die Proteinkonzentra-

tion und Tyrosinase-Aktivitat bestimmit.

2.5.10 Spektroskopie

2.5.10.1 Absorptions-Spektroskopie

UV/Vis-Absorptionsspektren wurden an Zweistrahl-Absorptionsspektralphotometern
aufgenommen. Fir die Messungen wurden Quarz-Kuvetten mit einer optischen Weg-
lange von 10 mm verwendet. Stark absorbierende Proben wurden gegebenenfalls

verdunnt. Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur.

2.5.10.2 Fluoreszenz-Spektroskopie

Fluoreszenz-Spektren wurden an einem Fluoreszenz-Spektralphotometer aufge-
nommen. Die Fluoreszenz wurde im rechten Winkel zum einfallenden Anregungslicht
gemessen. Die Messungen erfolgten in Quarz-Klvetten, die Uber einen thermostati-
sierten Kuvettenhalter konstant auf 25 °C temperiert wurden. Der Innere-Filter-Effekt

wurde berlcksichtigt.
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2.5.11 Bestimmung der Tyrosinase-Aktivitat

Die Messungen der Tyrosinase-Aktivitat erfolgten sowohl photometrisch als auch
polarographisch mit Hilfe einer Clark-Elektrode.

In beiden Fallen wurde eine 15 mM Substrat-Lésung in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0
zur Ermittlung von Monophenolase- und Diphenolase-Aktivitat verwendet. Die Mes-
sungen erfolgten bei 25 °C. Zur Aktivierung der Monophenolase-Reaktion war in der

Regel die Zugabe einer katalytischen Menge Diphenol notwendig.

2.5.11.1 Dopachrom-Assay

Bei dieser auf Mason [74] zurickgehenden Methode wird die Bildung des rétlichen
Dopachrom aus Tyrosin und L-Dopa spektroskopisch bei 475 nm (molarer Absorpti-
onskoeffizient €475 = 3700 M cm™) gemessen. Die Reaktion verlauft nur innerhalb
der ersten 2 - 3 min linear, da das Dopachrom autoreaktiv Uber diverse Zwischen-
schritte zu Melanin polymerisiert und somit zur Absorption nicht mehr im gleichen

Umfang beitragt.

HO COOH +0, O COOH
_—
L-Dopa l Dopachinon
) HO
-
Dopachrom Leukodopachrom

Abb. 2.3: Reaktionsschema des Dopachrom-Assays: L-Dopa wird durch die Tyrosinase (TY) zu
Dopachinon oxidiert, welches spontan zu Leukodopachrom zyklisiert und anschlieBend nicht-
enzymatisch zum rot-braun gefarbten Dopachrom oxidiert wird.

Die meisten mono- und diphenolische Substrate, die ebenfalls diesem Reaktions-
schema folgen, sowie die Zwischenstufen Dopachinon und Leukodopachrom bzw.

deren Derivate absorbieren im gesamten visuellen Spektrum kein Licht, weshalb die
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Bildung des Dopachroms anhand der Absorptionszunahme bei 475 nm eindeutig
verfolgt werden kann. Die autoreaktiven Folgereaktionen verlaufen gerade in der An-
fangsphase der Reaktion sehr langsam, weshalb auch von diesen Reaktionsproduk-
ten wahrend der Messung keine stérenden Einflisse ausgehen. Aullerdem wird auf
die Zugabe weiterer Agenzien, die die Enzymaktivitat beeinflussen kénnten, verzich-
tet.

Da bei diesem Test aber die Oxidation von L-Dopa nicht direkt gemessen wird, muf}
die Vorraussetzung erflllt sein, dass Dopachinon vollstandig in Dopachrom umge-
wandelt wird. Dies ist allerdings nicht ganz korrekt, da sowohl Dopachinon, als auch
Leukodopachrom direkt in entstehende Melanin-Polymere eingebaut werden kdnnen
[182]. Zudem ist die Sensitivitat des Tests aufgrund des relativ niedrigen Absorpti-
onskoeffizienten verhaltnismalig gering. Die Ermittlung des Substratumsatzes pro
Zeiteinheit ist mit dem bekannten Absorptionskoeffizienten nur flr Tyrosin oder Dopa
zulassig, da selbst strukturell sehr ahnliche Verbindungen, wie die decarboxylierten
Derivate Tyramin und Dopamin oder Tyrosin-Methylester veranderte Dopachrome
generieren, die zumindest geringflugig unterschiedliche Absorptionseigenschaften
besitzen. Ein direkter Vergleich der Enzymaktivititen beim Umsatz verschiedener

Substrate ist somit nur eingeschrankt moglich.

2.5.11.2 MBTH-Assay

Zum Nachweis von Tyrosinase in Proben mit geringer Enzymkonzentration wurde
eine Farbstoffreaktion mit MBTH durchgefuhrt. Dieser von Pifferi und Baldassari
[182] entwickelte und von Winder und Harris [183], Rodriguez-Lopez et al. [184] so-
wie Jaenicke [185] modifizierte Test beruht auf der Wechselwirkung zwischen Best-
horns Hydrazon (MBTH) und o-Chinonen, die wahrend der Tyrosinase-Reaktion aus
L-Dopa oder anderen o-Diphenolen gebildet werden. Diese reagieren mit dem Rea-
genz stochiometrisch unter Bildung eines stabilen, rotlichen Farbstoffkomplexes,
dessen Absorptionsmaximum bei etwa 500 nm liegt. Beim Umsatz von Tyrosin bzw.
Dopa betragt der molare Absorptionskoeffizient fir das Dopachinon-MBTH-Addukt
29000 M cm™ bei 505 nm, der Test ist somit etwa 8-mal sensitiver als das Dopach-
rom-Assay. Da das gebildete MBTH-Addukt nicht weiter reagiert ist das Messsignal

deutlich langer konstant, als beim Dopachrom-Assay.
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Abb. 2.4: Reaktionsschema des MBTH-Assays: Dopachinon reagiert mit Besthorns Hydrazon zu
einem rosa Farbstoff.

2.5.11.3 O,-Verbrauchsmessung

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs wahrend der Tyrosinase-Reaktion stellt eine
Mdglichkeit dar, den Substratumsatz direkt zu messen [186, 187]. Sowohl bei der
Monophenolase-, als auch bei der Diphenolase-Aktivitat der Tyrosinase wird moleku-
larer Sauerstoff reduziert, wobei die Stochiometrie unabhangig vom eingesetzten
Substrat ist. Somit eignet sich diese Methode hervorragend zum Vergleich der Um-
satzgeschwindigkeit unterschiedlicher Substrate durch die Tyrosinase. Problematisch
gestaltet sich jedoch die quantitative Ermittlung von Umsatzgeschwindigkeiten, da
nachfolgende Reaktionsschritte, die weitgehend autokatalytisch ablaufen, zum Teil
ebenfalls molekularen Sauerstoff verbrauchen. Zudem ist die Methode deutlich weni-
ger sensitiv, als photometrische Tests.

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs wahrend der Tyrosinase-Reaktion erfolgte
mit Hilfe einer Clark-Elektrode, die am Boden eines gasdichten Reaktionsgefalles
montiert wurde. Das Volumen des Reaktionsgefal’es war variabel und konnte durch

einen beweglichen Kolben auf Werte zwischen 500 pl und 3 ml eingestellt werden.
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Durch einen Wassermantel konnte das System konstant temperiert werden. Der Auf-
bau der Apparatur ist in Abb. 2.5a schematisch dargestellt. Abb. 2.5b zeigt die Mess-

zelle mit der Clark-Elektrode im Detail.

—

25°C

<—

e —

PC O,-Elektrode Wasserbad

Abb. 2.5a: Schematische Darstellung der Messapparatur. Die O, -Elektrode ist auf einer Kontroll-
einheit mit integriertem Magnetriihrer platziert. Uber der Elektrode befindet sich das Wasserum-
mantelte Reaktionsgefal. Die Wasserzirkulation wurde durch ein Wasserbad mit Pumpsystem ge-
wahrleistet. Die Kontrolleinheit konnte direkt Gber einen PC angesteuert werden.

Mutter flir Kolben

Deckplatte ‘
Wassermantel —__ | Yf—{-=1y s Kolben
ReaktionsgefaB : L Kapillare
Bodenplatte \N
Magnetstébchen . E% WasseranschlliBe
Elektrodenscheibe ~_ | Kathode

ElektrodenanschluB
Anode

Haltering fir
Elektrodenscheibe

Abb. 2.5b: Aufbau der Messzelle mit Clark-Elektrode und Reaktionsgefal3. Die Abbildung ist der
Produktbeschreibung des Herstellers enthommen.

Die Sauerstoffelektrode war mit einer 12 ym dicken PTFE-Membran (Saur Laborbe-
darf, Reutlingen) bespannt, eine 0,1 M KCI-Lésung diente als Elektrolyt. Die Elektro-
de wurde vor jeder Messung kalibriert. Als Referenz diente zum einen Luftgesattigtes
Wasser, und zum anderen Wasser, dem durch Zugabe einer Spatelspitze Natriumdi-
thionit der Sauerstoff vollstandig entzogen worden war. Die dabei gemessenen

Stromstarken wurden durch die mitgelieferte Software nach Eingabe von Tempera-
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tur- und Luftdruckwerten in O,-Konzentrationen umgerechnet. Fir die Messungen
von Tyrosinase-Aktivitdt wurde das Reaktionsgefald mit Puffer und Substratldsung
befullt und 2 min inkubiert, um eine gleichmaflige und konstante Temperierung zu
gewahrleisten. Anschliefend wurde das Enzym zugegeben, das Reaktionsgefaly
verschlossen und die Abnahme der Stromstarke gemessen. Diese wurde in die ent-
sprechende Abnahme der Ox-Konzentration umgerechnet und graphisch gegen die
Zeit dargestellt.

2.5.12 Enzymkinetiken

Dopachrom-Assay und MBTH-Assay erfolgten in Halbmikro-Einwegkuvetten (Plastib-
rand 1,5 ml PMAA Kuvetten, Roth, Karlsruhe) in einem Photometer, die Sauerstoff-
Verbrauchsmessungen erfolgten mittels Clark-Elektrode. Soweit nicht anders ange-
geben, wurden die Messungen bei 25 °C in einem Reaktionsvolumen von 1,0 ml
durchgefuhrt. Die genaue Zusammensetzung der Reaktionsansatze wird bei der Be-

schreibung der entsprechenden Versuche dargestellit.

2.6 Homologie-Modelling

FUr die Generierung eines 3D-Modells der Streptomyces antibioticus Tyrosinase
wurde das Programm Modeller6v2 eingesetzt. Das Programm verwendet experimen-
tell ermittelte Strukturdaten von Proteinen, um die Struktur von anderen Proteinen mit
ahnlicher Aminosauren-Sequenz vorherzusagen [188]. Da geringfligige Anderungen
in der Sequenz in der Regel nur eine geringe Anderung der Struktur hervorrufen
[189], kbnnen mit dieser Methode Modelle mit einem effektiven Gesamtfehler von
unter 2 A fir das Peptid-Riickgrad erzeugt werden [190]. Die Genauigkeit der Vor-
hersage hangt dabei aber sehr stark von der Ahnlichkeit der zu vergleichenden Mo-
lekule ab.

Das Alignment der bekannten Proteinstruktur mit der zu modellierenden Sequenz
wurde mit den Programmen ClustalX und Genedoc erstellt. Die raumlichen Randbe-
dingungen, die zum Modellieren verwendet wurden, basierten auf einer statistischen
Analyse der Beziehung verschiedener struktureller Merkmale von bekannten Pro-

teinstrukturen nach Sali und Blundell [190].
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Als zu modellierende Sequenz wurde die der Streptomyces antibioticus-Tyrosinase
(NCBI-Zugangsnummer P07524, fruher B23971) eingesetzt. Als Template diente die

Kristallstruktur der Catecholoxidase aus der Sufl3kartoffel, Ipomoea batatas (NCBI-
Zugangsnummer 1BT1).
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3 Ergebnisse

Fir das intensive Studium der Funktion und Struktur von Enzymen sind meist grol3e
Mengen des zu untersuchenden Proteinmolekuls in hoch reiner Form unerlasslich.
Zu diesem Zweck kann das Protein einerseits durch die Aufarbeitung entsprechend
groler Mengen biologischen Materials in nativer Form gewonnen werden, anderer-
seits kann es mit Hilfe geeigneter Expressionssysteme rekombinant hergestellt wer-
den. Fur die Streptomyces antibioticus-Tyrosinase existieren effiziente Systeme, so-
wohl zur homologen Uberexpression [191], als auch zur heterologen Uberexpression
in Streptomyces lividans [91], einer verwandten Spezies innerhalb der gleichen Bak-
teriengruppe. Da jedoch im Rahmen dieser Arbeit die Moglichkeit bestand, Strepto-
myces in einem grof3en Volumen zu kultivieren, wurde in erster Linie die Gewinnung
des nativen Enzyms ohne die Anwendung molekularbiologischer Techniken angest-
rebt. Dies wurde insbesondere dadurch erleichtert, dass die Tyrosinase von
S. antibioticus als Exoenzym vorliegt und nach Induktion mit L-Methionin in groRem
Umfang in das Kulturmedium abgegeben wird. Die Transformation von S. lividans mit
dem Tyrosinase-Gen aus S. antibioticus wurde zwar auch durchgefuhrt, fur die Ge-
winnung der Tyrosinase und deren anschlieRende Charakterisierung wurde jedoch
auf die Praparation des nativen Enzyms zurlckgegriffen.

Neben der Anreicherung, Aufreinigung und physiko-chemischen Charakterisierung
der Tyrosinase aus S. antibioticus (3.1 und 3.2), sowie der rechnergestutzten Homo-
logie-Modellierung ihrer dreidimensionalen Struktur (3.3), erfolgte eine umfangreiche
kinetische Charakterisierung des Enzyms (3.4). Des Weiteren wurde die Fahigkeit
zum enzymatischen Quervernetzen von Proteinen durch die Tyrosinase untersucht,
wobei dieser Aspekt auch das Hamocyanin und dessen Aktivierbarkeit zur Phenolo-
xidase beinhaltet (3.5).

3.1 Reinigung der Tyrosinase aus Streptomyces antibioticus

Zur Gewinnung moglichst groler Mengen an Tyrosinase wurde S. antibioticus in ei-
nem synthetischen Fllssig-Medium kultiviert. Fur die Festlegung eines geeigneten
Mediums, das eine mdglichst hohe Ausbeute an aktiver Tyrosinase ermoglichte und
in dem zugleich die Bildung storender Pigmente mdglichst gering gehalten werden

konnte, wurden verschiedene Rezepturen im kleineren Mal3stab getestet.
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Die Kultivierung von S. antibioticus zur Produktion der Tyrosinase erfolgte dann im
halb-technischen Malistab. Das Ziel dieser umfangreichen Untersuchungen bestand
darin, ein verlassliches und leicht reproduzierbares Protokoll zur Isolierung des Pro-

teins in nativer Form zu etablieren.

3.1.1 Kultivierung von S. antibioticus im Labor-Mal3stab

Die Bildung von Melanin durch S. antibioticus zeigte sich bei Wachstum auf Tyrosin-
haltigem Agar nach 2 bis 4 Tagen (Abb. 3.1). Das Pigment bildete einen abgegrenz-
ten schwarzen Hof um die Kolonien, der nach weiteren 3 bis 5 Tagen Inkubation die
gesamte Platte bedeckte. Die fur die Pigmentierung verantwortliche Tyrosinase wird
hierbei als Exoenzym aus den Zellen ausgeschleust. Agar-Medien, denen keine
Tyrosinase-Substrate zugesetzt wurden, wiesen auch nach mehr als 7 Tagen Inku-

bation keine Melaninbildung auf.

tyrosinfreies Medium Medium mit L-Tyrosin

Abb. 3.1: Nachweis der Melanin-Biosynthese bei S. antibioticus durch Wachstum auf ty-
rosinhaltigem Medium. Die Ausbildung eines Pigmenthofes um den Impfstrich ist nach
viertagiger Inkubation deutlich zu sehen (rechts). Auf dem Medium ohne Tyrosin (links)
ist nach der gleichen Inkubationszeit keinerlei Braun- oder Schwarzfarbung erkennbar.

3.1.1.1 Einfluss des Kulturmediums auf die Expression der Tyrosinase

Fir die Isolation und Reinigung der Tyrosinase aus S. antibioticus wurden verschie-
dene synthetische FlUissig-Medien getestet (siehe Kapitel 2.3.2). Neben dem von
Katz & Betancourt [159] verwendeten CDM mit Glutamat, Aspartat und Prolin wurde
hierzu ein Glutamat-Medium mit Arginin, Isoleucin und Tyrosin in unterschiedlichen
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Modifikationen eingesetzt [160, 161]. Samtliche Medien enthielten L-Methionin zur
Induktion der Tyrosinase-Expression, CDM wurde zu diesem Zweck mit 4 uM Kupfer-
sulfat und 10 mM Glucose komplettiert. Die Praparation der Tyrosinase erfolgte nach

Abtrennen der Zellen aus dem Kulturiiberstand mittels lonen-Austausch.

Da die Ausbeuten bzgl. Enzym-Aktivitat und Proteinmenge bei der Kultivierung in
CDM auch in Gegenwart der erforderlichen Expressionsinduktoren sehr niedrig aus-
fielen, wurde auf den Einsatz dieses Mediums bereits nach wenigen Kultivierungs-
Ansatzen verzichtet. Die Bestimmung der Diphenolase-Aktivitat im Kulturliberstand
erfolgte polarographisch und ergab Aktivitaten von etwa 0,01 U/ml mit 15 mM L-Dopa
als Substrat in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,0, bei 25 °C. Eine nennenswerte Pig-
mentsynthese konnte nicht beobachtet werden. Die Abschatzung des Proteingehalts
erfolgte durch SDS-PAGE, wobei auf eine sensitive Silberfarbung zurickgegriffen
werden musste (Abb. 3.3).

In den Kulturansatzen mit AGMIT-Medium konnte schon nach 3 Tagen eine sehr
ausgepragte Pigmentbildung festgestellt werden (Abb. 3.2). Da die Melaninbildung
auch bei erniedrigter Inkubationstemperatur (zunachst 30 °C, spater 25 °C) sehr
schnell voranschritt, konnte bereits nach 48 - 72 h nur noch eine geringe Tyrosinase-
Aktivitat festgestellt werden. Diese Inaktivierung war vermutlich zum Teil auf den
~oelbstmord“-Mechanismus der Tyrosinase wahrend der Oxidation der zunehmend
gebildeten o-Diphenole zurick zu fihren [192], bei dem durch die vermehrte Bindung
dieser Substrate an das Enzym ein irreversibler, inaktivierender Nebenweg der
Reaktion eroffnet wird, wodurch das inaktive Enzym akkumuliert. Zum anderen kam
es vermutlich auch bereits zu einer Einlagerung der Proteine aus dem Medium in das
polymerisierende Melanin (Chinongerbung), die durch die Fahigkeit der Tyrosinase

zur Quervernetzung von Proteinen sogar noch beschleunigt worden sein konnte.

Die im Kulturiberstand des AGMIT-Mediums mittels O,-Verbrauchsmessungen be-
stimmte Diphenolase-Aktivitat fiel mit ca. 0,01 U/ml ahnlich gering aus, wie die Aktivi-
tat in den Kulturansatzen mit CDM. Lediglich der mittels SDS-PAGE abgeschatzte
Proteingehalt war gegenuber den CDM-Kulturen deutlich groRer (Abb. 3.3). Im Be-
reich unterhalb von ca. 45 kDa tritt hier zudem eine Bande zum Vorschein, die als ein

Indiz auf das Vorhandensein einer monomeren Tyrosinase gewertet werden kann.
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Eine quantitative Abschatzung der Proteinmenge war anhand der Resultate der
SDS-PAGE allerdings nicht mdglich. Photometrische Methoden zur Bestimmung der

Proteinkonzentration kamen an dieser Stelle nicht zum Einsatz.

Tag 2 Tag 3

Abb. 3.2: Wachstum von S. antibioticus in AGMIT-Medium bei 30 °C und 180 Upm. Nach
zwei Tagen Inkubation ftritt eine Tribung des Mediums auf, die auf das vermehrte Zell-
wachstum zuriick zu fihren ist. Bereits 24 Stunden spater ist das Medium durch fort-
schreitende Melaninsynthese tief schwarz gefarbt.

CDM AGMIT M
v Abb. 3.3: Denaturierende SDS-PAGE (10 %
Polyacrylamid-Gel) der Kulturiiberstande von
S. antibioticus nach 3 Tagen Wachstum in
CDM bzw. AGMIT-Medium.
205 Die Auftragung der Proben erfolgte unver-
dinnt mit einem Volumen von 30 pl. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel mit Silber
N S 116 gefarbt.
“— 974 Marker (M): High Molecular Weight Standard
' (Sigma-Aldrich, Steinheim). Das Molekular-
D e gewicht der Markerproteine ist in kDa ange-
66 geben.

Die Verwendung des tyrosinhaltigen AGMIT-Mediums ist aufgrund der starken Pig-
mentbildung zwar zum indirekten Nachweis einer Tyrosinase-Aktivitat sehr gut ge-
eignet, jedoch war die Isolierung des Enzyms aus dem Kulturberstand nur unzurei-

chend bis gar nicht moglich. Aus diesem Grund wurde bei den im Folgenden ver-
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wendeten Medien zunachst nur auf die Zugabe von Tyrosin verzichtet (AGMI-
Medium); spater wurden dem Basismedium auch Arginin und Isoleucin nicht mehr
zugesetzt (GM-Medium). Um eine ausreichende Verfugbarkeit an Cofaktor fur die
Synthese funktioneller Tyrosinase zu gewahrleisten, wurde die Konzentration von
Kupfersulfat im GM-Medium gegenuber der Konzentration in AGMIT- und AGMI-
Medium verfunffacht.

Durch Verzicht auf das potentielle Substrat Tyrosin im Kulturansatz verlief die Pig-
mentbildung deutlich langsamer, so dass ein gunstiger Zeitpunkt der Aufarbeitung in
Bezug auf Tyrosinase-Aktivitat und Proteingehalt gewahlt werden konnte. Im Kultur-
uberstand einer in AGMI-Medium gewachsenen S. antibioticus-Kultur konnte eine
Diphenolase-Aktivitat von 0,10 U/ml detektiert werden; im Kulturiberstand der ersten

in GM-Medium gewachsenen Kultur wurden 0,23 U/ml gemessen.

Offensichtlich war von den getesteten Medien das GM-Medium fur die Anreicherung
und Isolierung des Tyrosinase-Proteins am besten geeignet und wurde daher im Fol-
genden fur die Kultivierung von S. antibioticus zur Tyrosinase-Produktion verwendet.
Das Kulturvolumen lag bei 2000 ml, die zu je 500 ml auf vier Erlenmeyerkolben ver-

teilt wurden.

Tag O Tag 3 Tag 5

Abb. 3.4: Wachstum von S. antibioticus in GM-Medium bei 30°C und 180 Upm. 3 Tage
nach Inokulation schlagt die Farbe des Mediums von blau zu griin um. Gleichzeitig fuhrt
das vermehrte Zellwachstum zu einer starken Tribung, die durch die Bildung eines Zell-
kranzes an der Gefalwand im Laufe der Kultivierung wieder zurtickgeht. Nach 5 Tagen
nimmt das Medium eine braune Farbung an und ist fast véllig klar.
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Wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist, anderte sich die Farbung des Mediums im Laufe
der Kultivierung. Seine urspringlich hellblaue Farbe, die auf die hohe Konzentration
an Kupfersulfat zurick zu fuhren war, wechselte nach etwa zwei Tagen zu dunkel-
grun, wobei der Farbumschlag stets mit einer sehr starken Zunahme der Zellmasse
und somit einer Trubung der Kultur einherging. Die hochste Diphenolase-Aktivitat
konnte nach vier bis finf Tagen festgestellt werden, ab dem sechsten Tag nahm die
Aktivitat wieder deutlich ab. Auch hier sind vermutlich die ,Selbstmord“-Inaktivierung
der Tyrosinase und die Wechselwirkung mit den verstarkt gebildeten Pigmenten ur-

sachlich fur den Aktivitatsverlust.

3.1.1.2 Anreicherung der Tyrosinase aus dem Kulturmedium

Die Aufarbeitung des Kulturiberstandes erfolgte am funften Tag nach Abzentrifugie-
ren der Zellmasse und Filtration des Mediums mittels Gefriertrocknung und Dialyse
(siehe Kapitel 2.3.3.3). Auf diese Weise konnte die extrazellulare Tyrosinase in akti-
ver Form angereichert werden.

Die Bestimmung der Diphenolase-Aktivitat erfolgte quantitativ durch einen Dopach-
rom-Assay mit 15 mM L-Dopa als Substrat in einem 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,0
bei 25 °C. Der Nachweis der Monophenolase-Aktivitat erfolgte rein qualitativ mit Hilfe
eines Tropfentests, in dem 10 yl Probe mit 10 pl einer 15 mM Tyramin-Losung auf
Parafilm 30 - 60 min inkubiert wurden. Der Proteingehalt der Proben wurde durch
einen Lowry-Test ermittelt. In Tab. 3.1 sind die Proteinausbeuten und Enzymaktivita-
ten einer exemplarischen Praparation wiedergegeben, Abb. 3.5 zeigt die Proteine

innerhalb der gewonnenen Proben anhand einer denaturierenden SDS-PAGE.

Die ermittelte Diphenolase-Aktivitat fiel bereits im Kulturiberstand mit 0,35 U/ml ver-
gleichsweise hoch aus. Durch Einengen des Kulturfiltrats um den Faktor 40 konnte
die Tyrosinase-Aktivitat um den Faktor 33 gesteigert werden. Die Gesamt-Aktivitat
blieb bei der zweifachen Gefriertrocknung somit zu etwa 82 % erhalten. Von dem
urspringlich detektierten Protein konnten am Ende der Einengung noch etwa 25 %
nachgewiesen werden.

Die spezifische Aktivitat der Tyrosinase lag im Kulturiberstand bei 3,5 U/mg Protein,
nach dem Aufkonzentrieren erhdhte sich der Wert um mehr als das Dreifache auf
ca. 11,5 U/mg.
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Kulturfiltrat

1. Gefriertrocknung

2. Gefriertrocknung

[U/mg]

Volumen 100 50
[mi] 2000 (1/20) (1/40)
Monophenolase-Aktivitat vorhanden vorhanden vorhanden
Diphenolase-Aktivitat 0.35 7,71 11,52
[U/ml] ’ (x 22) (x 33)
Diphenolase-Aktivitat 200 771 576
[U] (110 %) (82,3 %)
Proteingehalt ~

roteingeha 99.5 581,7 1000
[ug/ml] (x 6) (x 10)
Proteingehalt 58,2 ~ 50
img] 199:0 (29 %) (25 %)
Spezifische Aktivitat

3,5 13,2 ~11,5

Tab. 3.1: Tyrosinase-Aktivitat und Proteingehalt wahrend der Aufarbeitung des Uberstands einer in

GM-Medium gewachsenen S. antibioticus-Kultur.

Die Proteinkonzentration konnte in der Probe nach der zweiten Gefriertrocknung nur

nach 1000-facher Verdinnung und Extrapolation der Eichgeraden ermittelt werden

und ist somit sehr ungenau. Generell wurden bei Mehrfachbestimmungen der

Proteinkonzentration stark abweichende Werte gemessen, was eine genaue Ab-

schatzung des Proteingehalts auch im Kulturfiltrat erschwert. Dies war vermutlich auf

die in den Proben enthaltenen Pigmente zurlckzufuhren, die bei photometrischen

Proteinbestimmungsmethoden die spezifische Absorption beeintrachtigen.

Die Resultate der SDS-PAGE (Abb. 3.5) zeigten zudem, dass neben der etwa
30 kDa schweren Tyrosinase offensichtlich nur sehr wenige weitere Proteine in der

Probe enthalten waren, die nur in vergleichsweise geringen Mengen vorlagen. Daher
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stellte die Abtrennung der Pigmente bei der weiteren Aufreinigung der Tyrosinase

aus dem eingeengten Kulturfiltrat die Hauptaufgabe dar.

205

116
97,4

ca. 30 kDa

N

45

Abb. 3.5: Denaturierende SDS-PAGE (10 % Polyacrylamid-Gel) der Proben des Uber-
stands einer in GM-Medium gewachsenen S. antibioticus-Kultur. Aufgetragen wurden je-
weils etwa 20 pl Probe, die anschlieliende Farbung der Gele erfolgte mittels Coomassie
Brilliant Blue.

KF: unverdunntes Kulturfiltrat nach flnftagiger Kultivierung. Gftl: 1:10 verdinnte Probe
des Kulturfiltrats nach der 1. Gefriertrocknung. D: Dialysat des eingeengten Kulturfiltrats
nach der 1. Gefriertrocknung (unverdiinnt). Gft2: 1:20 verdiinnte Probe des Kulturfiltrats
nach der 2. Gefriertrocknung. M (Marker): High Molecular Weight Standard (Sigma-
Aldrich, Steinheim). Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.

Die hohen Ausbeuten an Tyrosinase-Aktivitat haben gezeigt, dass die mit GM-
Medium gewahlten Kulturbedingungen geeignet sind, das Tyrosinase-Protein aufzu-

konzentrieren, um es dann in weiteren Schritten zu isolieren und zu reinigen.

Die Anreicherung der Tyrosinase aus S. antibioticus-Kulturen der beschriebenen
GrolRenordnung wurde mehrfach wiederholt, wobei die Ausbeute an aktivem Enzym
sehr schwankte. Die meisten der durchgefuhrten Praparationen ergaben aber zum
Teil sehr hohe Werte hinsichtlich der Enzym-Aktivitat. Tabelle 3.2 gibt einen Uber-
blick Uber die erzielten Ausbeuten.

Die erheblichen Schwankungen in der Gesamtaktivitat waren auf variierende Wach-
stumsverlaufe wahrend der Kultivierung zurickzufuhren, die vermutlich durch die
unterschiedliche Keimfahigkeit des Impfmaterials, abhangig vom Alter der verwende-
ten Dauerkulturen zu erklaren war. Die Kulturansatze mit Gesamt-Aktivitaten unter-

halb von 200 U (# 2 und # 5) waren fur eine weitere Aufarbeitung jedoch ungeeignet.
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Praparation Diphenolase-Aktivitat | Probenvolumen | Gesamtaktivitéat

[U/ml] [mi] [U]
#1 11,52 50 576
#2 3,76 50 188
#3 11,53 50 577
#4 16,82 50 841
#5 0,78 150 117
#6 23,60 35 826

Tab. 3.2: Tyrosinase-Aktivitat in den aufkonzentrierten Uberstéanden von sechs verschie-
denen S. antibioticus-Kulturansatzen. Die Ermittlung der Diphenolase-Aktivitat erfolgte
mittels Dopachrom-Assay mit 15 mM L-Dopa in 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,0 bei 25°C.

3.1.1.3 Analytische isoelektrische Fokussierung des Kulturmediums

Von dem Kulturfiltrat einer S. antibioticus-Kultur in GM-Medium wurden nach vier bis
sieben Tagen Kultivierungsdauer in Abstanden von 24 h Proben enthommen, diese
mittels Vakuum-Zentrifugation konzentriert und eine analytische IEF im Bereich von
pH 3 - 10 durchgefuhrt (Abb. 3.6). Die Proben wurden mehrfach auf das Gel aufget-
ragen. Nach der Fokussierung wurde das Gel mit einem Skalpell in drei Teile zer-
schnitten und diese Teile unterschiedlichen Farbungen unterzogen. Ein Teil wurde
mit Kristallviolett inkubiert, um die Proteinbanden anzufarben, die beiden tbrigen Tei-
le wurden zum Nachweis von Mono- und Diphenolase-Aktivitat in 5 mM Tyramin-
bzw. L-Dopa-Lésung inkubiert. Auf diese Weise konnte im Bereich von pH 9,5 eine
Proteinbande gefunden werden, die eindeutig mit Aktivitatsbanden korrelierte
(Abb. 3.6). Alle Ubrigen Proteine und Pigmente im Kulturfiltrat von S. antibioticus fo-

kussierten deutlich unterhalb von pH 6,0.

Der experimentell ermittelte, alkalische isoelektrische Punkt fur die S. antibioticus
Tyrosinase weicht erheblich von dem mittels Protparam tool
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) kalkulierten theoretischen Wert von
7,21 ab. Jedoch wurde ein ahnlich alkalischer pl flr eine Streptomyces-Tyrosinase

beispielsweise auch bei S. michiganensis experimentell gefunden [99].
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Fir den pl der Tyrosinase aus S. glaucescens wiederum wurde durch IEF der Wert
6,95 ermittelt [97]. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Tyrosina-

sen verschiedener Streptomyces Spezies signifikant in ihren isoelektrischen Punkten

unterscheiden kénnen [95].
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Abb. 3.6: Analytische IEF des aufkonzentrierten Kulturfiltrats nach 4, 5, 6 und 7 Tagen
Kultivierung von S. antibioticus in jeweils 500 ml GM-Medium. Die Laufparameter wurden
mit 5 mA Stromstarke bei einem Spannungs-Limit von 2000 V festgelegt. Die Auftragung
der Proben erfolgte nach Erreichen einer Spannung von 1200 V, das Probenvolumen
betrug 6 pl, die Temperatur wahrend der Fokussierung wurde konstant bei 5 °C gehalten.
4, 5, 6, 7: konzentrierter Kulturiiberstand nach vier, finf, sechs und sieben Tagen Kulti-
vierung. M (IEF-Marker): Serva Liquid Mix 3 - 10, Serva (Heidelberg). Die isoelektrischen

Punkte der Markerproteine sind in pH-Einheiten angegeben. Die Pfeile markieren die
Tyrosinase.
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3.1.1.4 Isolierung der Tyrosinase aus dem Kulturmedium

Mit dem Ergebnis der analytischen IEF wurde zum einen das Vorhandensein einer
Tyrosinase mit Mono- und Diphenolase-Aktivitat eindeutig bestatigt, zum anderen
wurde mit dem basischen Charakter des Zielenzyms eine Grundlage fir weitere Rei-

nigungsschritte aufgezeigt.

Die praparative |IEF sollte fur die Abtrennung der Pigmente und Fremdproteine von
der Tyrosinase aufgrund der oben geschilderten Resultate eine ideale Methode dar-
stellen. In einem pH-Gradienten von 3 - 10 konnten die Pigmente in der Tat sehr gut
vom Kulturfiltrat abgetrennt werden. Sie fokussierten fast ausschlieRlich in den ersten
funf sauren von insgesamt 20 Fraktionen. In den ersten sieben alkalischen Fraktio-
nen konnte zwar in einem Tropfentest eine Diphenolase-Aktivitat mit 15 mM L-Dopa
nachgewiesen werden, jedoch fiel die Nachweisreaktion viel schwacher aus, als er-
wartet. Auch nach Vereinigen und Konzentrieren der Proben konnten nur sehr gerin-
ge Enzym-Aktivitaten nachgewiesen werden, im SDS-Gel konnten auch nach Silber-
farbung keine Proteinbanden detektiert werden. Die Verluste traten vermutlich durch
Adsorption an den Polyestermembranen im Kammerinnern auf, die den pH-
Gradienten stabilisieren und die Fraktionen voneinander trennen. Gestutzt wurde
diese Annahme durch die Tatsache, dass Phenoloxidasen im Allgemeinen als ,sticky
enzymes® bekannt sind [11], was auf ihre starken adhasiven Eigenschaften zurick-
zufihren ist. Im Rahmen der Aufreinigung einer rekombinant Uberexprimierten Tyro-
sinase aus S. antibioticus durch Bernan et al. [98] wurde aufgrund dieses Umstandes
bereits die Annahme formuliert, dass die Tyrosinase Uber exponierte, hydrophobe
Bereiche an der Proteinoberflache verfugt.

Der Ansatz, die Tyrosinase mittels der praparativen IEF aufzureinigen, wurde aus

diesem Grund nicht weiter verfolgt.

Die Isolation der Tyrosinase aus dem Kulturfiltrat von S. antibioticus mittels Kationen-
Austausch stellt eine Methode dar, die sich ebenso wie die praparative IEF die posi-
tive Nettoladung des Enzyms bei physiologischem pH-Wert zunutze machen sollte.
Die Methode wurde sowohl mit kommerziell erhaltlichen Kationen-Austauscher-
Saulen (Vivapure Maxi S, Vivapure, Hannover), als auch mit Kationen-Austauscher-

Material (Servacell P23, Serva, Heidelberg) im batch-Verfahren durchgefuhrt.
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Die Tabellen 3.3 und 3.4 geben exemplarisch Auskunft tGber die hierbei erzielten Ak-

tivitats- und Proteinausbeuten.

Ausgangsprobe Saulen-Eluat

Volumen 10
50
[ml] (1/5)
Monophenolase-Aktivitat vorhanden vorhanden
Diphenolase-Aktivitat 11,52 7,80
[U/ml] (68 %)
Diphenolase-Aktivitat 576 78
[U] (14 %)
Proteingehalt ~ 1000 126,8
[ug/ml] (13 %)
Proteingehalt ~ 50 1,27
[mg] (3 %)
Spezifische Aktivitat
~11,5 61

[U/mg]

Tab. 3.3: Tyrosinase-Aktivitat und Proteingehalt nach Kationen-Austausch mittels Vivapur Maxi
S Saule (Vivascience, Hannover). Die Aufarbeitung erfolgte aus dem konzentrierten Kulturfiltrat
der Praparation # 1 (Tab 3.1 und Tab 3.2). Die Ermittlung der Diphenolase-Aktivitat erfolgte mit-
tels Dopachrom-Assay mit 15 mM L-Dopa in 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,0 bei 25°C, die Ermitt-
lung der Monophenolase-Aktivitat erfolgte rein qualitativ mittels Tropfentest. Der Proteingehalt
der Proben wurde durch einen Lowry-Test bestimmt.

Bei der Durchfuhrung des Kationen-Austauschs mittels Saulen konnten 8 - 14 % der
Tyrosinase-Aktivitat und etwa 2 - 3 % des ursprunglich enthaltenen Proteins gewon-
nen werden. Der Saulendurchfluss wies nach Applikation der Probe noch eine Aktivi-
tat von 7,9 U/ml und einen Proteingehalt von Gber 1000 pug/ml auf. Somit schien ein
Nachteil der Methode offenbar in der geringen Bindungskapazitat des Tauschermate-
rials zu liegen. Wie aus Abbildung 3.7 ersichtlich, wurde aus dem Kulturfiltrat jedoch
auch nur eine einzelne Proteinbande isoliert, die mit 20 - 30 kDa etwa in der Gro-

Renordnung der monomeren Tyrosinase lag.
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M Y Abb. 3.7: Denaturierende SDS-PAGE (10 % Poly-
150 acrylamid-Gel) der Tyrosinase (TY) aus S. antibioticus
100 | e | nach Kationen-Austausch mittels Vivapur Maxi S Austau-
™~ scher-Saule (Vivascience, Hannover).
80 iy Die Elution erfolgte mit 1 M NaCl in 25 mM PIPES-Puffer,
60 — pH 7,0. Die Probe wurde anschlieRend dialysiert und
mittels Vakuum-Zentrifugation konzentriert.
40 Die Auftragung der Probe erfolgte unverdiinnt mit einem
L) Volumen von 10 pl. Nach dem Lauf wurde das Gel mit
Coomassie Brillant Blue gefarbt.
30 . - Marker (M): Rotimark (Roth, Karlsruhe). Das Molekular-
/ gewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Der
: Pfeil markiert die Tyrosinase.
20 —
10 e

Ein Absorptionsspektrum der Probe ergab neben einer Absorption bei 280 nm keine
weiteren signifikanten Signale (Abb. 3.8). Im Bereich zwischen 450 und 320 nm
nahm die Absorption stetig zu, was vermutlich auf Streuung zurtick zu fihren war,
die von in der Probe enthaltenen Pigmenten hervorgerufen worden sein konnte. Der
an anderer Stelle bereits erwahnte adhasive Charakter der Tyrosinase konnte fur

diese Kontaminationen verantwortlich gewesen sein.

0,09
0,08 - Abb. 3.8: Absorptionsspekt-
0,07 | rum des Eluats nach Kationen-
Austausch mittels einer Aus-
5 0,06 1 tauscher-Saule.
'*§ 0,05 - Neben dem  Absorptions-
S 004 1 Maximum bei 280 nm ist eine
2 schwache Absorptionszunah-
0,03 1 me zwischen 450 und 320 nm
0,02 - erkennbar, die vermutlich auf
001 | Streuung zurilck zu fihren ist.
O T T T
250 350 450 550
A [nm]

Der Befund der Absorptions-Spektroskopie legt die Vermutung nahe, dass die Tyro-
sinase Uberwiegend in der met-Form vorlag. Auf das Vorhandensein eines oxyge-
nierten Kupfer-Zentrums kann aufgrund der schwachen und zudem kontinuierlich
ansteigenden Absorption im Bereich um 340 nm nicht geschlossen werden. Dies
deckt sich mit bisherigen Beobachtungen [64, 191], bei denen die gereinigte Tyrosi-

nase aus Streptomyces in einem Gemisch von etwa 90 % met- und 10 % oxy-Form
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vorlag. Die Durchflihrung des Kationen-Austauschs im batch-Verfahren mit Servacell
P23, einer Carboxymethyl-Cellulose, lieferte keine deutlich veranderten Ausbeuten
gegenuber der Variante mit den Trennsaulen. Bezuglich der Proteinausbeute konnte
aufgrund der Datenlage keine endgultige Aussage getroffen werden, jedoch zeigt ein
Vergleich der Werte aus Tabelle 3.3 mit denen aus Tabelle 3.4, dass beide Verfah-
rensweisen durchaus ahnliche Resultate erbrachten.

Ausgangsprobe Eluat
Volumen 50 10
[ml] (1/5)
Monophenolase-Aktivitat vorhanden vorhanden
Diphenolase-Aktivitat 16.82 9,70
[U/ml] (57,7 %)
Diphenolase-Aktivitat 841 97
[U] (11,5 %)
Proteingehalt n b 186 0
[Hg/ml]
Proteingehalt n. b 186
[mg]
Spezifische Aktivitat n. b. 52
[U/mg]

Tab. 3.4: Proteingehalt und Tyrosinase-Aktivitat nach Kationen-Austausch mit Servacell P23
(Serva, Heidelberg) im batch Verfahren. Die Aufarbeitung erfolgte aus dem aufkonzentrierten
Kulturfiltrat der Praparation # 4 (Tab 3.2). Die Ermittlung der Diphenolase-Aktivitat erfolgte mit-
tels Dopachrom-Assay mit 15 mM L-Dopa in 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,0 bei 25°C, die Ermitt-
lung der Monophenolase-Aktivitat erfolgte rein qualitativ mittels Tropfentest. Der Proteingehalt
der Proben wurde durch einen Lowry-Test bestimmt.

Eine denaturierende SDS-PAGE offenbarte auch in diesen Praparationen stets eine
einzelne Proteinbande mit ca. 20-30 kDa Molekulargewicht (Abb. 3.9).
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M TY
Abb. 3.9: Denaturierende SDS-PAGE (10 % Poly-
150 ) | acrylamid-Gel) der Tyrosinase (TY) aus S. antibioticus nach
100 ) Kationen-Austausch mit Servacell P23 (Serva, Heidelberg)
2 im batch-Verfahren. Die Elution erfolgte mit 1 M NaCl in
80  — 25 mM PIPES-Puffer, pH 7,0. Die Probe wurde anschlie-
60 - Rend dialysiert und mittels Vakuum-Zentrifugation konzent-
riert.
40 . Die Auftragung der Probe erfolgte unverdiinnt mit einem
Volumen von 10 pl. Nach der Elektrophorese wurde das
30— Gel mit Coomassie Brillant Blue gefarbt.
Marker (M): Rotimark (Roth, Karlsruhe). Das Molekularge-
wicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Der Pfeil
20 —-— markiert die Tyrosinase.
10 m— i
———

Ein Absorptionsspektrum der aufgereinigten Tyrosinase ergab auch hier lediglich bei
280 nm ein deutliches Signal (Abb. 3.10). Im Bereich um 340 nm konnte ein ahnlich
unklares Signal detektiert werden, wie in den Reinigungsansatzen mit den Kationen-
Austauscher Saulen. Zwar war erst unterhalb von 380 nm eine Absorptionsanderung
wahrnehmbar, die auf Streuung schlie®en liele, jedoch zeigte sich bei 340 nm kein
diskretes Absorptionsmaximum und somit kein Hinweis auf ein Vorliegen der Tyrosi-

nase in der oxy-Form.

0,06
0,05
Abb. 3.10: Absorptionsspekt-
c 0,04 | rum des Eluats nach Kationen-
2 Austausch im batch-Verfahren.
g 0,03 Neben dem  Absorptions-
2 Maximum bei 280 nm ist ein
< 0,02 1 schwaches Absorptionssignal
zwischen 400 und 320 nm
0,01 - erkennbar.
O T T T
250 350 450 550
A [nm]

Trotz der geringen Ausbeuten schien der Kationen-Austausch sehr gut dazu geeig-
net zu sein, die Tyrosinase von den ubrigen Proteinen, sowie einem Grofteil der

Pigmente zu trennen.
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3.1.2 Kultivierung von S. antibioticus im halb-technischen Maf3stab

FUr die Gewinnung ausreichender Mengen an nativer Tyrosinase wurde nun im Fol-
genden die Aufarbeitung grélierer Probenmengen angestrebt.

Fir diesen Zweck stand ein Fermenter mit 70 | Fassungsvermoégen zur Verfligung,
der mit 50 | sterilem GM-Medium befullt wurde. Das Medium wurde mit einer Vorkul-
tur angeimpft und drei Tage bei 20 - 30 °C und 150 - 180 Upm inkubiert. Wahrend
der Fermentation wurden in unregelmalfdigen Abstanden Proben entnommen, um

Proteingehalt und Tyrosinase-Aktivitat zu bestimmen (siehe Tab. 3.5).

3.1.2.1 Kultivierungsverlauf

Die Bestimmung der Diphenolase-Aktivitat erfolgte photometrisch mit Hilfe des Do-
pachrom-Assays. Die Ermittlung der Monophenolase-Aktivitat erfolgte rein qualitativ
mit Tyrosin-Methylester als Substrat. Die Bestimmung der Proteinkonzentration in
den Proben wurde mit einem Lowry-Assay durchgefuhrt. Nach 48 h konnte die hoch-
ste Tyrosinase-Aktivitat gemessen werden, die zum Zeitpunkt der Ernte (nach 69 h)
bereits wieder leicht abfiel. Der Proteingehalt im Kulturfiltrat stieg jedoch Uber den
gesamten Zeitraum kontinuierlich an. Der pH-Wert des Mediums anderte sich wah-
rend der Kultivierung durch den Zellstoffwechsel nur geringfugig und lag am Ende
etwa 0,3 Einheiten Uber dem Ausgangswert. Nach Beendigung der Fermentation
wurden die Zellen aus dem Kulturansatz abgetrennt und zur Isolierung der Proteine
aus dem Uberstand eine Ammoniumsulfat-Fallung durchgefiihrt. Das Volumen des
erhaltenen Prazipitats lag nach Dialyse bei etwa 250 ml. Eine Gefriertrocknung des
Kulturfiltrats konnte aufgrund des grof3en Volumens nicht durchgeflhrt werden.

Die Diphenolase-Aktivitat im Kulturfiltrat zum Zeitpunkt der Ernte betrug etwa
2,1 U/ml und konnte durch die Fallung auf das 10-fache gesteigert werden. Gleich-
zeitig wurde das Volumen um den Faktor 200 von 50 | auf 250 ml reduziert. Somit
konnten lediglich etwa 5 % der ursprunglichen Gesamt-Aktivitdt gewonnen werden.
Mit 0,53 mg Gesamt-Protein konnten etwa 2,5 % der am Ende der Kultivierung im
Filtrat enthaltenen 22 mg Protein im Prazipitat nachgewiesen werden.

Die spezifische Aktivitat stieg vermutlich aufgrund der verstarkten Tyrosinase-
Synthese wahrend der Kultivierung auf maximal 8,9 U/mg an, nahm zum Erntezeit-

punkt jedoch wieder um fast die Halfte ab. In wie weit hier ein Zusammenhang mit
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der deutlichen pH-Wert-Erhéhung von 7,2 auf 7,8 bestand, kann jedoch nur speku-
liert werden. Nach der Fallung wurde fur die spezifische Aktivitat ein Wert von
9,6 U/mg erreicht.

Inkubationszeit pH-Wert Diphenolase- Protein Spezifische Gesamt-
Aktivitat Aktivitat Aktivitat
[h] [U/ml] [mg/l] [U/mg] [U]
0 7,48 0,02 0,09 0,2 1000
22 7,29 0,04 0,10 0,4 2000
30 7,35 0,41 0,12 3,4 20500
48 7,22 2,20 0,25 8,9 110000
69 7,80 2,08 0,44 4,7 104000
Fallungs- 7.00 19,99 2,09 9.6 4998
prazipitat

Tab. 3.5: Tyrosinase-Aktivitdt und Proteingehalt wahrend der Kultivierung von S. antibioticus im
Fermenter und im dialysierten Prazipitat der Ammoniumsulfat-Fallung. Das Volumen der Flussigkul-
tur lag bei 50 |, das Volumen des Ammoniumsulfat-Prazipitats lag bei 0,25 I.

Verglichen mit der Gefriertrocknung der Kulturfiltrate im Labormafistab (siehe Kapitel
3.1.1.2), bei der 82 % der Tyrosinase-Aktivitat und 25 % des Gesamt-Proteins erhal-
ten blieben, lieferte die Ammoniumsulfat-Fallung mit 5 % der ursprunglichen Tyrosi-
nase-Aktivitat und 2,5 % des Gesamt-Proteins nur verhaltnismaRig geringe Ausbeu-
ten.

Zur genaueren Betrachtung der Proteinsynthese wahrend der Kultivierung wurden
die Proben einer SDS-PAGE unterzogen (Abb. 3.11). Hierbei zeigte sich, dass erst
nach 48 h Kultivierung ein 30 kDa schweres Protein in nachweisbaren Mengen vor-
lag, bei dem es sich vermutlich um die Tyrosinase handelte. Nach 69 h waren auch
weitere, schwache Proteinbanden erkennbar. Im Ammoniumsulfat-Prazipitat konnten
einige diskrete Proteinbanden detektiert werden, jedoch verursachten die in der Pro-

be enthaltenen Pigmente ein sehr starkes Hintergrundsignal in der Laufspur.
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Die Tyrosinase bildete die anteilsmaRig gréflite Proteinfraktion innerhalb der Probe.
Bei den ubrigen Proteinbanden handelte es sich vermutlich um weitere Exoenzyme,

die jedoch nicht naher identifiziert wurden.

M 1 2 3 4 5 F

i -

ca. 30 kDa

\

Abb. 3.11: Denaturierende SDS-PAGE (10 % Polyacrylamid-Gel) der Proben des Kultur-
filtrats zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung und nach Ammoniumsulfat-Fallung.
Aufgetragen wurden jeweils etwa 20 pl Probe, die anschlieBende Farbung des Gels
erfolgte mittels Coomassie Brilliant Blue.

1 - 5: Kulturfiltrat nach 0, 22, 30, 48 und 69 Stunden. F: Kulturfiltrat nach Ammoniumsul-
fat-Fallung. M (Marker): High Molecular Weight Standard (Sigma-Aldrich, Steinheim). Das
Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.

3.1.2.2 Isolierung der Tyrosinase aus dem Kulturiberstand mittels Kationen-
Austausch

Wie bereits bei der Aufarbeitung der Kultivierungsansatze im Labormalstab, wurde
fur die Isolation der Tyrosinase aus dem Fermenteransatz zunachst ein Kationen-
Austausch durchgefuhrt. Dies erfolgte sowohl im batch-Verfahren, als auch mittels
Trennsaulen.

FUr den Kationen-Austausch im batch-Verfahren wurde das dialysierte Ammonium-
sulfat-Prazipitat mit dem Austauscher-Material (Servacell P23) fir 1 - 3 h inkubiert
und die Tyrosinase in verschiedenen Ansatzen mit unterschiedlichen Bedingungen
eluiert. In den Eluaten konnten noch 4 - 10 % des urspringlichen Proteins nachge-
wiesen werden. Die in den Eluaten gemessene Diphenolase-Aktivitat fiel mit

0,6 - 1,3 % der Aktivitat in der Ausgangsprobe allerdings duf3erst gering aus.
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Zudem wiesen die Absorptionsspektren dieser Proben einen nicht unerheblichen
Streuungsanteil auf. Zur besseren Darstellung wurde dieser Streuungsanteil rechne-
risch korrigiert. Hierfir wurde die Annahme zugrunde gelegt, dass die streuenden
Partikel wesentlich kleiner sind, als die Wellenlange des einfallenden Lichtes, in die-
sem Fall 240 - 600 nm. Somit ware die Streuung proportional zu 1 / A* und kann
durch die Ermittlung eines Proportionalitatsfaktors von der Absorption abgezogen
werden. Der benotigte Proportionalitatsfaktor wurde anhand der Steigung im langwel-
ligen Bereich oberhalb von 400 nm ermittelt. In Abbildung 3.12 sind das Spektrum
eines Eluats, sowie dessen korrigierter Verlauf exemplarisch dargestellt. Die bei
310 - 360 nm zu erkennende Absorption ist vermutlich auf Verunreinigungen der
Probe mit Pigmenten zurlckzufuhren, auch wenn im korrigierten Spektrum der Ein-

druck vermittelt wird, dass das Enzym zumindest teilweise in der oxy-Form vorlag.
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Abb. 3.12: Absorptionsspektrum des Ammoniumsulfat-Prazipitat nach Kationen-
Austausch mit Servacell P23 (Serva, Heidelberg). Die Elution der Probe erfolgte mit 1 M
NaCl in 25 mM PIPES, pH 7,0 fiir 3 h.

Dargestellt sind sowohl das gemessene Spektrum (grau), als auch der um den
Streuungsanteil korrigierte Verlauf (schwarz). Neben einem Absorptionsmaximum bei
280 nm ist ein weiteres Signal bei 310 - 360 nm zu erkennen, das wegen der geringen
Enzymaktivitat der Probe auf chinonhaltige Pigmenten zurtickgefiihrt wurde.

Da das Austauscher-Material aus den vorangegangenen Ansatzen auch nach der
Elution bei Inkubation in einer Substratldsung noch sehr starke Farbreaktionen her-
vorrief, war anzunehmen, dass das Enzym, vermutlich aufgrund seiner bereits er-
wahnten adhasiven Eigenschaften, sehr starke, unspezifische Wechselwirkungen mit

dem Material einging. Daher wurde in einem weiteren Ansatz die Elutionszeit von
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einigen Stunden auf 10 - 20 min verkurzt. Die Elution erfolgte mit 1 M NaCl in 25 mM
PIPES-Puffer, pH 7,0. Auf diese Weise konnte eine Probe eluiert werden, die mit
8,61 U/ml noch etwa 43 % der Aktivitat in der Ausgangsprobe aufwies. Anhand der
Absorption bei 280 nm und des molaren Extinktionskoeffizienten der S. glaucescens
Tyrosinase wurde der Proteingehalt naherungsweise ermittelt. Dieser lag bei etwa 46
Mg/ml und betrug somit 2 % des im Ammoniumsulfat-Prazipitat bestimmten Wertes.
Die daraus resultierende spezifische Aktivitat lag bei 187 U/mg.

Das Absorptionsspektrum der Probe wies, wie in den vorangegangenen Ansatzen
einen deutlichen Streuungsanteil auf. Eine Absorption im Bereich von 310 - 360 nm
konnte jedoch nicht festgestellt werden, womit die Probe offensichtlich weniger Pig-

ment-Verunreinigungen enthielt.

In weiteren Versuchs-Ansatzen wurde mit Servacell CM32 (ebenso wie P23 eine
Carboxymethyl-Cellulose) ein alternatives Austauscher-Material verwendet. Die Elu-
tionen erfolgten sowohl mit 1 M NaCl, als auch mit KCI in Konzentrationen von 0,5
und 1 M. Sowohl die Inkubationszeit, als auch die Dauer der Elution wurden mehr-
fach verandert. Alle Variationen ergaben aber vergleichbare Resultate, die bezlglich
der Protein- und Aktivitatsausbeuten keine Verbesserungen gegenuber der Verwen-
dung von Servacell P23 brachten.

Zur Einschatzung der Reinheit der eluierten Proben wurden diese einer SDS-PAGE
unterzogen. Hierbei konnte in allen Proben lediglich eine Proteinbande mit etwa
30 kDa Molekulargewicht gefunden werden. In Abb. 3.13 A ist exemplarisch das Er-
gebnis einer Elektrophorese wiedergegeben.

Zur Isolierung der Tyrosinase aus dem Ammoniumsulfat-Prazipitat des Kulturiber-
standes wurde auch ein Kationen-Austausch mittels Vivapure Maxi S Saulen durch-
gefuhrt. Die Elution mit 1 M NaCl in 25 mM PIPES-Puffer, pH 7,0 wurde zweimal hin-
tereinander durchgefuhrt. Zwar konnten mit 20 - 40 % der eingesetzten Enzymaktivi-
tat sehr befriedigende Resultate erbracht werden, jedoch konnte bei der Uberpriifung
mittels SDS-PAGE neben der Tyrosinase noch mindestens eine weitere Proteinban-
de detektiert werden, die auch im aufgetragenen Filtrat die zweitstarkste Protein-
Fraktion darstellte (Abb. 3.13 B). Die Abschatzung des Proteingehalts anhand der
Absorption bei 280 nm erbrachte zudem Werte, aus denen sich eine spezifische Ak-

tivitat von lediglich 15 - 24 U/mg ergaben.

80



Ergebnisse
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Abb. 3.13: Denaturierende SDS-PAGE (10 % Polyacrylamid-Gel) von Proben nach Kationen-
Austausch im batch-Verfahren (A) und mittels Austauscher-Saule (B). Aufgetragen wurden je-
weils etwa 20 ul Probe, die Farbung der Gele erfolgte mittels Coomassie Brilliant Blue.

(A): TY: Tyrosinase nach Elution mit 0,5 M NaCl in 25 mM PIPES, pH 7,0.
M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Biorad, Minchen). Das Molekular-
gewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.
Der Pfeil markiert die Tyrosinase.

(B): F: Ammoniumsulfat-Prazipitat des Kulturfiltrats.
E: Tyrosinase nach Elution mit 0,5 M NaCl in 25 mM PIPES, pH 7,0.
M (Marker): High Molecular Weight Standard (Sigma-Aldrich, Steinheim). Das
Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Die Pfeile markieren
zum einen die Tyrosinase (unten), zum anderen ein nicht ndher charakterisiertes
Fremdenzym (oben) mit einem Molekulargewicht von ca. 50 - 60 kDa.

Die Ausbeuten der beiden Kationen-Austausch-Verfahren (batch und Trennsaulen)
lagen deutlich unter den Erwartungen. Auch eine Variation von pH-Wert (5,5 - 8,5),
Salzkonzentration (0,2 - 2,0 M NaCl) und Elutionszeit (5 min bis 48 h) erbrachte kei-
ne nennenswerten Anderungen in der Ausbeute. Der Einsatz von kommerziell erhalt-
lichen Trennsaulen erhoht zwar die Ausbeute an Protein im Eluat, jedoch zeigten
sich im SDS-Gel zusatzliche Banden. Das Absorptionsspektrum dieser Fraktionen
unterschied sich jedoch nicht signifikant von dem der batch-Eluate.

Fir eine effiziente Reinigung der Tyrosinase schien ein Kationen-Austausch nicht die
geeignete Methode zu sein. Im Folgenden wurde daher eine andere Vorgehensweise
angewendet, die den wahrend der praparativen IEF gemachten Beobachtungen
ebenfalls Rechnung trug. Mittels Anionen-Austausch wurde nun versucht, die Pig-
mente, sowie den Uberwiegenden Teil der Fremdproteine von der Tyrosinase zu

trennen, um diese dann mittels weiterer Praparationsschritte zu reinigen.
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3.1.2.3 Isolierung der Tyrosinase aus dem Kulturtiiberstand mittels Anionen-
Austausch

Die Durchfuhrung des Anionen-Austausches erfolgte im batch-Verfahren, indem das
dialysierte Ammoniumsulfat-Prazipitat des Kulturfiltrats mit dem Austauscher-Material
(Servacell DEAE52) fur wenige Minuten inkubiert wurde. Nach dem Abzentrifugieren
des Tauschermaterials war das Kulturfiltrat wasserklar und wies im Durchschnitt
noch etwa ein Drittel der urspriinglichen Diphenolase-Aktivitat auf. Ein Uberblick (iber
die Resultate einiger Praparationen ist in Tabelle 3.6 exemplarisch wiedergegeben.
Eine Verlangerung der Inkubationszeit auf eine oder mehrere Stunden flhrte zu einer
deutlich geringeren Aktivitatsausbeute, was vermutlich auf unspezifische Wechsel-

wirkung der Tyrosinase mit dem Tauschermaterial zurickzufuhren war.

Préparation Ausgangsprobe | nach Anionen-Austausch | Ausbeute

[U/ml] [U/ml] [%]
#1 22,8 8,0 35,2
#2 21,9 3,9 17,7
#3 20,2 4,4 21,6
#4 18,0 7,3 40,7
#5 25,6 8,4 32,8
#6 14,5 6,5 44,6
#7 14,0 4,7 33,8

Tab. 3.6: Tyrosinase-Aktivitdt im Ammoniumsulfat-Prazipitat des Kulturfiltrates vor und
nach Anionen-Austausch mit Servacell DEAES2 (Serva, Heidelberg). Die Ermittlung der
Diphenolase-Aktivitat erfolgte mittels Dopachrom-Assay mit 15 mM L-Dopa in 0,01 M
Phosphatpuffer pH 7,0 bei 25°C.

Die unléslichen Bestandteile des Ammoniumsulfat-Prazipitats wurden in etwa dem
gleichen Volumen Puffer aufgenommen und filtriert und anschlielRend wie oben be-
schrieben mit DEAES52 behandelt. Die im Filtrat gemessene Diphenolase-Aktivitat lag
mit 52,2 U/ml deutlich Gber der Aktivitat der bisher eingesetzten Proben. Nach dem
Anionen-Austausch konnten mit 28,2 U/ml noch etwa 54 % der Aktivitat nachgewie-

sen werden.
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Wie schon bei der Durchfliihrung des Kationen-Austauschs konnte auch nach Anio-
nen-Austausch lediglich eine einzelne Proteinbande mit einem Molekulargewicht von
ca. 30 kDa im SDS-Gel nachgewiesen werden (Abb. 3.14).

M 1 2
. Abb. 3.14: Denaturierende SDS-PAGE (10 % Poly-
250 acrylamid-Gel) des Ammoniumsulfat-Prazipitats
150 vor (1) und nach (2) Anionen-Austausch mit Serva-
100 cell DEAE52 (Serva, Heidelberg) im batch-
Verfahren. Die Probe entstammte der Praparation
75 — #1 (Tab. 3.6).
Die Auftragung der Probe erfolgte unverdiinnt mit
50 e einem Volumen von 30 pl. Nach der Elektrophore-
se wurde das Gel mit Coomassie Brillant Blue ge-
37 farbt.
/ M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Bio-
rad, Minchen). Das Molekulargewicht der Markerp-
N roteine ist in kDa angegeben. Der Pfeil markiert die
25 = Tyrosinase.
0,06
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Abb. 3.15: Absorptionsspektrum des Ammoniumsulfat-Prazipitats nach Anionen-
Austausch mit Servacell DEAES2 (Serva, Heidelberg) der Praparation # 1 (Tab. 3.6).
Dargestellt sind sowohl das gemessene Spektrum (grau), als auch der um den
Streuungsanteil korrigierte Verlauf (schwarz).

Bei der Betrachtung der Absorptionsspektren der Proben zeigte sich stets ein sehr
ahnliches Bild. Neben einem Absorptionsmaximum, das anders als bei den Proben
nach Kationen-Austausch bei 260 - 265 nm lag und somit leicht in den kurzwelligen
Bereich verschoben war, zeigte sich zwischen 300 und 450 nm eine kontinuierliche

Absorptionszunahme (Abb. 3.15). Sowohl die Lage des Absorptionsmaximums, als
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auch die Zunahme der Absorption unterhalb von 450 nm, deuteten auf das Vorhan-
densein von Pigmentverunreinigungen in der Probe hin. Ein ausgepragtes Absorpti-
onssignal zwischen 300 und 360 nm konnte nicht festgestellt werden.

Fir die weitere Aufreinigung des Enzyms konnte mittels Anionen-Austausch unter
geringem Aufwand sehr viel Probenmaterial aufgearbeitet werden, wobei die erziel-
ten Ausbeuten an Enzymaktivitat sehr zufrieden stellend ausfielen. Zudem konnte in
diesem einen Schritt bereits samtliches Fremdprotein aus den Proben entfernt wer-

den.

3.1.2.4 Reinigung der Tyrosinase mittels GréR3enausschluss-Chromatographie

Die Reinigung der Tyrosinase wurde mittels GroRenausschluss-Chromatographie
(SEC) durchgefuhrt. Die Proben wurden direkt nach dem Anionen-Austausch auf die
Chromatographiesaule appliziert. In Abb. 3.16 ist das Elutionsprofil eines typischen
Chromatographie-Laufs dargestellt. Wegen der einfacheren Handhabung wurde zur

Lokalisierung der Tyrosinase im Folgenden nur noch diphenolisches Substrat einge-

setzt.
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Abb. 3.16: Elutionsprofil einer SEC des Ammoniumsulfat-Prazipitats nach Anionen-Austausch. Die
Fraktionen mit Tyrosinase-Aktivitat sind dunkel unterlegt. Der qualitative Nachweis einer Tyrosina-
se-Aktivitat ist in Abb. 3.17 dargestellt, die quantitative Bestimmung der Aktivitat ist in Abb. 3.18
wiedergegeben. Abb. 3.19 zeigt eine SDS-PAGE der Fraktionen 45 und 46, sowie der Fraktionen
61, 64 und 80.
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Die Aktivitat der Ausgangsprobe lag bei 14,5 U/ml vor bzw. 6,5 U/ml nach Anionen-
Austausch. Eine Quantifizierung des Proteingehalts wurde nicht durchgefuhrt.

Das Ammoniumsulfat-Prazipitat des Kulturfiltrats enthielt nach Anionen-Austausch
mehrere Fraktionen mit deutlicher Absorption bei 280 nm. Um die tyrosinasehaltigen
Fraktionen zu identifizieren, wurde die Diphenolase-Aktivitat in den Fraktionen mittels
eines Tropfentests ermittelt, bei dem 5 yl der Probe mit 5 ul einer 15 mM L-Dopa-
Lésung inkubiert wurden (Abb. 3.17). Hierbei wurden nur die Fraktionen untersucht,
bei denen im Elutionsprofil auch ein Absorptionssignal detektiert wurde, bzw. bei de-

nen die Absorption innerhalb des entsprechenden Peaks maximal war.

40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

Abb. 3.17: Nachweis der
® 0 0 ¢ 00 @ o 0 o Tyrosinase-Aktivitat in  den
eluierten Fraktionen der SEC.
Als Kontrolle diente die Aus-

60 61 62 63 64 65 66 67 77 78 79 80 81 gangsprobe mit einer Aktivitat
von 6,5 U/ ml.
83 84 19 20 21 Kontrolle
]

In den Fraktionen 40 - 67 konnte eine deutliche Diphenolase-Aktivitat nachgewiesen
werden, die bei den Fraktionen 45 und 46 die starkste Farbreaktion hervorrief. Die
Fraktionen 19 - 21, 60 - 67, 77 - 81, sowie 83 - 84, wiesen zwar eine starke bis sehr
starke Absorption bei 280 nm auf, zeigten aber keine Tyrosinase-Aktivitat. Lediglich
in den Fraktionen 60 - 67 konnte noch eine geringflgige Aktivitat detektiert werden.
Die Aktivitat in den Fraktionen 40 - 52 wurde mittels Dopachrom-Assay quantifiziert.
Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb. 3.18 dargestellt.

Die Bestimmung der Diphenolase-Aktivitat ergab fur Fraktion 46 den hochsten Wert,
wobei die Aktivitat in den Fraktionen 40 - 45 stetig anstieg und in Fraktionen 47 - 52
wieder abfiel. Die Abnahme der Aktivitat in den hinteren Fraktionen war jedoch we-
niger stark, als die Zunahme der Aktivitat in den vorderen (siehe Abb. 3.18). Dieser
Befund stand in Einklang mit dem asymmetrischen Peak der Tyrosinase im Elu-
tionsprofil der SEC (siehe Abb. 3.16).
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Abb. 3.18: Diphenolase-Aktivitat der SEC-Fraktionen 40 - 52. Der asymmetrische Verlauf
von Zunahme und Abnahme der Aktivitat um das Aktivitats-Maximum bei Fraktion 46 ist
deutlich zu erkennen.

Fir die Bestimmung des Proteingehalts in der Fraktion 46 wurden zwei Methoden
angewandt. Durch Berechnung der Enzymkonzentration aus der Absorption bei
280 nm unter Zuhilfenahme des molaren Extinktionskoeffizienten der S. glaucescens
Tyrosinase wurde ein Wert von 0,52 pg/ml ermittelt. Die Bestimmung des Proteinge-
halts mittels Bradford-Test ergab einen Wert von 1,16 pg/ml. Die beiden Werte un-
terschieden sich recht deutlich, wodurch die resultierenden spezifischen Aktivitaten
mit 981 U/mg bzw. 440 U/mg entsprechend stark voneinander abwichen. Der augen-
scheinlich sehr geringe Proteingehalt der Proben verhinderte somit eine verlassliche
Aussage Uber die tatsachliche Menge. Auch die relative Reinheit des Enzyms konnte
anhand der spezifischen Aktivitat nur grob abgeschatzt werden.

Mittels SDS-PAGE konnte in den Fraktionen 45 und 46 jedoch lediglich eine einzelne
Proteinbande nachgewiesen werden, deren Molekulargewicht dem einer monomeren
Tyrosinase entsprach. Die Fraktionen 61, 64 und 80, die eine starke Absorption bei
280 nm aufwiesen, beinhalteten scheinbar keine Proteine (Abb. 3.19).

Die Absorptionsspektren der Fraktionen 46 und 80 wiesen zudem wesentliche Unter-
schiede auf (Abb. 3.20). Wahrend Fraktion 46 mit der scheinbar reinen Tyrosinase
ein deutlich ausgepragtes Absorptions-Maximum bei etwa 280 nm aufwies, lag das
der Fraktion 80 bei 265 nm. Dies spricht dafur, dass im Gegensatz zu den tyrosina-
sehaltigen Fraktionen, die Ubrigen SEC-Fraktionen kein Protein, sondern andere Be-

standteile, wie z. B. polyphenolische Pigment-Komplexe enthielten (vgl. Abb. 3.15).
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Abb. 3.20: Absorptionsspektren der SEC-Fraktionen 46 und 80. Das Absorptions-Maximum der
tyrosinasehaltigen Fraktion 46 (links) liegt bei 280 nm, das der offenbar nicht proteinhaltigen Frakti-
on 80 liegt bei 265 nm.

In einem weiteren Schritt wurden die tyrosinasehaltigen SEC-Fraktionen vereint und
mittels Gefriertrocknung aufkonzentriert. Das Ergebnis einer solchen Einengung ist
im Folgenden exemplarisch dargestellt.

Die tyrosinasehaltigen Fraktionen aus drei SEC-Laufen wurden vereint, wodurch
25 ml Probe mit einer Diphenolase-Aktivitat von 0,17 U/ml erhalten wurden. Die
durchschnittliche Aktivitat der Ausgangsproben betrug 4,82 U/ml, das aufgetragene
Volumen in den drei Laufen betrug insgesamt 7 ml. Somit konnten nach der SEC von
den ursprunglich 33,6 U Gesamtaktivitat etwa 13 % (4,3 U) gewonnen werden. Nach
der Gefriertrocknung betrug das Probenvolumen 1,5 ml, die Diphenolase-Aktivitat lag
bei 1,82 U/ml. Somit blieben noch 8 % (2,7 U) der fur diesen Reinigungsschritt ein-

gesetzten Gesamt-Aktivitat erhalten.
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Abb. 3.21 zeigt das Absorptionsspektrum der gefriergetrockneten SEC-Fraktionen.
Zur besseren Darstellung wurde auch hier der Streuungsanteil rechnerisch eliminiert.
Neben einem Absorptionsmaximum bei 280 nm ist ein weiteres Maximum bei 315
nm zu erkennen. Sowohl die vorliegende Streuung in den Proben, als auch die Ab-
sorption im Bereich 300 - 330 nm deuten darauf hin, dass das Protein immer noch
Kontaminationen mit Pigmentresten aufweist. Insbesondere der Absorptions-Peak
um 315 nm ist hierflr ein Indiz, da das Absorptionsmaximum von Chinonen im Be-
reich von 305 nm liegt [193]. Dass die Streuung zum Teil auf eine Teildenaturierung

der Tyrosinase zurtickzufihren ist, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

0,25
Abb. 3.21: Absorptionsspekirum der gerei-
0,2 nigten Tyrosinase. Die Probe wurde mittels
- Anionen-Austausch und SEC prapariert und
£ 0,15 | mittels Gefriertrocknung konzentriert.
o Dargestellt ist sowohl das gemessene Spekt-
o
2 01 4 rum (grau), als auch der um den Streuungs-
< anteil korrigierte Verlauf (schwarz).
Neben der fir Proteine typischen Absorption
005 7 bei 280 nm ist eine weiter Absorptionsbande
bei 315 nm zu erkennen, die auf Pigment-
0 w T T verunreinigungen hindeutet.
240 340 440 540
A [nm]

Eine apparente Reinheit im Hinblick auf die Gelelektrophorese konnte zwar erreicht

werden, jedoch zeigte sich spektroskopisch nicht das erwartete Bild.

In weiteren Praparationsansatzen wurde auf das bereits in Kapitel 3.1.2.3 erwahnte
unlésliche Pellet der Ammoniumsulfat-Fallung zurtckgegriffen. Der Verlauf einer
SEC mit Material aus dieser Probe ist im Folgenden kurz dargestellt. Die Diphenola-
se-Aktivitat der Ausgangsprobe lag bei 52,2 U/ml, nach Anionen-Austausch betrug
der Wert noch 28,2 U/ml (54 %). Das Probenvolumen belief sich auf 4 ml (112,8 U
Gesamtaktivitat), die FraktionsgroRe wurde von 1,5 ml auf 2 ml erhéht. Abb. 3.22
zeigt das Elutionsprofil der Chromatographie.

Im Verlauf der Chromatographie wurden neben der Tyrosinase auch hier einige wei-
tere Fraktionen mit zum Teil erheblicher Absorption bei 280 nm eluiert, wobei das
Profil von dem der vorangegangenen Proben leicht abwich. Diese Abweichungen

betrafen jedoch nur den Bereich der letzten aufgefangenen Proben, in denen Uber-
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wiegend Pigmente vermutet wurden und kénnen vermutlich auf die unterschiedliche

Konsistenz der eingesetzten Proben zurtckgefuhrt werden.

Fraktion
0 2 7 12 17 22 27 31 36 41 46 51 56 61

0,35 A
0,28 +
0,21 ~

0,14 ~

OD 280 nm

0,07 -

0 T

0
-0,07
Elutionszeit [h]

Abb. 3.22: Elutionsprofil einer SEC des Ammoniumsulfat-Prazipitats nach Anionen-Austausch. Als
Ausgangsprobe diente ein Filtrat des unldslichen Pellets der Ammoniumsulfat-Fallung. Die Fraktio-
nen mit Tyrosinase-Aktivitat sind dunkel unterlegt. Die starke Absorption in den spater eluierten
Fraktionen ist auf chinonhaltige Pigmente, nicht auf Protein zurtickzufiihren.

Die Diphenolase-Aktivitat in den tyrosinasehaltigen Fraktionen 29 - 37 wurde mittels
Dopachrom-Assay ermittelt. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tab. 3.7 darges-
tellt. Die Abschatzung des Proteingehaltes in den Fraktionen 32 - 34 erfolgte aus der

Absorption bei 280 nm.

Fraktion 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Diphenolase-Aktivitat
[U/ml] 0,12 11,12 |3,75|6,21|5,90|4,55|2,70 | 1,41 | 0,58

Proteingehalt

[ug/ml] n.b.|nb.|{nb.|169|154 124 |n.b. | n.b.|n.b.

Spezifische Aktivitat
[U/mg] - - - | 368|384 | 368 | - - -

Tab. 3.7: Diphenolase-Aktivitat und Proteingehalt der SEC-Fraktionen 29 - 37. Die Bestimmung
der Aktivitat erfolgte photometrisch mit 15 mM L-Dopa in 0,01 M Phosphatpuffer, pH 7,0 bei
25 °C. Die Abschatzung des Proteingehalts wurde anhand der Absorption bei 280 nm durchge-
fuhrt.
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In Fraktion 32 konnte die hdchste Tyrosinase-Aktivitat festgestellt werden. Ahnlich
wie bereits im vorangegangenen Ansatz zeigten sich hier ein starker Anstieg in der
Aktivitat von Fraktion 29 - 31 und ein weniger starker Abfall in der Aktivitat von Frak-
tion 33 - 37. Mit den errechneten Werten fur den Proteingehalt wurden sehr ahnliche
Werte fur die spezifische Aktivitat ermittelt. Diese lag mit 373 £ 9 U/mg sehr nahe an
dem Wert 440 U/mg, der mit dieser Methode bereits im vorangegangenen Ansatz fur

die Fraktion 46 ermittelt wurde.

Im Folgenden wurden die tyrosinasehaltigen SEC-Fraktionen vereint und mittels
Zentrifugalfiltration aufkonzentriert. Die Probe wies eine Diphenolase-Aktivitat von
26,8 U/ml in einem Volumen von 4,5 ml auf. Sie enthielt mit 93,9 U noch etwa 83 %
der eingesetzten Gesamtaktivitat. Abb. 3.23 zeigt die Absorptionsspektren der SEC-

Fraktion 32 und des Konzentrats der tyrosinasehaltigen Fraktionen.

Fraktion 32 Konzentrat
0,05 0,12
0,04 0.1
c S 0,08
2 0,03 2
o o
5 5 0,06 -
£ 0,02 A 2
2 £ 004
0,011 0,02 -
0,00 ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘
250 350 450 550 250 350 450 550
A [nm] A [nm]

Abb. 3.23: Absorptionsspektren der SEC-Fraktionen 32 und des Konzentrats der tyrosinasehaltigen
SEC-Fraktionen 29 - 37. Das schwache Absorptionssignal bei 340 nm kénnte ein Hinweis auf das
Vorliegen oxygenierter Kupferzentren sein, da die Tyrosinase nach der Praparation nicht vollstandig in
der met-Form vorliegt.

Die Isolierung und Reinigung der Tyrosinase aus dem Uberstand einer S. antibioti-
cus-Kultur mittels Ammoniumsulfat-Fallung, Anionen-Austausch und Gréllenaus-
schluss-Chromatographie erbrachte insgesamt sehr zufrieden stellende Resultate.

FiUr spektroskopische Methoden im UV/Vis-Bereich, sowie fur Untersuchungen der
Kinetik der katalysierten Reaktionen konnten sehr groRe Mengen an reinem Pro-

benmaterial in nativer Form gewonnen werden. Das Ergebnis der Aufreinigung ist in
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Tab. 3.8 noch einmal hinsichtlich der Ausbeuten zusammengefasst dargestellt. Es ist
zu beachten, dass von den 250 ml bzw. 100 ml Probe nach Anionen-Austausch nur
maximal 4 ml fur die SEC eingesetzt werden konnten. Dadurch kann die Ausbeute in

diesem und den darauf folgenden Schritten durch Wiederholen um mindestens den

Faktor 25 verbessert werden.

A Fallung Anionen-Austausch SEC Konzentrierung
Volumen [ml] 250 250 25 1,5
Diphenolase-
4,4-8,0 0,2 1,8
Aktivitat 14,0 - 25,6 . . .
Ui (18 - 45 %) (ca.1%) | (7-13%)
Proteingehalt ca. 2000 n. b. n. b. n. b.
[ng/ml]
Spezifische Aktivitat 7-13 . ca. 440 -
[U/mg]
1100 - 2000 5 3
Gesamtaktivitat [U] 3500 - 6400
(31%) (ca. 0,1 %) | (ca.0,1 %)
B Fallung Anionen-Austausch SEC Konzentrierung
Volumen [ml] 100 100 18 4.5
Diphenolase-
28,2 5,6 26,8
Aktivitat 52,2 ) . )
Uil (54 %) (11 %) (51 %)
Proteingehalt n. b. n. b. 15 36,7
[Hg/mi]
Spezifische Aktivitat . . 370 730
[U/mg]
2820 113 94
Gesamtaktivitat [U] 5220
(54 %) (2,2 %) (1,8 %)

Tab. 3.8: Diphenolase-Aktivitat und Proteingehalt wahrend der Reinigung der Tyrosinase aus dem
Kulturfiltrat von S. antibioticus. A: Uberstand der Ammoniumsulfat-Fallung. B: Pellet der Ammo-
niumsulfat-Fallung. Die Abschatzung des Proteingehalts wurde anhand der Absorption bei 280 nm

durchgefuhrt.
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3.1.3 Rekombinante Expression der Tyrosinase aus S. antibioticus

Parallel zu der Anreicherung der nativen Tyrosinase aus gro3volumigen Kulturansat-
zen wurde versucht, das Enzym aus S. antibioticus nach einem Protokoll von Hop-
wood et al. [166] rekombinant in S. lividans zu exprimieren. Mit einer erfolgreichen
heterologen Uberexpression kénnte das Kulturvolumen deutlich reduziert und zur
Gewinnung ausreichender Mengen des Enzyms die Kultivierung im Platz- und Kos-
ten sparenden Labor-Malistab durchgefuhrt werden. Zudem ware eine Grundlage fur

weiterfuhrende Mutagenese-Experimente geschaffen.

3.1.3.1 Transformation von S. lividans

Die Durchfihrung erfolgte wie unter 2.4.5 und 2.4.6 beschrieben. Die Temperatur
wahrend der Protoplastierung (70 min) betrug 23 °C. Die Transformation erfolgte
zum einen mit 200 ml Protoplasten-Suspension fur 40 min (A) und zum anderen mit
300yl Protoplasten-Suspension fur 30 min (B) auf Eis. Beide Transformations-
Ansatze wurden auf jeweils 3 R2YE-Platten verteilt und 15 h bei 28 °C inkubiert.
Nach Uberschichten der regenerierten Anséatze mit 200 ul Thiostrepton-Lésung, wur-

den diese weiter bei 28 °C inkubiert.

3.1.3.2 Selektion der Transformanten

Nach 72 h konnten drei potentielle Transformanten auf einer der R2YE-Platten des
Ansatzes A entdeckt werden. Weitere 24 h spater zeigten sich auch auf einer weite-
ren Platte des Ansatzes A und auf einer Platte des Ansatzes B Kolonien.

Zwei der der Kolonien wurden mit sterilen Zahnstochern in je 10 ml HA-Medium mit
50 pl/ml Thiostrepton Uberimpft. Drei Kolonien wurden auf HA-Platten mit 50 ul/ml
Thiostrepton ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte im Brutschrank bei
28 °C, die Inkubation der Flussigkulturen erfolgte bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler bei 200 Upm.

Zur eindeutigen ldentifizierung der selektionierten Transformanten wurden diese ne-
ben S. antibioticus und nicht-transformiertem S. lividans auf verschiedenen Agar-
Platten kultiviert. Hierzu wurde GYM-Medium als Nahrmedium, thiostreptonhaltiges

HA-Medium zur Selektion der Transformanten, sowie tyrosinhaltiges AGMIT-Medium
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zum Nachweis der Tyrosinase-Expression verwendet. Abb. 3.24 zeigt das Wachstum

der drei Stamme auf den genannten drei Medien.

Abb. 3.24: Wachstum von S. lividans nach Transformation (links), S. antibioticus (unten), sowie
nicht-transformiertem S. lividans (rechts). A: GYM-Medium. Alle drei Stamme zeigten bereits nach
drei Tagen ausgepragtes Zellwachstum entlang des Impfstrichs. B: HA-Medium mit 50 pg/ml
Thiostrepton. Nach sieben Tagen ist lediglich die transformierte S. lividans-Kultur zu sehen, die bei-
den Ubrigen Stamme zeigten aufgrund fehlender Resistenz keinerlei Wachstum. C: AGMIT-Medium
mit 1 mg/ml L-Tyrosin. Bereits nach drei Tagen konnte ahnlich starkes Zellwachstum wie auf der
GYM-Platte festgestellt werden. Die Melaninbildung begann in Form eines Pigmenthofes um die
Zellen bei S. antibioticus unmittelbar, im Fall der transformierten S. lividans-Kultur jedoch erst nach
etwa 14 Tagen. Somit ist zum Zeitpunkt der Dokumentation die Melaninbildung bei S. antibioticus
bereits deutlich starker ausgepragt und erstreckt sich Uber die gesamte Zellmasse.

Die Tatsache, dass die transformierten S. lividans-Zellen als einzige auf dem thiost-
reptonhaltigen HA-Medium wuchsen, spricht dafur, dass die Transformation erfolg-
reich verlaufen ist. Die im Vergleich zu S. antibioticus verlangsamte Melaninbildung
spricht allerdings nicht dafiuir, dass das gewahlte Expressionssystem fur die Anrei-

cherung der Tyrosinase geeignet ist.

3.1.3.3 Zellaufschluss

Zur Produktion der Tyrosinase wurde eine 72 h alte 10 ml-FlUssigkultur der transfor-
mierten S. lividans-Zellen in 700 ml thiostreptonhaltiges AGMIT-Medium uberfuhrt
und bei Raumtemperatur mit 200 Upm auf dem Schuttler inkubiert.

Nach 72 h Wachstum wurden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt und auf
zwei 50 ml-Kunststoffrohrchen verteilt. Beide Proben wurden mit 0,01 M Phosphat-
puffer pH 6,5 auf ein Endvolumen von ca. 10 ml aufgefullt und mittels Ultraschall-
Sonde aufgeschlossen, wobei einem der Ansatze 100 pl PMSF, ein Serin-Proteasen-

Inhibitor, zugesetzt wurde.
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Ein Schnell-Test auf Monophenol-Hydroxylase- und Diphenol-Oxygenase-Aktivitat
mittels MBTH-Tupfeltest verlief sowohl in den Zell-Lysaten, als auch im Kulturfiltrat
negativ. Da die Tyrosinase bei der heterologen, rekombinanten Uberexpression in S.
lividans fast ausschliellich intrazellular vorliegt [91], war der Nachweis einer Tyrosi-
nase-Aktivitat im Kulturfiltrat nicht zu erwarten. Abb. 3.25 zeigt eine denaturierende
SDS-PAGE der Zell-Lysate in An- und Abwesenheit von PMSF. Ein signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden Proben konnte nicht festgestellt werden.

M 1 2 3 4
250 _ .
150 Abb. 3.25: Denaturierende SDS-
100 PAGE (10 % Polyacrylamid-Gel)
75 B der Zell-Lysate ohne (1 & 2) und
Yoy mit PMSF (3 & 4).
50 M (Marker): Precision Plus Protein
T s —— —— Standard (Biorad, Minchen). Das
37 ca. 30 kDa Molekulargewicht der Markerpro-
- / teine ist in kDa angegeben.
B —

Anhand des verwendeten Proteinstandards wurde mit der Auswertungs-Software der
Gel-Dokumentationseinheit das Molekulargewicht der einzelnen Proteinbanden er-
mittelt. Zwar konnte bei ca. 30,2 kDa eine deutliche Bande gefunden werden, inwie-
weit es sich hierbei zumindest anteilig um die Tyrosinase handelte, blieb jedoch un-
klar. Eine weitere Aufreinigung und Anreicherung des Zielproteins erschien daher
nicht sinnvoll.

Die heterologe, rekombinante Uberexpression der S. antibioticus-Tyrosinase in
S. lividans mit Hilfe des Plasmid-Vektors plJ702 scheint flur die Anreicherung des
Enzyms in nennenswerten Mengen ungeeignet zu sein. Fur weiterfuhrende Versuche
ware die Verwendung alternativer Wirte, wie z. B. S. antibioticus im Rahmen einer
homologen, rekombinante Uberexpression in Erwégung zu ziehen [191]. Auch der
Einsatz modifizierter Plasmide konnte die Enzymausbeute deutlich erhéhen [91,
191]. Der hierfur am ehesten geeignete Plasmid-Vektor plJ703 ist jedoch kommerzi-
ell nicht erhaltlich und musste zuvor synthetisiert werden. Die fur diese Arbeiten er-
forderlichen Ressourcen wurden zwar bei der Deutschen Forschungsgemeinschaft

beantragt, leider jedoch nicht bewilligt.
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Somit bleibt festzuhalten, dass flr funktionelle und strukturelle Untersuchungen an
der Tyrosinase aus S. antibioticus im Rahmen dieser Arbeit ausschlief3lich die Anrei-
cherung des nativen Enzyms aus einem verhaltnismafig gro3en Kulturvolumen er-
folgte. Diese lieferte jedoch bereits im ersten Ansatz genug Material flr eine Vielzahl

umfassender Untersuchungen.

3.2 Physiko-chemische Charakterisierung der Tyrosinase aus S. antibioticus

Nach der Isolierung und Aufreinigung der Tyrosinase wurde das native Enzym zu-
nachst elektrophoretisch charakterisiert und nach Transfer auf eine PVDF-Membran
durch N-terminale Sequenzierung und anschlieBendem Datenbankabgleich identifi-
ziert. Zudem wurden von dem gereinigten Enzym Absorptions- und Fluoreszenz

Spektren aufgenommen.

3.2.1 Denaturierende SDS-PAGE und analytische IEF

Mit der SDS-PAGE (Abb. 3.26 A) konnte in den Proben eine einzige Proteinbande
nachgewiesen werden, deren Molekulargewicht mit ca. 30 kDa dem einer monome-
ren Tyrosinase entsprach. In der analytischen IEF (Abb. 3.26 B) wurde ebenfalls nur
eine Proteinbande detektiert, deren isoelektrischer Punkt bei ca. 9,5 lag und mit dem
fur die S. antibioticus-Tyrosinase bereits ermittelten Wert Ubereinstimmte (siehe
Abb. 3.6, Kapitel 3.1.1.3). Nach der isoelektrischen Fokussierung wurde das Gel in
zwei Teile zerschnitten und beide Teile unterschiedlichen Farbungen unterzogen.
Neben einer Proteinfarbung mit Kristallviolett erfolgte eine Aktivitatsfarbung mit 5 mM

Tyramin-Losung zum Nachweis einer Monophenolase-Aktivitat.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE und der analytischen IEF deuteten bereits auf das
Vorliegen einer reinen Tyrosinase hin. Dieser Befund wurde durch den positiven
Nachweis einer Monophenolase-Aktivitat nach der isoelektrischen Fokussierung be-
statigt. Dass die S. antibioticus-Tyrosinase als Monomer vorliegt, kann aus bisheri-
gen Studien an anderen, homologen Streptomyces-Tyrosinasen gefolgert werden.
Die monomere Struktur der S. glaucescens- und S. castaneoglobisporus-Tyrosinase

wurde dort mittels analytischer Ultrazentrifugation und Gelffiltration belegt [37, 97].
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Abb. 3.26: SDS-PAGE (A) und analytische IEF (B) der Tyrosinase aus S. antibioticus.

(A): TY: Tyrosinase aus S. antibioticus nach der Aufreinigung.

M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Biorad, Minchen). Das Molekulargewicht
der Markerproteine ist in kDa angegeben.

(B): 1: Tyrosinase aus S. antibioticus nach Proteinfarbung mit Kristallviolett.

2: Tyrosinase aus S. antibioticus nach Aktivitatsfarbung mit 5 mM Tyramin.

M (IEF-Marker): Serva Liquid Mix 3 - 10 (Serva, Heidelberg). Die isoelektrischen Punkte
der Markerproteine sind in pH-Einheiten angegeben.

Das ermittelte Molekulargewicht des monomeren Enzyms liegt bei ca. 30 kDa, der isoelektri-

sche Punkt liegt bei ca. 9,5.

3.2.2 N-terminale Sequenzierung

Zur zweifelsfreien Identifizierung des gereinigten Enzyms wurde eine Probe nach

denaturierender Gelelektrophorese auf PVDF-Membranen transferiert (Abb. 3.27)

und mittels Edmann-Abbau und einer HPLC-Analyse der abgespaltenen Aminosau-

rederivate N-terminal ansequenziert.

75
50
37

25
20
15

M

——— Tyrosinase ——|

Abb. 3.27: Western Blot der
Tyrosinase auf eine PDVF-
Membran nach denaturie-
render Gelelektrophorese.
Der Elektrotransfer erfolgte
mittels Tank-Blot, die Far-
bung der transferierten Pro-
teine erfolgte mit Coomas-
sie Brilliant Blue R 250.

M (Marker): Precision Plus
Protein Standard (Biorad,
Minchen). Das Molekular-
gewicht der Markerproteine
ist in kDa angegeben.
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Als Resultat dieser Sequenzierung konnten die ersten 20 N-terminalen Aminosauren
bestimmt werden, die zu 100 % mit dem N-Terminus der bei NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mit der Zugangsnummer P07524 (frGher B23971) hin-
terlegten Sequenz der S. antibioticus-Tyrosinase Ubereinstimmten. Die Gesamtse-
quenz der Tyrosinase ist im Folgenden wieder gegeben, die 20 N-terminalen Amino-

sauren ohne das initiale Methionin sind rot hervor gehoben.

Primarsequenz der S. antibioticus Tyrosinase (P07524):

MTVRKNQASLTAEEKRRFVAALLELKRTGRYDAFVTTHNAFILGDTDNGERTGHRSPS
FLPWHRRFLLEFERALQSVDASVALPYWDWSADRSTRSSLWAPDFLGGTGRSRDGQVM
DGPFAASAGNWP INVRVDGRTFLRRALGAGVSELPTRAEVDSVLAMATYDMAPWNSGS
DGFRNHLEGWRGVNLHNRVHVWVGGQMATGVSPNDPVFWLHHAY I DKLWAEWQRRHPS
SPYLPGGGTPNVVDLNETMKPWNDTTPAALLDHTRHYTFDV

3.2.3 UV/VIS- und Fluoreszenz-Spektroskopie

Zur naheren Betrachtung des isolierten Enzyms wurden von diesem sowohl Absorp-

tions-, als auch Fluoreszenzspektren aufgenommen.

Absorptions-Spektrum Fluoreszenz-Spektrum
0,12 2500
0,1
N 2000 -
c
S 0,08 1 o
= @ 1500 -+
5 0,06 - 5
@ = 1000 -
< 0,04 -
o
0,02 - 500 A
0 T T T 0 T T 7
250 350 450 550 300 350 400 450 500
A [nm] A [nm]

Abb. 3.28: Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Tyrosinase aus S. antibioticus in 25 mM
PIPES-Puffer (pH 7,0). Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 280 nm, die Fluoreszenz-
Intensitat ist in relativen Einheiten angegeben.

Das Absorptionsspektrum der Tyrosinase besitzt einen Peak mit einem Maximum bei

280 nm, das durch die aromatischen Aminosauren des Enzyms hervorgerufen wird.
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Zwischen 310 und 450 nm steigt das Absorptionssignal zu niedrigeren Wellenlangen
hin geringflgig an. Jedoch waren weder bei 345 nm, noch bei 590 - 600 nm ausgep-
ragte Absorptionssignale erkennbar, die durch einen 0,> — Cu(ll) Charge transfer
Ubergang an oxygenierten Typ-3-Kupferzentren hervorgerufen werden [38, 63]. So-
mit wurde die bereits getroffenen Annahme, dass die Tyrosinase nach der Praparati-
on Uberwiegend in der met-Form vorliegt, bestatigt [63, 64, 191].

Das Emissions-Fluoreszenzspektrum der Tyrosinase ist typisch fur ein Protein, das
die aromatischen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin enthalt. Das
Emissions-Maximum liegt nach Anregung der Fluoreszenz mit Licht der Wellenlange
280 nm bei 332 nm.

3.3 Homologie-Modell der Tyrosinase aus Streptomyces antibioticus

Um ein dreidimensionales Abbild der Tyrosinase aus Streptomyces antibioticus zu
erhalten, wurde ein Homologie-Modell auf der Basis einer bekannten Rontgenstruk-
tur erstellt. Zum Zeitpunkt der dargestellten Arbeiten war die einzig verfugbare Ront-
genstruktur eines Proteins mit Typ-3-Kupferzentrum neben einigen Hamocyanin-
Strukturen, die der Catecholoxidase aus der Sul3kartoffel Ipomoea batatas. Wegen
ihrer katalytischen Aktivitat und ihres Molekulargewichts wurde die von Klabunde
etal. 1998 [35] geldste Struktur der met-Form (NCBI-Zugangsnummer 1BT1) als
Vorlagestruktur (Template) herangezogen. Die Aminosaure-Sequenz der S. antibioti-
cus-Tyrosinase besitzt eine Identitat von nur 26 % und eine Homologie von 36 % mit
der Sequenz der Catecholoxidase. Diese Werte sind fur ein verlassliches Homologie-
Modell zwar grenzwertig aber dennoch ausreichend, da erwartet werden konnte,
dass zumindest der Bereich des aktiven Zentrums sehr ahnlich aufgebaut ist. Die
Peripherie des Enzyms wurde hierbei zwar ebenfalls modelliert, die strukturelle Ana-

lyse beschrankte sich jedoch auf die Umgebung des aktiven Zentrums.

Nach Erstellung und Diskussion von Sequenz-Alignments wurde die Homologisie-
rung durchgefuhrt. Das Haupt-Augenmerk lag hierbei nicht nur auf den Positionen
der Kupfer-ligandierenden Histidine, sondern auch auf der Lage von Glycin 204 in
der S. antibioticus-Tyrosinase, da diese Aminosaure im Alignment dem Phenylalanin

261 der I. batatas-Catecholoxidase gegenubersteht.
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Phenylalanin 261 limitiert in der Catecholoxidase offenbar den Zugang ins aktive
Zentrum, wodurch sich die eingeschrankte katalytische Aktivitat gegenuber der Tyro-

sinase erklaren liel3e [44].

* 20 * 40 * &0 * &0 *
1ETL : APIQAPEISKCVVEPADLEPGAVVDNCCPPYASNIVDYELPAVTTMEVREALHTMDEDAT AKFAKAVE LMKALPADDFRNFYOQALYECA : 90
751, Y M NTVRKNQASLTAEEKRRFVALLLELERT-——-- GRYDAFWTENA ;40
100 * 120 * 140 * 160 * 180

1ET1 : YCHGGYDOVNFPDOEIQ SWLFFPFSRY LY FYERILGELIGD PSFELE FTNWDNEGGMVLPD FLND ST3SLYDSNENQSHLPEVVVD @ 180
3abTY¥ : FILGDTDNG----- ERTGERSFSFLE FLLEFERALQAVDA--SVALPYUDWIADRAITRISLVAPDFLGGTGRIFDGOVHD GPFAAS & 123

* 200 * 220 * 240 *
1ET1 : LGYHGADTDVTIDQURITDHLALMYEQMVTNAGTAELFLGEAYRAGDAFSEG------- AGSTETSPEIPT] iﬁ I}DPRI\] INHEDHGN TS i 263
3abTy AGI\T[LTPII\WR'\TDGRTFLRRALGAGVSELPTR.AE‘?DSVLMI&TYDHAPUNSGSDGFRM{LEGHRGWLQNR ——————— QMATEVS @ 208

Z80 ® 300 ® 3E0 ® 340
1BT1 @ AGRDIAFYCHRSNVDEMWTIWIQLARDYTDSDWLNATFLFYDENGOAVEVREIGD SLDNQFNGYEYARTPLITL @ 336
JabT¥ @ -PHDPVFULHYAYIDELWAEW]---FRHPSSPYLPGGGTPNVVD LNETMEFUND TTPALLLDHTRHYTFDV-- @ 273

Abb. 3.29: Sequenz-Alignment der S. antibioticus-Tyrosinase (SabTY) und der /. batatas-Catechol-
oxidase (1BT1). Die Kupferligandierenden Histidine sind blau unterlegt, Glycin 204 und das korres-
pondierende Phenylalanin 261 sind orange unterlegt.

Zunachst wurde das Alignment fur die Homologisierung manuell modifiziert und die
Sekundarstruktur-Elemente der [. batatas-Catecholoxidase als zusatzliche Align-
ment-Parameter verwendet. Diese wurden dann bei dem Sequenzalignment und der

nachfolgenden Generierung des Homologie-Modells der S. antibioticus Tyrosinase

berucksichtigt.
* 20 * 40 o 60 * g0 *
1BT1 : APIQAPE[ZFCVVFPADLPPGAVVDNCCPPVASH LEPAVTTHE PA’ELT ATAEFAKAVELY LPADDPENFYOQALVHCY 1]
53abTY | ———-=—p e e e e i M@LTAEEKRRFKFMLLEL T----- GRYDAFVTTHHY = 40
100 w 120 * 140 * 160 * 130
1ET1 ¢ | YNGGYDOQVNFPDQEIQVHN ST PP FHRUY LY FYER LLGE LI GD P FGLEPFUNW - ——-DHP GCOMYLHD FLNDSTSSLYDINENQSHLEE @ 176
SahTY @ | FILGDTDN----- GERTGHRS PAFLFVHERFL LEFERALO SV -DASWVAL FYIID IS ADRS TR S SLWARD FLAGTGRESED G--—-QVMDGEF @ 119
* 200 W 220 * 240 W 260 *
1BT1 : VWVDLGYNGADTD ':QQRITDIJL&LH&"EEE LFLGKAYRAGDAPS ————————— PEAGSTENSHHI P THEINGD PENTHNED @ 257
23abTY : FALSAGNWEINVENT{CRTFLERALGAGVSE AVLAMATYD M- - AP G GFRNHLE QUE I LHN R E TN ——— - ——— 0 200
280 w 300 * 220 * 340
1ET1 @ MGNFTSRGHDIAFYCHESHNYDEMN T IWN LARD Y TDE D AT FL FYDENGQEVES G Gfi«” PLPIL---=-————- : 336
53abT¥ : MATGVA-PNDFYFULHHAY IDELWAEWORRH---Pol PYLUPRGGT RV — - — -~ - ¥ HET J- PALLLDHTEHYTFDY- @ 273

Abb. 3.30: Manuell modifiziertes Sequenz-Alignment der S. antibioticus-Tyrosinase (SabTY) und
der |. batatas-Catecholoxidase (1BT1). Die Sekundarstruktur-Elemente der Catecholoxidase sind
farbig markiert. Griin: Helices (a-Helices und 310-Helices); orange: 3-Faltblatter.

99



Ergebnisse

Das Programm Modeller 6v2 lieferte anschlielend ein Ensemble 30 hypothetischer
Satze von Raumkoordinaten fur die Atome der Tyrosinase in Anlehnung an die raum-
liche Orientierung der im Alignment entsprechenden Aminosauren der Catecholoxi-
dase. Diese dreidimensionalen Modelle wurden durch Optimierung der molekularen
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion erreicht, die auf Homologie basierende Parameter
mit stereochemischen Parametern vereint. AbschlieRend erfolgte eine Uberpriifung
der Modelle anhand von Ensemble-Varianz, Energieverteilung und Stereochemie
(Ramachandran-Plot). Da sich diese Modelle lediglich in den peripheren Bereichen
abseits des aktiven Zentrums unterschieden und Uber diese Regionen aufgrund des
mafig geeigneten Templates keine Abschatzung erfolgen kann, konnten alle 30
Strukturen als gleichwertig angesehen werden. Die so gewonnenen Modelle konnten
im pdb-Dateiformat in gangigen Visualisierungs-Programmen, wie z. B. Rasmol oder
SwissPDBViewer dargestellt werden. Mittels Struktur-Alignments konnte somit auch

visuell die Gute des Modells Uberpruft werden.

Abb. 3.31: Stereoabbildung des Homologie-Modells der S. antibioticus-Tyrosinase. Rot: Kupfer-
Atome; blau: Kupfer-ligandierende Histidine; orange: Glycin 204. Das Cus-Atom befindet sich links,
Cug rechts. Die Abbildung wurde in modifizierter Form bereits publiziert [92].

Das in Abb. 3.31 dargestellte Modell (V3-SaTyr-10.pdb) zeigt die monomere Tyrosi-
nase aus Streptomyces antibioticus. Sehr gut zu erkennen ist der vollig offenen Zu-
gang zum aktiven Zentrum. Das Gly-204 ist tatsachlich im Bereich des aktiven Zent-
rums in direkter raumlicher Nachbarschaft zum Cua lokalisiert, wobei Cua frei zu-

ganglich bleibt. In der Rontgenstruktur der Catecholoxidase ist, wie bereits erwahnt
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an dieser Position das Phe-261 in einer Weise orientiert, dass es Cua mit seinem
Phenyl-Rest formlich abschirmt. Der direkte Vergleich der Modellstruktur mit der
Struktur der . batatas-Catecholoxidase offenbart eine groBe Ahnlichkeit (Abb.
3.32a), wobei die vorher festgelegten rdumlichen Randbedingungen in Ubereinstim-
mung mit Energieverteilung und Stereochemie erfillt wurden. Das 4-a-helix-bundle,
in das die Kupfer-Atome eingebettet sind, sowie das ruckseitig orientierte 3-Faltblatt
sind im Modell derart orientiert, dass sie fast deckungsgleich mit der Catecholoxidase
angeordnet sind. Die um 63 Aminosauren langere Catecholoxidase verfugt Uber eine
periphere B-Faltblatt-Struktur, die der Tyrosinase hingegen fehlt.

Einige Monate nach dem Erstellen der Modellstruktur der S. antibioticus-Tyrosinase
wurde von Matoba et al. mit der Kristallstruktur der S. castaneoglobisporus-
Tyrosinase die erste experimentell geldste Struktur einer Tyrosinase Uberhaupt ver-
offentlicht [36]. Diese Tyrosinase weist gegenuber der Tyrosinase aus S. antibioticus
eine Sequenzhomologie von 91 % und eine Sequenzidentitat von 82 % auf. Bei ei-
nem Vergleich des Homologie-Modells mit der Struktur der S. castaneoglobisporus-
Tyrosinase in der met-Form (NCBI-Zugangsnummer 2AHK) zeigen sich weite Berei-
che mit sehr groRer Ubereinstimmung (Abb. 3.32b) und das, obwohl das Modell der
S. antibioticus-Tyrosinase mit einem Protein als Template erstellt wurde, das nur
26 % Sequenzidentitat mit dem Zielmolekul aufweist. Aus diesem Befund lasst sich

ableiten, dass das Faltungsmotiv in dieser Proteinfamilie sehr stark konserviert ist.

Abb. 3.32a: Homologie-Modell der S. antibioticus-Tyrosinase (V3-SaTyr-10, links) und Rontgen-
struktur der |[. batatas-Catecholoxidase (1BT1, rechts). Rot: Kupfer-Atome; blau: Kupfer-
ligandierende Histidine; griin: Helices (a-Helices und 310-Helices); orange: p-Faltblatter. Die Se-
quenzidentitat liegt bei 26 %, die Sequenzhomologie bei 36 %.

101



Ergebnisse

Abb. 3.32b: Homologie-Modell der S. antibioticus-Tyrosinase (V3-SaTyr-10, links) und Rdntgen-
struktur der S. castaneoglobisporus-Tyrosinase (2AHK, rechts). Farbzuweisung wie oben. Die Se-
quenzidentitat liegt bei 82 %, die Sequenzhomologie bei 91 %.

Ein mittels Yasara v6.6.20 erstelltes Struktur-Alignment des Homologie-Modells der
S. antibioticus-Tyrosinase mit dem Template (1BT1) ergab eine effektive Abwei-
chung von 0,81 A (iber den Kernbereich des Enzyms (Abb. 3.33). Dieser beinhaltet
vor allem das 4-a-helix-bundle, sowie das Kupferzentrum. Die peripheren Bereiche

wurden aufgrund der strukturellen Abweichungen hierbei nicht bertcksichtigt.

Abb. 3.33: Struktur-Alignments des Homologie-Modells der S. antibioticus-Tyrosinase (rot) mit der
Vorlagestruktur der /. batatas-Catecholoxidase 1BT1 (blau), sowie mit der Kristallstruktur der
S. castaneoglobisporus-Tyrosinase 2AHK (griin). In den zentralen Bereichen ist die Modellstruktur
der S. antibioticus-Tyrosinase mit beiden Kristallstrukturen fast deckungsgleich.
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Das Alignment der modellierten S. antibioticus-Tyrosinase mit der Kristallstruktur der
S. castaneoglobisporus-Tyrosinase (2AHK) ergab eine Abweichung von 0,87 A.
Auch hier wurden lediglich die zentralen Bereiche der Enzyme berUcksichtigt. Die
beiden Kristallstrukturen 1BT1 und 2AHK wichen mit effektiven 1,08 A voneinander
ab, wobei auch bei diesem Struktur-Alignment nur die oben genannten Proteinberei-
che betrachtet wurden. Der fur die Alignments angewandte Algorithmus [194] ist in
das Yasara /| What if Programmpaket implementiert und gruppiert vollautomatisch
strukturell ahnliche Fragmente von eingeladenen Proteinstrukturen.

Eine Uberlagerung der aktiven Zentren der drei genannten Enzyme ist in Abb. 3.34
dargestellt. Hierbei zeigt sich ein weiteres Mal, dass das Modell in den katalyserele-
vanten Strukturbereichen der Vorlagestruktur sehr nahe kommt, zum anderen zeigt
sich auch sehr deutlich eine enorme Ahnlichkeit dieser beiden Strukturen zu der
raumlichen Anordnung des aktiven Zentrums in der Kristallstruktur der
S. castaneoglobisporus-Tyrosinase. Tab. 3.9 gibt einen Uberblick Uber die Atom-

Abstande in den dargestellten aktiven Zentren.

'?f 3888’ His 194 /
s His 244 Abb. 3.34: Uberlagerung der
aktiven Zentren der I batatas-
Catecholoxidase (blau), der

His 54 / ‘ S. antibioticus-Tyrosinase  (rot)
His 190/ .
und der S. castaneoglobisporus-
His 240 . -
Tyrosinase (griin). Das Cu,-
Atom ist in der Abbildung links,

His 109

Cug rechts (Kugeln).
Die Histidine der Streptomyces-
Tyrosinasen sind in schwarz, die

: der Catecholoxidase sind in grau
. His 216/
I—|i_:i356131£3 His 274 angegeben.
1BT1 S.ant. TY 2AHK
Cun—H 88 2,05 A Cua—H 38 1,97 A 2,10 A
Cua—H 109 2,24 A Cup—H54 2,14 A 2,26 A
Cus—H 118 2,26 A Cun—H 63 2,22 A 2,44 A
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Cug — H 240 2,08 A Cug — H 190 2,01 A 2,05 A
Cug —H 244 2,29 A Cug —H 194 2,26 A 2,16 A
Cug —H 274 2,15 A Cug — H 216 2,08 A 2,19 A
CUA—CUB 3,03A CUA—CUB 3,07A 3,32A

Tab. 3.9: Kern-Kern-Abstande der Cu-Atome zu den N.-Atomen der ligandierenden Histidine, sowie
der Cu-Atome zueinander. 1BT1: /. batatas-Catecholoxidase, S.ant. TY: S. antibioticus-Tyrosinase,
2AHK: S. castaneoglobisporus-Tyrosinase.

Die ermittelten Abstandswerte variieren in den drei Strukturen nur geringflgig, wo-
durch die starke Homologie der aktiven Zentren nochmals unterstrichen wird. Da die
S. antibioticus-Tyrosinase anhand der [. batatas-Catecholoxidase modelliert wurde,
sind diese Abstandswerte zueinander ein wenig ahnlicher, als zu den Werten der
S. castaneoglobisporus-Tyrosinase. Insgesamt unterscheiden sich die Abstande in

den einzelnen Positionen aber stets um weniger als 10 %.

Obwohl das erstellte Homologie-Modell durch die Veroffentlichung der Kristallstruktur
einer anderen Streptomyces-Tyrosinase an Wert verloren hatte, konnten einige As-
pekte bezlglich Substratbindung und Reaktionsmechanismus nun differenzierter be-
trachtet werden. Auf die Erstellung eines neuen Homologie-Modells der S. antibioti-
cus-Tyrosinase auf Basis der S. castaneoglobisporus-Tyrosinase wurde jedoch ver-
zichtet, da die zu erwartenden Verbesserungen in der Strukturvorhersage den Be-
reich des aktiven Zentrums vermutlich nur unwesentlich betroffen hatten. Zudem er-
schien dies in Hinblick auf die ursprungliche Fragestellung durch das Vorliegen ech-

ter Strukturdaten in allen katalyserelevanten Oxidations-Zustanden als unnétig.

Bei der Betrachtung des aktiven Zentrums wurden im Folgenden sowohl das urs-
prungliche Modell der S. antibioticus-Tyrosinase, als auch die neu gewonnenen Kris-
tallstruktur der S. castaneoglobisporus-Tyrosinase berucksichtigt.

Das aktive Zentrum ist bei dem Modell, sowie in der Kristallstruktur offen zuganglich.
Verglichen mit der Kristallstruktur der Catecholoxidase blockiert hier keine sperrige
Seitenkette das Cua-Atom (Abb. 3.35).
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Die auf der Basis des Sequenz-Alignments dem Phe-261 der /. batatas-
Catecholoxidase aquivalente Position Gly-204 liegt in beiden Fallen am aufersten
Rand der Bindungstasche. Im Hinblick auf die Architektur des aktiven Zentrums und
seiner Umgebung fallt bei den Streptomyces-Tyrosinasen die Position 42 auf. Diese
wird in den beiden betrachteten Enzymen von einem Isoleucin besetzt und kann als
sterisches Aquivalent zum Phe-261 betrachtet werden, da die Entfernung dieser
Aminosauren zum aktiven Zentrum etwa gleich grof} ist. Es ist jedoch zu erkennen,
dass auch diese Seitenkette die Substratbindung raumlich nicht einschrankt (Abb.
3.35). Somit kann bereits anhand dieses Befunds vermutet werden, dass Cua fur die
Bindung und den Umsatz von Monophenolen verantwortlich ist und sich aus der ein-
geschrankten Zuganglichkeit des aktiven Zentrums bei Catecholoxidasen das Fehlen
einer Monophenolase-Aktivitat ergibt. Dieses steht im Gegensatz zu den von Matoba
et al. [36] postulierten Reaktionsmechanismus, der auf der Basis von Moleklil-
Simulationen die Bindung von Monophenolen an Cug als initialen Schritt bei der Um-
setzung dieser Substrate annimmt [6, 195, 196]. Ein kritischer Vergleich der hypothe-
tischen Reaktionsmechanismen, insbesondere bezuglich der Bindung von Monophe-

nolen an das aktive Zentrum wird in Kapitel 4.4 durchgefuhrt.

L

Abb. 3.35: Blick in das aktive Zentrum der Tyrosinasen von S. antibioticus (Modell, links),
S. castaneoglobisporus (2AHK, Mitte) und der Catecholoxidase aus /. batatas (1BT1, rechts). Rot:
Kupfer-Atome; blau: Kupfer-ligandierende Histidine; orange: Gly-204; gelb: lle-42 (Tyrosinasen)
bzw. Phe-261 (Catecholoxidase). Das Cua-Atom ist in den Darstellungen jeweils links orientiert.

Auch bei den Hamocyaninen aus Arthropoden und aus Mollusken wird der Zugang
zum aktiven Zentrum limitiert. In beiden Fallen schirmt eine zweite Protein-Domane
das Kupferzentrum soweit ab, dass diese Proteine lediglich Sauerstoff binden und

transportieren konnen. Zudem blockieren Aminosaure-Seitenketten aus den ab-
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schirmenden Domanen den Zugang von phenolischen Substraten in die Bindungsta-
sche des aktiven Zentrums [6, 196]. Eine detaillierte Erorterung der strukturellen
Gemeinsamkeiten der Hamocyanine, Catecholoxidasen und Tyrosinasen hinsichtlich

ihrer katalytischen Aktivitat und deren Aktivierbarkeit erfolgt in den Kapiteln 4.3 - 4.6.

Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch Mutagenese-Experimente an der
S. antibioticus-Tyrosinase vorgesehen waren, diese jedoch aus Mangel an Ressour-
cen nicht durchgefiihrt werden konnten, soll an dieser Stelle ein kurzer Uberblick
uber die geplanten Arbeiten gegeben werden.

Als interessante Positionen fir einen Austausch waren in erster Linie Gly-204 und
lle-42 zu nennen. Der Austausch einer dieser beiden Aminosauren gegen ein Phe-
nylalanin musste im Bereich des aktiven Zentrums eine ahnliche Situation herbeiflh-
ren, wie bei der Catecholoxidase. Die hierbei zu klarenden Fragen sind, ob und wenn
ja wie weit die Fahigkeit zur Hydroxylierung von Monophenolen bei den Mutanten
gegenuber dem Wildtyp-Enzym eingeschrankt wird, und ob die Diphenolase-Aktivitat
von der veranderten Struktur unbeeinflusst bleibt.

Fir gerichtete Mutagenesen kamen aber auch Asn-191, sowie Asp-209 in Frage.
Diesen beiden Aminosauren aquivalente Positionen wurden bereits von Jack-
man et al. [172, 197] in der S. glaucescens-Tyrosinase isofunktionell ausgetauscht.
Beide Mutationen fuhrten zu Enzymen, die in ihrer Aktivitat stark eingeschrankt, im
Falle des Austausches an Position 191 durch den Verlust eines Cu-Atoms sogar na-
hezu inaktiv waren. Das Asparagin an Position 191 ist eine stark konservierte Ami-
nosaure in Tyrosinasen, wobei das korrespondierende Asp-352 im Hamocyanin von
Panulirus interruptus an der Ausbildung von Wasserstoffbriicken beteiligt ist, die zur
Stabilisierung der oxy-Form bendtigt werden, nicht aber die Konformation des aktiven
Zentrums beeinflussen [29]. Ahnlich verhalt es sich mit dem Aspartat 209 der Tyrosi-
nasen, dessen aquivalente Aminosaure im P. interruptus-Hamocyanin (Asp-377) in
unmittelbarer Nahe zum Cug liegt und eine Wasserstoffbrucke zu einem Arginin (Arg-
271) ausbildet [197].

Da die S. glaucescens-Tyrosinase eine Sequenzidentitdt von 86 % mit der
S. antibioticus-Tyrosinase aufweist, ware es durchaus interessant zu untersuchen,
ob die oben geschilderten Ergebnisse auch im Falle der S. antibioticus-Tyrosinase zu
beobachten sind. Zudem lieRen sich die Untersuchungen auf weitere Seitenketten

ausweiten, deren Position in der Modellstruktur der S. antibioticus-Tyrosinase auf
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eine Beteiligung an sensiblen Wasserstoffbriicken schliel3en lasst. Als Beispiele wa-
ren hierfar Arg-55, Glu-182 und His-215 zu nennen. Wie grol} jedoch der Erkenntnis-
gewinn fur eine endgultige Klarung des Reaktionsmechanismus hierbei sein wird, ist
eher fraglich. Die Positionen Gly-204 und lle-42 stellen hierfir vermutlich deutlich
reizvollere Ziele dar.

Die fur Mutagenese-Experimente an der S. antibioticus-Tyrosinase vorgeschlagenen
Positionen sind in Abb. 3.36 noch einmal bildlich dargestellit.

Gly 204

K% L . Asp 209

lle 42

Asn 191

Glu 182
Arg 55

Abb. 3.36: Modellstruktur der S. antibioticus-Tyrosinase mit den fur Mutagenese-Experimente vor-
geschlagenen Aminosauren. Die Kupfer-ligandierenden Histidine sind zur besseren Ubersicht ohne
van-der-Waals-Radien dargestellt. Ein Austausch der Aminosaure an Position 42 bzw. 204 fihrt
moglicherweise zu einem Verlust der Monophenolase-Aktivitat durch Abschirmung von Cug (links),
Austausche an den Ubrigen Positinen (55, 182, 191, 209 und 215) verandern Anzahl und Lage von
Wasserstoffbriicken im Bereich des aktiven Zentrums und beeinflussen dadurch mdglicherweise
das Substratspektrum und die Reaktionskinetik der Tyrosinase.
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3.4 Kinetische Charakterisierung der Tyrosinasen aus Streptomyces anti-
bioticus und Agaricus bisporus

Die Untersuchung der Kinetik der Tyrosinase-Reaktion erfolgte unter Verwendung
verschiedener mono- und diphenolischer Substrate, sowie bekannter Inhibitoren.
Neben der gereinigten Tyrosinase aus dem Bakterium Streptomyces antibioticus
wurde hierbei die kommerziell erhaltliche Tyrosinase aus dem essbaren Champignon

Agaricus bisporus als Referenz eingesetzt.

3.4.1 Enzyme

Die beiden verwendeten Enzyme aus S. antibioticus und A. bisporus wurden vor ih-
rer Verwendung elektrophoretisch charakterisiert (Abb. 3.37).

Wahrend das Enzym aus S. antibioticus wie bereits dargestellt als Monomer mit ei-
nem Molekulargewicht von 30 kDa vorliegt, handelt es sich bei dem Enzym aus
A. bisporus um ein Heterotetramer. Dieses setzt sich aus je zwei Untereinheiten mit
Molekulargewichten von 43 kDa (H, heavy) und 13 kDa (L, light) zusammen, wo-
durch die native Form dieses Enzyms (H.L.) ein Molekulargewicht von 112 kDa auf-
weist [3, 198]. Lediglich die schwere Peptidkette verfugt Uber ein Kupferzentrum. Die
Funktion der leichten Kette ist unklar, zumal mittlerweile auch aktive, monomere Iso-
formen der A. bisporus-Tyrosinase isoliert wurden, deren Molekulargewicht dem der
schweren Kette entspricht [3, 199].

Im SDS-Gel traten im Fall der A. bisporus-Tyrosinase mehrere Banden auf (Abb.
3.37 A). Neben den monomeren Untereinheiten bei ca. 43 kDa und 13 kDa waren bei
ca. 69 kDa, 30 kDa, 23 kDa, 21 kDa und 13 kDa weitere Proteinbanden nachweis-
bar. Zusatzlich waren in einigen Fallen Doppel- oder Mehrfachbanden erkennbar, die
moglicherweise auf das Vorhandensein unterschiedlicher Isoformen zurlck zu fihren
sind. Bei der 69 kDa-Bande handelte es sich vermutlich um ein Trimer (HL;), das
schon friher, selbst nach reduzierender Denaturierung im SDS-Gel beobachtet wer-
den konnte [3, 199]. Ob es sich bei den ubrigen Banden um weitere Oligomere von
Tyrosinase-Untereinheiten oder um andere Proteine handelte, kann jedoch nicht be-
antwortet werden. Die S. antibioticus-Tyrosinase erschien hingegen erwartungsge-
maf nur als Monomer mit einem Molekulargewicht von 30 kDa, weitere Proteinban-

den konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3.37: SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid-Gel) der Tyrosinasen aus S. antibioticus und
A. bisporus (A) und native PAGE (10 % Polyacrylamid-Gel) der Tyrosinase aus A. bisporus (B).

(A): M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Biorad, Munchen).
Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.
1: Tyrosinase aus S. antibioticus.
2: Tyrosinase aus A. bisporus (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Die Molekulargewichte der leichten (L) und schweren (H) Untereinheiten, sowie des
Trimers (HL,) sind in kDa angegeben.

(B): 1: Tyrosinase aus A. bisporus nach Proteinfarbung mit Coomassie Brilliant Blue
2: Tyrosinase aus A. bisporus nach Aktivitatsfarbung mit 5 mM L-Dopa
3: Tyrosinase aus A. bisporus nach Aktivitatsfarbung mit 5 mM Tyramin
Bei der einzelnen Bande mit Monophenolase- und Diphenolase-Aktivitat handelt es sich
vermutlich um die heterotetramere Form des Enzyms. Eine Zuordnung der Banden mittels
SDS-PAGE war nicht moglich.

In der nativen PAGE konnten bei der A. bisporus-Tyrosinase vier diskrete Protein-
banden angefarbt werden, von denen drei Banden Uber Diphenolase-Aktivitat, jedoch
nur eine Uber Monophenolase-Aktivitat verfugte (Abb. 3.37 B). Letztere war auch bei
den beiden anderen Farbemethoden dominant und stellt somit vermutlich die hetero-
tetramere Form des Enzyms dar. Eine Zuordnung der Ubrigen Aktivitatsbanden zu
bestimmten Oligomerisierungszustanden oder Isoformen der Tyrosinase konnte an-
hand dieser Daten nicht durchgefuhrt werden. Zudem tritt dieses Enzym oft gleichzei-
tig in aktiven und latenten Formen auf [3]. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass das
verwendete Tyrosinase-Praparat aus A. bisporus inhomogen war und Uberdies Ver-
unreinigungen mit Pigmenten aufwies. Fir eine Betrachtung der Enzymkinetik wurde
dies aber nicht als stérend eingestuft. Eine native PAGE der S. antibioticus-
Tyrosinase wurde bereits im Rahmen der analytischen |IEF des gereinigten Enzyms
durchgefuhrt (Abb. 3.26 B). Da hierbei sowohl nach der Protein-, als auch nach der
Aktivitatsfarbung nur eine Bande detektiert wurde, konnte das Vorliegen von Oligo-

meren oder unterschiedlichen Isoformen ausgeschlossen werden.

109



Ergebnisse

3.4.2 Substrate

Als Substrate dienten neben L-Tyrosin und L-Dopa, die decarboxylierten Derivate
dieser Substanzen, Tyramin und Dopamin, sowie der synthetische Methylester des
L-Tyrosins und die als sekundarer Pflanzenstoff natlrlich vorkommende Kaffeesaure
(3,4-Dihydroxyzimtsaure). Die Messungen der Enzymaktivitat erfolgten photomet-
risch oder polarographisch.

Monophenole:
0
COOH
HO N, HO o HO N,
L-Tyrosin Tyramin L-Tyrosin-Methylester

Diphenole:

HO COOH HO HO X COOH

HO HO HO

L-Dopa Dopamin Kaffesaure

Abb. 3.38: Die verwendeten mono- und diphenolische Substrate der Tyrosinase

In den folgenden Abbildungen (Abb. 3.39 und 3.40) sind die Produktspektren der
verwendeten Substrate nach ihrem enzymatischen Umsatz durch die Tyrosinase
dargestellt. Hierzu wurde jeweils eine 1 mM Substratibsung in 0,1 M Na-
Phosphatpuffer, pH 7,0 mit 0,1 U S. antibioticus-Tyrosinase bei 25 °C inkubiert und
Absorptionsspektren dieser Losungen in Abstanden von 1 min aufgenommen. Bei
den diphenolischen Substraten war die Reaktion nach 15 min bereits abgeschlossen.
Aufgrund der Lag-Phase wurde die Messdauer beim Umsatz monophenolischer
Substrate auf 40 min erweitert, wobei die Reaktion auch zu diesem Zeitpunkt noch

nicht beendet war.

110



Ergebnisse

L-Dopa
3
0 min — 1 min
2,5 . .
— 2 min 3 min
g 2+ — 4 min — 5 min
z —10min  — 15 min
£
k>
L
230 280 330 380 430 480 530 580 630 680
A [nm]
Dopamin
3
2,5 A
c 2
kel
< 15
x
wooy
0,5
0 L . T T
230 280 330 380 430 480 530 580 630 680
A [nm]
Kaffeesaure
3
16
2,5 14
1,2 4
c 2 14
2 0,8
x 0,6
é 1,5 A 04 1
CERE ) S .
280 330 380 430
0,5
0 . . : : ; : ; ;

230 280 330 380 430 480 530 580 630 680

A [nm]

Extinktion

Extinktion

Extinktion

1,5

0,5

L-Tyrosin

—— 1 min
3 min
— 5 min
— 40 min

0230 2éo 350 3;30 450 4;30 550 5éo 61;0 séo
A [nm]
Tyramin

1,6

1,2 1

0,8 1

0,4

0 e

230 280 330 380 430 480 530 580 630 680
A [nm]

L-Tyrosin-Methylester

0 T \\2\7\ T T T T T T T
230 280 330 380 430 480 530 580 630 680

A [nm]

Abb. 3.39: Produktspektren der mono- und diphenolischen Substrate beim Umsatz durch die S. an-
tibioticus-Tyrosinase. Die Konzentration der Substrate betrug in allen Fallen 1 mM. Die Aufnahme
der Spektren erfolgte nach 1, 2, 3, 4, 5, 10 und 15 min, im Falle der monophenolischen Substrate
nach 40 statt nach 15 min (die Legende ist jeweils nur einmal, stellvertretend fur alle drei Mess-
reihen einer Substratklasse eingefiigt). Als Grundlinie diente die Absorption des Reaktionspuffers
(0,1 M Na-Phosphat, pH 7,0).
Die eingefugte Abbildung im Diagramm der Kaffeesaure zeigt die Absorption einer 0,1 M Substrat-
I[6sung im Bereich 230 bis 430 nm. Der Pfeil im Diagramm des L-Tyrosin-Methylesters markiert ei-
nen Uberschneidungspunkt, der erst im spateren Reaktionsverlauf auftritt.
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Zur genaueren Betrachtung der reinen Produktabsorption wurde in der nachsten Ab-

bildung die Absorption der Substratidsungen als Grundlinie herangezogen.
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Abb. 3.40: Differenzspektren der Produkte aus dem Umsatz der mono- und diphenolischen Subs-
trate aus Abb. 3.39. Als Grundlinien dienten die Absorptionsspektiren der jeweiligen Substrat-

I6sung.
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Die Absorptionsspektren der Substratldsungen zeigten jeweils eine schmale Absorp-
tionsbande im Nah-UV-Bereich mit einem Maximum bei 274 nm im Falle von L-
Tyrosin, Tyramin und dem L-Tyrosin-Methylester. Bei L-Dopa und Dopamin lag das
Maximum bei 279 nm. Die Kaffeesaure hingegen wies zwei Absorptionsmaxima bei
285 nm und 310 nm auf.

Die erzeugten Produktspektren zeigten ein sehr ahnliches Bild, wobei die Spektren
der umgesetzten Kaffeesaure, sowie des L-Tyrosin-Methylesters einige signifikante
Abweichungen gegenuber den anderen vier Substraten aufwiesen. In allen Spektren
zeigten sich bereits nach 2-3 min deutliche Absorptionsbanden um 300 nm und
475 nm, die im weiteren zeitlichen Verlauf an Intensitat zunahmen. Die Absorption im
Bereich von 280 nm stieg wahrend der Reaktion ebenfalls leicht an. Die beiden Ab-
sorptionssignale bei 300 nm und 475 nm sind auf das gebildete Dopachrom bzw.
dessen Derivate Dopaminchrom und Dopachrom-Methylester, sowie auf Kaffeeyl-
Chinon zurtckzufiuihren und sind charakteristisch fur die meisten einfachen Chinone
[74, 200]. Im Falle von L-Tyrosin und L-Dopa lagen die Maxima der Absorptionsban-
den wahrend der Reaktion konstant bei 305 nm und 475 nm. Bei Tyramin und Do-
pamin lagen die Absorptionsmaxima des gebildeten Produkts (Dopaminchrom) bei
290 nm und bei 480 nm, wobei auch diese Positionen im Verlauf der Reaktion erhal-
ten blieben.

Die Absorptionsmaxima im Produktspektrum des L-Tyrosin-Methylesters lagen bei
290 nm und um 450 nm. Das Maximum der Bande bei 450 nm verschob sich inner-
halb der ersten Minuten von ursprunglich 445 nm zu 460 nm. Nach einer Inkubati-
onszeit von 40 min konnte eine Abnahme in der Absorptionsintensitat und ein Maxi-
mum bei 457 nm festgestellt werden, gleichzeitig verschob sich das Maximum bei
290 nm zu 315 nm. Der dadurch hervorgerufene Uberschneidungspunkt der Spekt-
ren deutet darauf hin, dass das entstehende Produkt (Dopachrom-Methylester) auf
unbekanntem Weg weiter reagierte, jedoch aufgrund der abnehmenden Absorption
im visuellen Bereich vermutlich nicht oder nur unvollstandig zu einem Melanin-
ahnlichem Pigment polymerisierte.

Das beim Umsatz der Kaffeesaure erzeugte Absorptionsspektrum besitzt je eine
Bande um 350 nm und um 450 nm. Das Maximum der Absorptionsbande um 430 nm
verschob sich im Laufe der Reaktion von 403 nm zu 462 nm. Im Gegensatz zu den

Produktspektren der Gbrigen flinf Substrate Uberlagern sich die beiden Absorptions-
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banden des Oxidationsprodukts der Kaffeesaure (Kaffeeyl-Chinon) sehr stark, so
dass kein ausgepragtes Minimum zwischen den Banden erkennbar war.

Far die quantitative Untersuchung der Reaktionskinetik wurde im Folgenden bei allen
eingesetzten Substraten die Absorptionszunahme bei 475 nm als Messsignal festge-
legt (Dopachrom-Assay).

Da im Bereich um 475 nm die molaren Extinktionskoeffizienten von Dopachrom
(Amax = 475 nM, €max = 3600 M cm™) und Dopaminchrom (Amax = 480 NM, Emax =
3300 M cm'1) sehr ahnlich sind [201], konnte die Bildung dieser Produkte semi-
quantitativ verglichen werden. Die Umsatzrate der S. antibioticus-Tyrosinase fiel bei
Tyramin und Dopamin etwa 15- bis 20-fach geringer aus, als bei Tyrosin und Dopa.
Nach der Reaktion in einer 1 mM Substratlosung betrug die Extinktion bei 475 nm
nach 10 min im Falle von L-Tyrosin 0,016 und im Falle von L-Dopa 0,324. Bei Tyra-
min lag dieser Wert bei 0,007 und bei Dopamin bei 0,100. In einem parallelen Ansatz
mit der A. bisporus-Tyrosinase ergab sich ein umgekehrtes Bild. Hier lag die Umsatz-
rate gegenuber Tyramin und Dopamin etwa dreimal hoher, als gegenuber Tyrosin
und Dopa. Die Extinktionswerte bei 475 nm betrugen 0,239 bei Dopamin und 0,080
bei L-Dopa nach 10 min Reaktionszeit bzw. 0,052 bei Tyramin und 0,019 bei L-
Tyrosin nach 45 min Reaktionszeit. Hieraus ergibt sich fur die beiden Enzyme eine

gegensatzliche Spezifitat gegentber diesen Substraten.
3.4.3 Umsatzkinetik der Tyrosinase-Reaktion

Zur Betrachtung der uninhibierten Reaktionskinetik der Tyrosinase wurde die Abhan-
gigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat-Konzentration fur einige mo-
no- und diphenolische Substrate erfasst. Hierzu wurden die Tyrosinasen aus S. anti-
bioticus und A. bisporus jeweils in Substratldsungen mit steigender Konzentration
inkubiert und die Produktbildung im steady-state photometrisch bei 475 nm detek-
tiert. Die Messungen erfolgten bei 25 °C in 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0. Als
Mal flr die Reaktionsgeschwindigkeit diente die Anfangssteigung (zwischen 5 und
15 s) der Absorptionszunahme in [dOD (475 nm) min™].

Zur Aufhebung der Lag-Phase beim Umsatz der monophenolischen Substrate wurde
diesen Ansatzen stets 0,01 mM L-Dopa zugegeben. Als diphenolische Substrate
wurden L-Dopa und Dopamin, als monophenolische Substrate L-Tyrosin-Methylester

und Tyramin eingesetzt.
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Auf L-Tyrosin wurde aufgrund seiner sehr schlechten Léslichkeit in wassrigen Puffern
verzichtet, die Kaffeesdure wurde wegen ihrer sehr stark abweichenden absorptiven

Eigenschaften fur diese Untersuchung nicht verwendet.
3.4.3.1 Umsatz von L-Dopa

Abbildung 3.41 zeigt die Auftragung der gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten
gegen die L-Dopa-Konzentration, sowie die ermittelten Enzym-Parameter fur beide
Tyrosinasen. Da flr das gemessene Produkt Dopachrom der molare Extinktionskoef-
fizient bekannt ist (475 = 3600 M cm™), konnte die Reaktionsgeschwindigkeit so-
wohl in der Einheit [dOD (475 nm) min™"], als auch in uM min™ angegeben werden.
Die Bestimmung der Enzym-Parameter Ky und viyax erfolgte nach dem Formalismus
von Michaelis und Menten [202, 203], unter der Vorraussetzung, dass eine Reaktion
1. Ordnung vorliegt: E+S<«< ES—>E+P (mit E=Enzym; S = Substrat; ES = En-
zym-Substrat-Komplex; P = Produkt). Die Abhangigkeit von Ky und vpgax von der
Reaktionsgeschwindigkeit v und der Substratkonzentration [S] wird hierbei durch die
folgende Gleichung ausgedrickt:

Vinae[S]

S (Gl. 1).

Die nicht-lineare Regression der Messdaten erfolgte rechnergestiutzt unter Verwen-
dung des Programms Sigma Plot 7.0 nach der Methode der kleinsten Quadrate

(Marquard-Levenberg Algorithmus). Als Mal} fur die Varianz der Messpunkte diente

stets der bereinigte R>Wert (R?), der unter Beriicksichtigung der Anzahl unabhan-
giger Variablen aus dem Pearsonschen Korrelationskoeffizienten R bestimmt wurde.
Der bei der Bestimmung der Wechselzahl eingehende, relative Fehler der Enzym-
konzentration (AEo) wurde fur alle im Folgenden dargestellten Messreihen bei der
S. antibioticus-Tyrosinase auf 5 % festgelegt, was etwa dem relativen Fehler von vi,ax
bei diesem Enzym entspricht. FUr die A. bisporus-Tyrosinase wurde aufgrund der
Unreinheit des Enzym-Praparates ein doppelt so hoher Wert (10 %) fir den relativen
Fehler der Enzymkonzentration angenommen.

Bei beiden Enzymen lag fur L-Dopa eine hyperbolische Sattigungskinetik vor. Bei der
S. antibioticus-Tyrosinase wurde allerdings der Grenzwert nicht annahernd erreicht,
wahrend bei der A. bisporus-Tyrosinase bereits ab ca. 4 mM ein Plateau vorlag. Eine
weitere Erhohung der L-Dopa-Konzentration konnte aufgrund der eingeschrankten
115



Ergebnisse

Loslichkeit dieses Substrates nicht durchgefihrt werden. Somit konnte das Auftreten
von Substratinhibition durch L-Dopa in wassriger Losung bei beiden Tyrosinasen
ausgeschlossen werden. Die Affinitat der A. bisporus-Tyrosinase gegenuber L-Dopa
(Km = 0,26 £ 0,01 mM) lag etwa 30mal hdher als die der S. antibioticus-Tyrosinase
(Ku = 8,0 £ 0,6 mM). Die Wechselzahl (kcs) hingegen betrug bei der A. bisporus-
Tyrosinase 378 + 38 s, bei der S. antibioticus-Tyrosinase 1282 + 89s™. Somit ist
der L-Dopa-Umsatz durch die S. antibioticus-Tyrosinase etwa 4mal schneller, als

durch die A. bisporus-Tyrosinase, die Substratbindung dagegen 30mal schwacher.

S. antibioticus-Tyrosinase A. bisporus-Tyrosinase
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(500,0 + 24,0 pM min™) (20,4 + 0,1 UM min™)
Kt = 1282+89 s™ Kew = 378+38s™

Abb. 3.41: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der L-Dopa-Konzentration (0,1-10 mM).
Die Enzymmenge betrug in den dargestellten Messreihen 6,5 + 0,33 nM bei der S. antibioticus-

Tyrosinase und 0,9 + 0,09 nM bei der A. bisporus-Tyrosinase. R? hatte in beiden Fallen den Wert
0,998.

FUr beide Enzyme existieren publizierte Vergleichswerte. Fir die A. bisporus-
Ku-Werte
0,26 mM [67] bis 0,8 mM L-Dopa [204] an. Die Angaben von k., schwanken hierbei
zwischen 83,5 s™ [205] und 221 s [67]. Der in der vorliegenden Arbeit ermittelte Ky -

Tyrosinase geben verschiedene Autoren unterschiedliche von

Wert liegt somit nahe an den bisher veroffentlichten Literaturwerten, die hohe Abwei-

chung des kqat-Wertes ist vermutlich darauf zurtick zu flhren, dass das in dieser Ar-
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beit verwendete Praparat im Gegensatz zu dem der genannten Autoren keiner weite-
ren Aufreinigung unterzogen wurde. Somit war das Vorhandensein weiterer, aktiver
Tyrosinase-Spezies neben der tetrameren Form, sowie der Einfluss von zweifellos
vorhandenen aber unbekannten Pigment-Komponenten nicht auszuschlieen. Die
chemische und mechanischen Beanspruchung des Enzyms durch eine Aufreinigung
und der damit in aller Regel verbundene Aktivitatsverlust sind beim Vergleich der er-
mittelten mit den bereits publizierten Umsatzgeschwindigkeiten ebenfalls in Betracht
zu ziehen.

Die fUr die S. antibioticus-Tyrosinase vorliegenden Vergleichswerte fur Ky (8,9 mM)
und k.o (1300 s™') [191] stehen jedoch beide in gutem Einklang mit den in dieser Ar-
beit ermittelten Werten.

3.4.3.2 Umsatz von Dopamin

Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb. 3.42 dargestellt. Da fur das detektierte
Dopaminchrom kein Extinktionskoeffizient fur 475 nm bekannt war, erfolgte die An-
gabe der Reaktionsgeschwindigkeit in relativen Einheiten [dOD (475 nm) min™].

Die Auswertung der Messdaten erfolgte bei der S. antibioticus-Tyrosinase mit Hilfe
von Gl. 1 wie bereits fur L-Dopa beschrieben (siehe 3.4.3.1). Im Falle der
A. bisporus-Tyrosinase konnte eine deutliche Substratinhibition festgestellt werden.
Deshalb wurde bei dieser Messreihe zur Ermittlung der Enzym-Parameter eine modi-

fizierte Form der Michaelis-Menten-Gleichung [206] herangezogen:

V= V max [S]

_[S]-(1+E]>+KM

(Gl. 2).

Hierbei wird die Annahme berucksichtigt, dass der Enzym-Substrat-Komplex durch
die Bindung eines zweiten Substrat-Molekuls an eine zweite, periphere Bindungsstel-
le inhibiert wird, also keine Konkurrenz von Substrat-Molekllen um die gleiche Bin-

dungsstelle vorliegt: E+S<«< ES—S>E+P

7
ESS

Die Gleichgewichtskonstante zwischen dem Enzym-Substrat-Komplex (ES) und dem
inhibierten Enzym-Substrat-Komplex (ESS) wird als Inhibitionskonstante K; bezeich-

net und hat wie die Michaelis-Konstante Ky, die Dimension einer Konzentration.
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Fur die A. bisporus-Tyrosinase wurde ein Ky -Wert von 1,4 £ 0,2 mM Dopamin ermit-
telt, der Wert fur die S. antibioticus-Tyrosinase lag mit 17,8 + 1,7 mM etwa 13mal
hoher. Die Reaktionsgeschwindigkeit kann zum Vergleich der beiden Enzyme, nor-
miert auf die Enzymkonzentration in [(dOD (475 nm) min™") / nM Tyrosinase] angege-
ben werden. Der auf diese Weise ermittelte Wert liegt bei der A. bisporus-Tyrosinase
mit 0,178 £ 0,008 etwa 5mal hoher, als bei der S. antibioticus-Tyrosinase mit 0,034 +
0,002. Die Inhibitionskonstante K; fur die Substratinhibition der A. bisporus-
Tyrosinase durch Dopamin hatte den Wert 32,7 £ 4,2 mM und betrug damit etwa das
23-fache der K.
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Abb. 3.42: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Dopamin-Konzentration (0,1-
100 mM). Die Enzymmenge betrug in den dargestellten Messreihen 6,5 + 0,33 nM bei der S. anti-

bioticus-Tyrosinase und 0,9 + 0,09 nM bei der A. bisporus-Tyrosinase. Die R?-Werte lagen bei
0,989 (S. antibioticus) und 0,978 (A. bisporus).

Fir die Kinetik des Dopamin-Umsatzes liegen in der Literatur bisher nur Vergleichs-
werte fUr die A. bisporus-Tyrosinase vor. Die Angaben fir Ky schwanken hierbei zwi-
schen 0,72 mM [207] und 2,2 mM [204], Hinweise auf eine Substratinhibition bei sehr
hohen Substrat-Konzentrationen (> 15 mM) fehlen jedoch bisher, weshalb fur K; kein
Literaturwert vorliegt. Die Wechselzahl wird je nach Autor mit 177 s bis 475,1s™

angegeben [204, 205, 207, 208] und liegt somit 2 - 4mal tGber dem Wert fir L-Dopa
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(83,5 + 108 s™'). Aus den in dieser Arbeit ermittelten v,,.-Werten konnte die Wech-
selzahl lediglich anhand des molaren Extinktionskoeffizienten des Dopaminchrom bei
480 nm (g480 = 3300 M cm™) abgeschétzt werden. Das Absorptionsspektrum von
Dopaminchrom (Abb. 3.40, Mitte) weist um das Absorptionsmaximum bei 480 nm
eine sehr breite Bande auf, weshalb der numerische Unterschied zwischen €457 und
€475 als geringfugig anzusehen ist. Fur die A. bisporus-Tyrosinase wurde auf diese
Weise ein kca: -Wert von 998 + 113 s ermittelt, der dhnlich stark von den Literatur-
werten abwich, wie im Falle von L-Dopa. Bei der S. antibioticus-Tyrosinase wurde ein
Wert von 171 + 11 s berechnet. Verglichen mit dem Wert 1282 + 89 s beim L-
Dopa-Umsatz kann so die bereits getroffene Feststellung bekraftigt werden, dass die
S. antibioticus-Tyrosinase L-Dopa effizienter umsetzt, als Dopamin (siehe 3.4.2). Der
umgekehrte Befund fur die A. bisporus-Tyrosinase wurde ebenfalls bestatigt
(Kcat (Dopamin) = 998 £ 113 5™ und Keat (L-popa) = 378 £ 38 7).

Ahnlich wie beim L-Dopa-Umsatz hatte die Michaelis-Konstante der S. antibioticus-
Tyrosinase einen deutlich hoheren Wert, als die der A. bisporus-Tyrosinase, jedoch
trat auch bei sehr hohen Konzentrationen keinerlei Substratinhibition auf. Die Ursa-
che hierfur kdnnte in der verschiedenartigen Quartarstruktur der untersuchten Tyro-
sinasen liegen, was an dieser Stelle jedoch rein spekulativ ist. Das unterschiedliche
Verhalten dieser beiden Enzyme bzgl. Substratsattigung und Substratinhibition wur-

de bislang noch nicht beschrieben.
3.4.3.3 Umsatz von Tyramin

Da bei der A. bisporus-Tyrosinase, wie auch schon im Falle von Dopamin (siehe
3.4.3.2), eine Substratinhibition festgestellt werden konnte, wurde fur die Auswertung
bei diesem Enzym erneut die erweiterte Form der Michaelis-Menten-Gleichung
(Gl. 2) angewandt. Fur die Auswertung der Messdaten bei der S. antibioticus-
Tyrosinase wurde wie bisher die klassische Form der Michaelis-Menten-Gleichung
(Gl. 1) herangezogen. Die graphische Auswertung der Messreihen, sowie die ermit-
telten Enzym-Parameter sind in Abb. 3.43 dargestellt.

Die ermittelten Ky -Werte fur Tyramin lagen bei beiden Tyrosinasen deutlich niedriger
als fur Dopamin. Der Wert der A. bisporus-Tyrosinase war mit 0,3 + 0,1 mM etwa

6mal niedriger als bei der S. antibioticus-Tyrosinase mit 1,9 £ 0,3 mM.
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Eine Normierung der Reaktionsgeschwindigkeit auf die Enzymkonzentration ergab
einen Wert von 0,011 + 0,001 [(dOD (475 nm) min™”) / nM Tyrosinase] bei der
A. bisporus-Tyrosinase und einen Wert von 0,006 + 0,001 bei der S. antibioticus-
Tyrosinase. Der Umsatz von Tyramin erfolgte durch die A. bisporus-Tyrosinase
demnach etwa doppelt so schnell, wie durch die S. antibioticus-Tyrosinase. Somit
ergab sich ein ahnliches Bild, wie beim Dopamin-Umsatz, wo der Ky-Wert der
A. bisporus-Tyrosinase ca. 13mal niedriger lag, als bei der S. antibioticus-Tyrosinase

und der Vmax-Wert um den Faktor 5 grofl3er war.

S. antibioticus-Tyrosinase A. bisporus-Tyrosinase

0,05 0,05
< | < |
E 0,04 . . E 0,04
€ 003 | € 0,03
Yo L]
N~ N
< 0,02 < 0,02
a [m)
@) @)
= 0,01 1 2. 0,01
> 4 >

0 ‘ ‘ 0,00 ‘ ‘
0 20 40 60 0 20 40 60
Tyramin-Konzentration [mM] Tyramin-Konzentration [mM]
Ku = 1,9+£0,3mM Ky = 03x0,1mM
Ki = 13,6+£3,2 mM
Vmax = 0,04 £ 0,001 [dOD (475 nm) min'l] Vmax = 0,05 £ 0,005 [dOD (475 nm) min'l]

Abb. 3.43: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Tyramin-Konzentration (0,1-
50 mM). Die Enzymmenge betrug in den dargestellten Messreihen 6,5 + 0,33 nM bei der S. antibio-

ticus-Tyrosinase und 4,5 + 0,45 nM bei der A. bisporus-Tyrosinase. Die R*-Werte lagen bei 0,961
(S. antibioticus) und 0,911 (A. bisporus).

Aus den normierten vma-Werten fur Tyramin und Dopamin konnte auch das relative
Verhaltnis von Mono- zu Diphenolase-Aktivitdt bestimmt werden. Im Falle der
A. bisporus-Tyrosinase lag dieses bei etwa 1:16 (0,011 zu 0,178 [(dOD (475 nm)
min™") / nM Tyrosinase]), bei der S. antibioticus-Tyrosinase bei etwa 1:6 (0,006 zu
0,034). Die Inhibitionskonstante K; fur die Substratinhibition der A. bisporus-
Tyrosinase durch Tyramin hatte den Wert 13,6 £ 3,2 mM und betrug damit etwa das
45-fache der K.
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Fir die Kinetik des Tyramin-Umsatzes existieren abermals nur fur die A. bisporus-
Tyrosinase bereits publizierte Daten. Die Angaben fur den Ky-Wert liegen hierbei
zwischen 0,51 mM [204] und 1,51 mM [205]. Eine Substratinhibition wurde in diesem
Zusammenhang bislang noch nie beschrieben, ein Vergleichswert fur K; steht somit
nicht zur Verfligung. ke wird mit 12,2 s™ [205] bis 25,9 s [208] angegeben. Die
Wechselzahl ist damit 14 - 38mal kleiner, als bei Dopamin (177 - 475,1 s™). Eine
Abschatzung der Wechselzahl anhand der in dieser Arbeit ermittelten vpax-Werte und
des molaren Extinktionskoeffizienten von Dopaminchrom bei 480 nm (€450 = 3300
M cm™) lieferte fiir die A. bisporus-Tyrosinase den Wert 56 + 8 s'. Fiir die S. anti-
bioticus-Tyrosinase wurde ein Wert von 31 + 2 s™' berechnet.

Der Umsatz von Tyramin durch die beiden eingesetzten Tyrosinasen zeigt ahnliche
Charakteristika, wie der Umsatz von Dopamin. Wahrend Ky, bei der A. bisporus-
Tyrosinase wesentlich kleiner ist, als bei der S. antibioticus-Tyrosinase, tritt nur bei

der A. bisporus-Tyrosinase das Phanomen der Substratinhibition auf.
3.4.3.4 Umsatz von L-Tyrosin-Methylester

Die Bestimmung der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der L-Tyrosin-
Methylester-Konzentration wurde nur fur die S. antibioticus-Tyrosinase bestimmt. Der
Umsatz von L-Tyrosin-Methylester durch die A. bisporus-Tyrosinase war selbst nach
Erhéhung der Enzymkonzentration auf 18 nM kaum messbar.

Die Auswertung der Messreihe, sowie die ermittelten Enzym-Parameter sind in
Abb. 3.44 dargestellt. Aufgrund der eindeutigen Sattigungs-Kinetik wurde fur die
Auswertung der Messreihe die klassische Michaelis-Menten-Gleichung (GI. 1) ver-
wendet. Hierdurch wurde ein Ky,-Wert von 0,4 + 0,1 mM ermittelt. Da fir Dopachrom-
Methylester kein Extinktionskoeffizient verfligbar war, erfolgte die Angabe der Reak-
tionsgeschwindigkeit in relativen Einheiten [dOD (475 nm) min™"]. Die Abschatzung
der Wechselzahl k;;; wurde anhand des vpa-Wertes und des molaren Extinktions-
koeffizienten des Dopachroms (g475 = 3600 M cm™) durchgefiihrt und ergab einen
Wertvon 8 +2s™.

Publizierte vergleichswerte lagen fur die S. antibioticus-Tyrosinase nicht vor. Fur die
aufgereinigte, tetramere Tyrosinase aus A. bisporus wurden durch einen MBTH-
Assay mit L-Tyrosin-Methylester hingegen in der Vergangenheit bereits Ky - und Kkco¢ -
Werte ermittelt [208]. Diese lagen bei 0,38 mM und 3,4 s™.
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S. antibioticus-Tyrosinase
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Abb. 3.44: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der L-Tyrosin-Methylester-

Konzentration (0,1-10 mM). Die Enzymmenge betrug in der dargestellten Messreihe 6,5 + 0,33 nM,
R? lag bei 0,974.

Die fur die verwendeten Substrate ermittelten Enzymparameter der Tyrosinasen aus
S. antibioticus und A. bisporus sind in Tab. 3.10 zusammengefasst. Zusatzlich wurde
durch den Quotienten k..t / Ky ein Mal fur die katalytische Effizienz angegeben, die
aulBer im Falle des L-Tyrosin-Methylesters bei der A. bisporus-Tyrosinase deutlich

héher ausfiel, als bei der S. antibioticus-Tyrosinase.

Tyrosinase S. antibioticus | A. bisporus
L-Dopa Ku (MmM) 8,0+0,6 0,26 + 0,01
Keat (57 1282 + 89 378 +38
Keat / Ky (MM™ 57 161 + 16 1453 + 53
a
Dopamin Ky (MmM) 17,8 +1,7 1,4+0,2
Ki (mM) - 32,7 +4,2°
Keat (57 171 + 112 998 + 113
Keat / Ky (MM™ 57 10+1 713 + 108
a
Tyramin Ky (MmM) 1,9+0,3 0,3+0,1
Ki (mM) - 13,6 + 3,2°
Keat (57 31+2° 56 + 8
Keat / Ky (MM™ 57 17+3 187 + 62
a b
L-Tyrosin-Methylester Ku_(mM) 0.4+0,07 0,38 +0,04
Keat (™) 8+2° 3,40 £ 0,14°
Keat / Ky (MM™ 57 21+5 9+1

Tab. 3.10: Die Enzymparameter der Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus fir die
untersuchten mono- und diphenolischen Substrate.

2: keine publizierten Vergleichswerte vorhanden. ®: iibernommen aus [208].
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Die Beobachtung, dass die Diphenolase-Reaktion gemessen an der Wechselzahl kg4
bei den untersuchten Tyrosinasen wesentlich schneller ablauft, als die Monopheno-
lase-Reaktion, steht im Einklang mit bisherigen Studien an diesen Enzymen [67, 191,
204, 205, 207, 208] und kann direkt auf die molekularen Mechanismen dieser Reak-

tionen zurtickgeflihrt werden [49, 50].

Sowohl fur die meisten der fur die S. antibioticus-Tyrosinase ermittelten Enzym-
Parameter, als auch bezuglich der Substratinhibition der A. bisporus-Tyrosinase
durch Dopamin und Tyramin existieren bisher in der Literatur keinerlei Vergleichs-
werte. Es ist zudem sehr Uberraschend, dass von einer Substratinhibition der
A. bisporus-Tyrosinase in fruheren Arbeiten niemals berichtet wurde.

In einer aktuellen Studie an einer hexameren Tyrosinase aus der Europaischen Lan-
guste Palinurus elephas konnte ebenfalls eine Substratinhibition durch Dopamin und
Tyramin festgestellt werden [209]. Das unterschiedliche Verhalten von verschiede-
nen Tyrosinasen in Bezug auf Substratsattigung und Substratinhibition und vor allem
dessen strukturelle Ursachen stellen somit einen interessanten Ausgangspunkt fur

weiterfuhrende und vertiefende Studien dar.

3.4.4 Inhibition der Tyrosinase-Reaktion

Die Untersuchung der inhibierten Reaktionskinetik der Tyrosinase erfolgte zunachst
mit dem gut charakterisierten, kompetitiven Inhibitor L-Mimosin, sowie dem bislang

nur qualitativ untersuchten Hemmstoff Homocystein.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der inhibierende Einfluss von Weininhaltsstof-
fen auf die Aktivitat der Tyrosinase untersucht. Da zu diesem Zeitpunkt das Enzym
aus S. antibioticus noch nicht zur Verfugung stand, wurden diese Messungen aus-

schlieBlich an der A. bisporus-Tyrosinase durchgefuhrt.
Sofern nicht anders beschrieben, erfolgten die Messungen der inhibierten Reaktions-

kinetik unter den gleichen Bedingungen, wie die Messungen der uninhibierten Kinetik
(siehe 3.4.3).
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3.3.4.1 Inhibition durch Mimosin

Das Alkaloid Mimosin (a-Amino-B-[1-(3-hydroxy-4-oxopyridin)]-propionsaure) ist eine
toxische, nicht-proteinogene Aminosaure, die aus den Blattern und Samen einiger
Leguminosen, wie der namensgebenden Mimose (Mimosa pudica), isoliert werden
kann [210].

COOH
Q/Y Abb. 3.45: Strukturformel von L-Mimosin,
=
(@]

NH, einem kompetitiven Inhibitor der Tyrosinase.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Tyrosinase-Substraten wie L-Tyrosin und L-
Dopa inhibiert L-Mimosin die Tyrosinase reversibel und kompetitiv [211, 212]. Fur die
nicht-lineare Regression der Messdaten wurde deshalb neben der klassischen Aus-
wertung unter Anwendung der unmodifizierten Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 1),
die Modell-Annahme zur kompetitiven Inhibition [213], eine erweiterte Form der Mi-

chaelis-Menten-Gleichung herangezogen:

Vinax [S]

[1]
[S]+ Ky, ‘(1+Kfl)

V= (Gl. 3).

In diesem Modell konkurrieren Substrat (S) und Inhibitor (/) um das aktive Zentrum.
E+S<ES—>E+P
E+1 o El

Die Gleichgewichtskonstante fur die Dissoziation des Enzym-Inhibitor-Komplexes
(El), wird durch die Inhibitionskonstante K; ausgedrickt, die die Dimension einer In-
hibitor-Konzentration [I] besitzt. Durch eine Erhéhung der Substratkonzentration [S]
kann die Wirkung des Inhibitors aufgehoben werden. vnax bleibt dadurch konstant,
wahrend die Michaelis-Konstante Ky, scheinbar erhdht wird. Diese scheinbare (appa-

rente) Ky steht dabei in linearem Zusammenhang mit der Inhibitor-Konzentration:

K —II((—M-[I]+KM (Gl. 4).

M (apparent) —
|

Durch diese lineare Abhangigkeit ergibt sich bei der graphischen Auftragung von

K (apparenty 9egen [I] eine Gerade mit der Steigung Ku / Ki.
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Der Schnittpunkt dieser Geraden mit der Ordinate entspricht dabei dem Wert fur Ky,
der Schnittpunkt mit der Abszisse entspricht dem Wert fur -K,.

Zur Auswertung der Messdaten mit der klassischen Michaelis-Menten-Gleichung
wurden die Regressionskurven fur jede einzelne Datenreihe mittels Gl. 1 bestimmt,
wodurch zunachst lediglich die Werte fUr vinax und Ky bzw. K (apparenty €rhalten wur-
den. Die Bestimmung der Inhibitionskonstant K; erfolgte nach Gl. 4 aus dem Ergebnis
einer gewichteten, linearen Regression der Auftragung von den ermittelten Werten
far Ku apparenty gegen die jeweilige Inhibitor-Konzentration. Die simultane Anpassung
aller Datenreihen mittels der erweiterten Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 3) ergab je
einen Wert flr vpna, Ky und K. Die Ergebnisse der Datenanpassung sind flir die
S. antibioticus-Tyrosinase in Abb. 3.46a und 3.46b, fur die A. bisporus-Tyrosinase in
Abb. 3.47a und 3.47b dargestellt. Die zugehdrigen Enzym-Parameter sind in
Tab. 3.11 bzw. 3.12 aufgefuhrt.

S. antibioticus Tyrosinase Abb. 3.46a: Inhibition der
250 [ e oM S. antibioticus-Tyrosinase
durch 50, 100 und

200 = 50 M 200 uM L-Mimosin.
_ Dargestellt sind sowohl
g 150 - A 100uM die nicht-lineare Einzgl-
= Anpassung, als auch die
% s 200pM nicht-lineare Simultan-
< 100 7 Anpassung der Messrei-
,,,,,,, Einzel- hen in der direkten Auf-

50 - Anpassung tragung.

—  Simutan- Die Enzymkonzentration
0 Anpassung betrug bei allen Messun-

gen 6,5 + 0,33 nM.
0 2 4 6 8 10 12 14

L-Dopa-Konzentration [mM]

60 - Abb. 3.46b: Bestimmung der Inhibitionskonstan-
te K, der S. antibioticus-Tyrosinase fir L-Mimosin
aus der Einzel-Anpassung der Messreihen.

40 + Aufgetragen wurden die apparenten Kj-Werte
gegen die jeweilige Inhibitor-Konzentration.

Die lineare Regression erfolgte gewichtet, unter
Berlcksichtigung der einzelnen Standard-Fehler
flr Ku (app) (R? = 0,860).

{ Die so ermittelte Inhibitionskonstante K, hatte den

| | Wert 53,8 + 7,4 uM.
200 -100 0 100 200 300

[11/ (uM)

K (app)

20
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Einzel-Anpassung (nach Gl. 1):

Simultan-Anpassung

[Mimosin] 0ouM 50 uM 100 uM 200 uM (nach Gl. 3):
Vimax (UM min™) | 365,7 + 14,9 | 285,1 + 79,1 | 250,0 + 47,5 | 155,3 + 44,4 362,1 +13,2
Keat (5™ 938+60 | 731+206| 641+126| 719+209 928 + 57
Ku  (mM) 79+07| 209+86 | 298+76 | 33,7+125 78+0,6
K (UM) 538+7,4" 18,6 +0,9
R® =0998 | R* =0,985 | R* =0,996 | R* =0,993 R? =0,997

Tab. 3.11: Die Enzymparameter der S. antibioticus-Tyrosinase fur die Inhibition durch L-Mimosin
nach Einzel- und Simultan-Anpassung der Messreihen. Apparente Ky-Werte (Ky (a0p)).  Bei der
Einzel-Anpassung wurde die Inhibitionskonstante aus der Auftragung der K (app-Werte gegen die
Inhibitor-Konzentration ermittelt (Abb. 3.46b).

Beide Regressionsalgorithmen lieferten sehr ahnliche Enzym-Parameter, wodurch
der bereits vielfach belegte, kompetitive Charakter der Mimosin-Inhibition bestatigt
werden konnte. Die fur die S. antibioticus-Tyrosinase ermittelten Enzym-Parameter
Ku und vmax lagen in guter Ubereinstimmung mit den fir L-Dopa in Kapitel 3.4.3.1
bestimmten Werten. Fur die Inhibitionskonstante K; ergab sich nach der Simultan-
Anpassung ein Wert von 18,6 uM, nach der Einzel-Anpassung von 53,8 uM. Beide
Werte lagen somit in der gleichen GroRenordnung, wie die von Bubacco et al. [191]
bereits publizierte Inhibitionskonstante von 30,0 uM.

Die Diskrepanz der beiden aus den vorliegenden Messdaten bestimmten Werte be-
ruht im Wesentlichen auf der Tatsache, dass der Grenzwert fir die Reaktionsge-
schwindigkeit in den dargestellten Kurven (Abb. 3.46a) nicht erreicht wurde und so-
mit die Abhangigkeit des vya-Wertes von der Substrat-Konzentration bei der Einzel-
Anpassung stark von dem Wert fur Ky, beeinflusst wird (Gl.1). Verdeutlicht wird das
durch die in Tab. 3.11 aufgefuhrten vn.-Werte, da diese mit steigender Inhibitor-
Konzentration erheblich abnehmen, obwohl sie bei einer rein kompetitiven Inhibition
konstant bleiben sollten. Des Weiteren wird aus der Auftragung von K app) gegen [I]
(Abb. 3.46b) deutlich, dass der zu erwartende, lineare Zusammenhang nur unzurei-
chend gegeben ist, wodurch die auf diese Weise ermittelte Inhibitionskonstante einen
wesentlich groReren Fehlerwert aufweist, als die in der Simultan-Anpassung be-
stimmte Inhibitionskonstante. Somit stellt letztere eine verlasslichere Nahrung an die
tatsachliche K; dar, deren exakter Wert aufgrund der fehlenden Substratsattigung

nicht genau bestimmbar ist.
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Bei der Auswertung der Messdaten, die mit der A. bisporus-Tyrosinase erhalten wur-
den, kam die oben geschilderte Problematik weit weniger zum Tragen. Das frihe
Erreichen einer Substrat-Sattigung, fuhrte bei der Einzel-Anpassung in allen Fallen
zu ahnlich grolden vpya-Werten, wodurch die ermittelten Inhibitionskonstanten bei
beiden Anpassungsverfahren mit 6,3 + 3,7 uM bzw. 7,3 £ 0,8 uM sehr nahe beiei-
nander lagen. Dennoch fuhrte die Schwankung in den vp.-Werten erneut zu einem
deutlich groBeren Fehlerwert der K; bei der klassischen Auswertung aus der Einzel-
Anpassung, als bei der K; aus der Simultan-Anpassung.

Insgesamt ist der Unterschied beider Regressionsalgorithmen in den resultierenden
Werten jedoch als gering einzustufen, weshalb die mittels Simultan-Anpassung be-
stimmten Werte, sowie die zugrunde liegende Modell-Annahme (Gl. 3) als gesichert

angesehen werden kénnen.

A. bisporus Tyrosinase
25 Abb. 3.47a: Inhibition der
. | ¢ OuMm A.  bisporus-Tyrosinase
durch 100 und 200 uM L-
= 100 M Mimosin. _

= Dargestellt sind sowohl
E die nicht-lineare Einzel-
= 4 200uM Anpassung, als auch die
= nicht-lineare Simultan-
> W £ = | Einzel- Anpassung der Messrei-
Anpassung hen in der direkten Auf-

Simut tragung.
Anpassung Die  Enzymkonzentration
0 ‘ betrug bei allen Messun-

0 2 4 6 8 10 12 gen 0,9 + 0,09 nM.
L-Dopa-Konzentration [mM]

Km@pp) 12 - Abb. 3.47b: Bestimmung der Inhibitionskonstan-

te K, der A. bisporus-Tyrosinase fir L-Mimosin.
Aufgetragen wurden die apparenten Kj-Werte
gegen die jeweilige Inhibitor-Konzentration.

Die lineare Regression erfolgte gewichtet, unter
4 Berlicksichtigung der einzelnen Standard-Fehler
flr Ky (app) (R? = 0,918).

Die so ermittelte Inhibitionskonstante K, hatte den
T T Wert 6,3 + 3,7 |JM

200  -100 0 100 200 300
[/ (uM)

()
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Einzel-Anpassung (nach GI. 1):

Simultan-Anpassung

[Mimosin] 0 uM 100 uM 200 uM (nach GI. 3):
Vinax (UM min™) 22,8+0,3 27,3+14 209+44 232+0,4
Keat (s™) 422 + 43 505 + 57 388 + 90 429 + 44
Ky (MM) 0,22+0,02| 46+0,53 59+25 0,23 +0,03
K (uM) 6,3+3,7 73+0,8
R?=0988| R?=0995| R?”=0952 R? =0,988

Tab. 3.12: Die Enzymparameter der A. bisporus-Tyrosinase fiir die Inhibition durch L-Mimosin
nach Einzel- und Simultan-Anpassung der Messreihen. Apparente Ky-Werte (Ku (app))- Bei
der Einzel-Anpassung wurde die Inhibitionskonstante aus der Auftragung der Ky (op5-Werte ge-
gen die Inhibitor-Konzentration ermittelt (Abb. 3.47b).

Fir die A. bisporus-Tyrosinase wurden ebenfalls Werte ermittelt, die von denen aus

Kapitel 3.4.3.1 nur geringfligig abwichen. Die Inhibitionskonstante K lag sowohl nach

der Einzel-Anpassung, als auch nach der Simultan-Anpassung sehr nahe an dem

von Golicnik und Stojan [214] ermittelten Wert von 7,9 uM.

Somit konnten unter Berucksichtigung der Modellannahme zur kompetitiven Inhibiti-

on fur beide Tyrosinasen sehr verlassliche Enzym-Parameter fiur den L-Dopa-Umsatz

und die Hemmung des Umsatzes durch L-Mimosin bestimmt werden.

In Tab. 3.13 sind diese Werte noch einmal zusammengefasst und den Werten aus

Kapitel 3.4.3.1 gegenubergestellt, wobei fur die inhibierte Kinetik lediglich auf die Er-

gebnisse der Simultan-Anpassung zurtickgegriffen wurde.

Tyrosinase S. antibioticus A. bisporus

L-Mimosin-Inhibition | uninhibiert | L-Mimosin-Inhibition | uninhibiert
Keat (™) 928 + 57 1282 + 89 429+ 44 378 + 38
Kuv  (MM) 7,8+0,6 8,0+0,6 0,23+ 0,03 0,26 + 0,01
K, (uM) 18,6 + 0,9 - 7,3+0,8 -

Tab. 3.13: Die Enzymparameter der Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus flr den
uninhibierten und den durch Mimosin inhibierten Umsatz von L-Dopa.
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3.4.4.2 Inhibition durch Homocystein

Homocystein ist eine nicht-proteinogene, schwefelhaltige Aminosaure, die im Stoff-
wechsel von Saugetieren bei der Demethylierung von Methionin entsteht. Aufgrund
seiner Cytotoxizitat wird Homocystein in diesen Organismen bei ausreichender Ver-

sorgung mit Folsaure, Vitamin Bg und Vitamin B, rasch zu Cystein metabolisiert.

Abb. 3.48: Strukturformeln von L-Homo-
cystein (links) und L-Cystein (rechts).

HS COOH HS COOH Im Gegensatz zum strukturell sehr ahnlichen
\/\|/ Cystein ist Homocystein kein Substrat der
NH, NH, Phaeomelanin-Synthese, sondern es inhi-

biert die Aktivitat der Tyrosinase

Das im Blutplasma des Menschen zirkulierende Homocystein stellt oberhalb des
normalen Konzentrationsbereichs von 5 - 15 uM einen bekannten Risikofaktor fur
koronare Herzerkrankungen dar [215] und kann zudem bei unterschiedlichen Krebs-
erkrankungen auf Tumorwachstum hindeuten [216]. Patienten mit einer genetisch
bedingten Storung der Cystathion-B-Synthase, dem Enzym das Homocystein Uber
Cystathion zu Cystein abbaut, weisen haufig neben erhdhten Homocystein-Werten
auch eine Hypopigmentierung auf [217]. Diese konnte zwar bereits auf die Inhibition
der Tyrosinase durch Homocystein zurlickgeflhrt werden, eine genaue Charakteri-
sierung der Inhibition erfolgte bislang jedoch nicht.

Die hier durchgefihrte Untersuchung der Inhibition der Tyrosinase durch Homocys-
tein erfolgte abermals an den Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus. Die
Auswertung der Messdaten erbrachte eine offensichtlich kompetitive Inhibition, wes-
halb fur die Bestimmung der Enzymparameter wie auch schon beim Mimosin (siehe
3.4.4.1) auf die entsprechende Modell-Annahme (Gl. 3) zurtckgegriffen wurde. Ge-
stltzt wurde diese Annahme durch die bereits formulierte Hypothese, dass Homo-
cystein Uber seine freie Sulfhydrylgruppe mit den Kupfer-lonen der Tyrosinase wech-
selwirkt, da durch die Zugabe von Kupfersulfat der Einfluss von Homocystein auf die
Aktivitat humaner Melanom-Zellen-Tyrosinase aufgehoben werden konnte [217]. Zu-
satzlich wurde die Auswertung der Daten unter Anwendung der unmodifizierten Mi-
chaelis-Menten-Gleichung (Gl. 1) durchgefuhrt, um das Vorliegen der kompetitiven

Inhibiton zu bekraftigen.
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Die Ergebnisse der Datenanpassung sind fur die S. antibioticus-Tyrosinase in
Abb. 3.49a und 3.49b, fur die A. bisporus-Tyrosinase in Abb. 3.50a und 3.50b dar-
gestellt. Die zugehdrigen Enzym-Parameter sind in Tab. 3.14 bzw. 3.15 aufgefuhrt.

S. antibioticus Tyrosinase
160 Abb. 3.49a: Inhibition der
¢ OpM S. antibioticus-Tyrosinase
durch 100 und 200 uM
120 1 . . = 100 M DL-Homocystein. Darges-
= ] tellt sind sowohl die nicht-
€ o lineare Einzel-An-
S 80- ¢ . A 200uM passung, als auch die
= = — nicht-lineare Simultan-
> 2 ] Einzel- Anpassung der Messrei-
40 - e Anpassung hen in der direkten Auf-
- —— Simultan- tr.agung' .
Anpassung Die Enzymkonzentration
0 #a ‘ ‘ ‘ ‘ betrug bei allen Messun-
0 2 4 6 8 10 gen 3,75+ 0,2 nM.
L-Dopa-Konzentration [mM]

K app) 20 - Abb. 3.49b: Bestimmung der Inhibitionskonstante
K, der S. antibioticus-Tyrosinase fur DL-

Homocystein.
Aufgetragen wurden die apparenten K,-Werte

10 7 gegen die jeweilige Inhibitor-Konzentration.
b Die lineare Regression erfolgte gewichtet, unter
Berlcksichtigung der einzelnen Standard-Fehler
. flr Ky (app) (R? = 0,999).
‘ Y ‘ ‘ Die so ermittelte Inhibitionskonstante K, hatte den
-200  -100 0 100 200 300 Wert 114,9 £ 17,1 uM.
[/ (uM)

Die aus den beiden Regressions-Algorithmen resultierenden Werte fur die Enzym-

Parameter der S. antibioticus-Tyrosinase lagen sehr nahe beieinander, wodurch der

kompetitive Charakter der Inhibition durch Homocystein bereits indirekt bestatigt

wurde. Zudem war die zu erwartende Linearitat in der Abhangigkeit der apparenten

Kwu von der Inhibitor-Konzentration eindeutig gegeben, was als ein sicheres Merkmal

fur eine rein kompetitive Inhibition angesehen wird [213].
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Einzel-Anpassung (nach Gl. 1):

Simultan-Anpassung

[Homocystein] 0O uM 100 uM 200 uM (nach Gl. 3):
Vmax (UM min™) | 2253 £21,3| 224,9+229 | 190,1+496 2255+ 18,8
Keat (™) 1001 + 107 1000 + 113 845 + 225 1002 + 97
Ky (MM) 6,5+1,2 11,7+1,9 174+64 6,3+1,0
K (uM) 1149 +17,1" 95,2 + 10,4
R*=0992| R?*=0996| R?=0,989 R? =0,987

Tab. 3.14: Enzymparameter der S. antibioticus-Tyrosinase fur die Inhibition durch DL-
Homocystein nach Einzel- und Simultan-Anpassung der Messreihen.  Apparente Kj-Werte
(Kv (app)-  Bei der Einzel-Anpassung wurde die Inhibitionskonstante aus der Auftragung der
K appy-Werte gegen die Inhibitor-Konzentration ermittelt (Abb. 3.49b).

Da die Inhibition durch Homocystein, verglichen mit der Inhibition durch Mimosin
deutlich schwacher ausfiel, waren auch die Abweichungen der vp,.-Werte von ihrem
Mittelwert weit geringer, als bei Mimosin. Dadurch hatten die ermittelten Inhibitions-
konstanten bei beiden Anpassungsverfahren sehr ahnliche Werte mit ebenfalls ahnli-
chen Fehlerwerten. Die Werte fur die Michaelis-Konstante fielen jedoch mit 6,5 + 1,2
mM bzw. 6,3 + 1,0 mM verglichen mit den bisher bestimmten Werten verhaltnismalig
niedrig aus (siehe 3.4.3.1 und 3.4.4.1).

Die A. bisporus-Tyrosinase zeigte bei der Inhibition durch Homocystein ein ahnliches
Bild, wie die S. antibioticus-Tyrosinase. Auch hier konnte auf das Vorliegen einer
kompetitiven Inhibition durch den Vergleich der Enzym-Parameter aus der Einzel-

und der Simultan-Anpassung geschlossen werden.

A. bisporus Tyrosinase -
200 Abb. 3.50a: Inhibition der

e OuM A.  bisporus-Tyrosinase
durch  DL-Homocystein.
Dargestellt sind sowohl
die nicht-lineare Einzel-

160 -
s 100 uM

g 120 Anpassung, als auch die
= A 200 uM nicht-lineare Simultan-
= Anpassung der Messrei-
| - hen in der direkten Auf-
Anpassung trf_:\g ung. )
40 %/ Die Enzymkonzentration
—— Simultan- betrug bei allen Messun-
0 Anpassung gen 7,2+ 0,7 nM.

0 2 4 6 8 10
L-Dopa-Konzentration [mM]
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Kin (app) 3 Abb. 3.50b: Bestimmung der Inhibitionskonstan-
te K, der A. bisporus-Tyrosinase fir DL-
Homocystein.
Aufgetragen wurden die apparenten K,-Werte
1,5 gegen die jeweilige Inhibitor-Konzentration.
Die lineare Regression erfolgte gewichtet, unter
i ¢ BerUcksichtpung der einzelnen Standard-Fehler
g/ fur Ky (app) (R?=0,835).

0

T Die so ermittelte Inhibitionskonstante K, hatte den

-200 200 Wert 49,8 £ 8,7 uM.

[/ (um)

Da eine Linearitat in der Abhangigkeit der apparenten Kj von der Inhibitor-
Konzentration in diesem Fall nur annahernd erfullt war, ergab sich eine starke Ab-
weichung der resultierenden Inhibitionskonstante von dem mittels Simultan-
Anpassung bestimmten Wert, wobei erstere zusatzlich mit einem sehr hohen Feh-
lerwert (x 80%) behaftet war.

Einzel-Anpassung (nach Gl. 1):

Simultan-Anpassung

[Homocystein] 0OuM 100 uM 200 uM (nach Gl. 3):
Vmax (UM min™) | 176,5+4,0| 184,8+0,8 | 2082+ 134 184,1+ 4,3
Keat (57) 408 + 42 428 + 47 482 + 57 426 + 44
Ky (MM) 0,25+0,03 | 0,81+0,11 | 2,26+0,37 0,28 + 0,04
Ki (uM) 26,9+21,7" 49,8 + 8,7
R®=0980| R*=0986| R?=0,986 R? =0,974

Tab. 3.15: Enzymparameter der A. bisporus-Tyrosinase fir die Inhibition durch DL-
Homocystein nach Einzel- und Simultan-Anpassung der Messreihen. = Apparente Kj-Werte
(Kwv @pp)-  Bei der Einzel-Anpassung wurde die Inhibitionskonstante aus der Auftragung der
K appy-Werte gegen die Inhibitor-Konzentration ermittelt (Abb. 3.50b).

Insgesamt konnte durch das Ergebnis der Datenanpassung fir beide Tyrosinasen
eine kompetitive Inhibition durch Homocystein bestatigt werden und unter Beruck-
sichtigung der zugrunde liegenden Modell-Annahme konnten verlassliche Enzym-

Parameter bestimmt werden.
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In Tab. 3.16 sind diese Werte zusammengefasst und den Werten aus Kapitel 3.4.3.1
gegenubergestellt. Fur die inhibierte Kinetik wurde aufgrund der insgesamt niedrige-

ren Fehlerwerte lediglich auf die Ergebnisse der Simultan-Anpassung zuruckgegrif-

fen.
Tyrosinase S. antibioticus A. bisporus
DL-Homocystein- DL-Homocystein-
Inhibition uninhibiert Inhibition uninhibiert
Keat (s 1002 + 97 1282 + 89 426 + 44 378 + 38
Ky (mM) 6,3+1,0 8,0+0,6 0,28 + 0,04 0,26 £ 0,01
K (uUM) 95,2+10,4 - 49,8 + 8,7

Tab. 3.16: Die Enzymparameter der Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus fur den un-
inhibierten und den durch Homocystein inhibierten Umsatz von L-Dopa.

3.4.5 Einfluss von Weininhaltsstoffen auf die Aktivitat der Tyrosinase

Einige der bekannten, positiven Effekte von Wein, insbesondere von Rotwein auf die
menschliche Gesundheit werden vermutlich durch dessen polyphenolische Kompo-
nenten (Anthocyanidine, Flavonole und phenolische Sauren) hervorgerufen. lhre Fa-
higkeit zum Abfangen freier Radikale und zur Verminderung der Oxidation von low-
density Lipoproteinen (LDL) ist in vitro mehrfach beschrieben worden und wird oft mit
einer protektiven Wirkung gegenuber koronaren Herzerkrankungen in Zusammen-
hang gebracht [218-220]. Des Weiteren hemmen polyphenolische Verbindungen aus
Weinen, sowie aus verschiedenen anderen Pflanzen und deren Produkten in unter-
schiedlichen experimentellen Modellsystemen die Karzinogenese und das Wachstum
einiger Tumore [221]. Auch die Proliferation humaner Melanom-Zellen konnte in Ge-
genwart polyphenolischer Weininhaltsstoffe drastisch eingeschrankt werden. In der-
selben Studie konnte gleichzeitig auch ein signifikanter Effekt dieser Verbindungen
auf die Tyrosinase-Aktivitat in (nicht-tumorgenen) humanen Melanocyten beobachtet
werden [222]. In wie weit ein kausaler Zusammenhang zwischen den beobachteten
Effekten besteht, konnte jedoch experimentell nicht belegt werden.

Angeregt durch diese Arbeiten wurde im Rahmen der hier durchgefuhrten Untersu-
chungen uber die Kinetik der Tyrosinase-Reaktion auch der Einfluss von Inhaltsstof-

fen hiesiger Weine auf die Aktivitat des Enzyms betrachtet.

133



Ergebnisse

Eine Isolation der einzelnen phenolischen Komponenten erfolgte aufgrund der feh-
lenden technischen Moglichkeiten nicht, weshalb eine detaillierte Analyse der Wech-
selwirkung an dieser Stelle nicht durchgefuhrt werden konnte. Die Messungen der
Tyrosinase-Aktivitat erfolgten daher polarographisch in nahezu unbehandeltem Fla-
schenwein, bei dem lediglich der pH-Wert mit 0,1 M KOH von 3,0 - 3,6 auf 7,0 erhoht
wurde, um die Aktivitat bei einem fur das Enzym geeigneten pH-Wert zu bestimmen.
Das Reaktionsvolumen betrug 1 ml, als Substrat fur die Tyrosinase-Reaktion wurde
das Diphenol Dopamin gewahlt. Bei den verwendeten Weinen handelte es sich um
lokale Erzeugnisse (Rheinhessen-Weine), wobei neben zwei Rotweinen (Spatbur-
gunder und Dornfelder) auch ein Weiswein (Riesling) eingesetzt wurde. Alle drei
Weine entstammten demselben Jahrgang (2001). Als Kontrollmessungen diente die
Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit der Tyrosinase in Phosphatpuffer, sowie
in Phosphatpuffer, der auf den gleiche Alkoholgehalt (in %Vol) eingestellt wurde, wie
der jeweils betrachtete Wein. Auf diese Weise konnte der Einfluss des denaturieren-
den Ethanols auf die Enzym-Aktivitat von der inhibierenden Wirkung der Inhaltsstoffe
abgegrenzt werden.

Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden direkt aus dem Sauerstoffverbrauch abge-
lesen, wobei der Umsatz von einem Mol Sauerstoff dem Umsatz von zwei Mol Di-
phenol entsprach. Oxidative Folgereaktionen, die Uberwiegend autokatalytisch ablau-
fen, konnten hierbei aufgrund ihrer geringen Geschwindigkeit in den ersten Minuten
der Reaktion vernachlassigt werden. Durchgefuhrt wurden die Messungen aus-
schliel3lich mit der A. bisporus-Tyrosinase, da das Enzym aus S. antibioticus zum
Zeitpunkt der Untersuchungen noch nicht zur Verfugung stand. Da die Mechanismen
der beobachtbaren Inhibition der Tyrosinase aufgrund der fehlenden Madglichkeiten
zur Isolation der relevanten Weininhaltsstoffe nicht naher charakterisiert werden
konnten, erschien ein Vergleich der beiden Enzyme bezuglich der Inhibition zu einem
spateren Zeitpunkt auch nicht reizvoll.

In Abb. 3.51 sind die Reaktionsgeschwindigkeiten der A. bisporus-Tyrosinase in al-
koholfreiem und alkoholhaltigem Phosphatpuffer, sowie in Rotwein (Spatburgunder)
und WeilRwein (Riesling) gegen die Substrat-Konzentration aufgetragen, die aus der
Datenanpassung mittels Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 1) bestimmten Kinetik-
Parameter sind in Tab. 3.17 aufgefuhrt. Aus den jeweiligen Werten fur vpax wurden
die relativen Tyrosinase-Aktivitaten in den verschiedenen Reaktionsmedien berech-

net. Diese sind in Tab. 3.18 wieder gegeben.
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Abb. 3.51: Diphenolase-Aktivitat der Tyrosinase aus A. bisporus in Abhangigkeit von der
Dopamin-Konzentration (0,1-10 mM), gemessen in alkoholfreiem und alkoholhaltigem Puffer, in
Weilwein (Riesling), sowie in Rotwein (Spatburgunder) bei 25°C.

Die Enzymkonzentration betrug bei allen Messungen 3,6 + 0,36 nM. Der Alkoholgehalt lag im
ethanolhaltigem Phosphatpuffer, wie auch in den beiden Weinen bei 11,5 %Vol.

Medium Puffer Puffer Weillwein Rotwein
mit Ethanol (Riesling) (Spatburgunder)
Vinax (MM O, min™) 138,4+7,1 781+79 39,0+2,5 289+34
Vinax (MM Dopamin min™) 276 £ 14,2 156,2 + 15,8 78,0+5,0 37,8+6,8
Keat (™) 1281 + 144 724 £ 104 361 +43 267+ 41
Ku (MM) 28+04 24+07 0,9+0,2 1,2+0,5
R? =0,991 R? =0,949 R? =0,987 R? =0,689

Tab. 3.17: Kinetik-Parameter der Tyrosinase-Reaktion, ermittelt aus der in Abb. 3.51 dargestellten
Datenanpassung unter Verwendung der Michaelis-Menten-Gleichung.

Der vmax-Wert fur lag fur den uninhibierten Dopamin-Umsatz bei 69,2 + 3,6 uyM min™’
und entsprach somit einer keor von 1281 + 144 s™'. Dieser Wert lag deutlich oberhalb
der kgot, die photometrisch mittels Dopachrom-Assay bestimmt und mit 998 £ 113 s™1
angegeben wurde (siehe 3.4.3.2). Auch die Michaelis-Konstante wich mit 2,8 +
0,4 mM stark von dem an jener Stelle ermittelten Wert von 1,4 £ 0,2 mM ab.

Wahrend die Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart von Ethanol stark abnahm,

blieb die Michaelis-Konstante im Rahmen der Fehlergrenzen nahezu unverandert.

135



Ergebnisse

Bei der gleichzeitigen Gegenwart der nicht naher spezifizierten Weininhaltsstoffe
wurde die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich starker abgesenkt, der Wert fur Ky
wurde dabei jedoch unerwarteter Weise erniedrigt, was dafir spricht, dass keine rein
reversible Inhibition der Tyrosinase durch diese Inhaltsstoffe vorlag. Deren Einfluss
konnte somit nur qualitativ in Form der relativen Abnahme der Reaktionsgeschwin-
digkeit vax wiedergegeben werden.

Die recht hohe Abweichung der hier ermittelten Kinetik-Parameter der uninhibierten
Reaktion von denen, die in Kapitel 3.4.3.2 fur den Umsatz von Dopamin bestimmt
wurden, ist auf die relative Ungenauigkeit der polarographischen Messmethode zu-
rick zu fuhren, da diese deutlich weniger sensitiv ist, als photometrische Methoden.
Somit war die Streuung der Messpunkte um die jeweiligen Regressionskurven ver-
gleichsweise grof3. Aullerdem wurde bei der O»-Verbrauchsmessung ein deutlich
kleinerer Substrat-Konzentrationsbereich abgedeckt, weshalb die Auswertung ohne

die Berucksichtigung einer Substrat-Inhibition durch Dopamin erfolgte.

Medium Puffer Puffer Weillwein Rotwein Rotwein

mit Ethanol (Riesling) (Spatburgunder) (Dornfelder)

. 100+£6,1% | 56,4+6,4 % | 28,2+2,3% 20,8+2,6 % 17,3£1,9%
Tyrosinase-

Aktivitat

- 100+10,2% | 49,9+6,0% 36,9142 % 248+35%

Tab. 3.18: Aktivitdt der Tyrosinase aus A. bisporus gegenuber Dopamin in alkoholfreiem und alko-
holhaltigem Puffer, in Weillwein, sowie in zwei Rotweinen. Die Enzymkonzentration betrug bei allen
Messungen 3,6 £ 0,36 nM. Der Alkoholgehalt lag in Riesling und Spatburgunder bei 11,5 %Vol, in
Dornfelder bei 13,5 %Vol. Die Bestimmung der Tyrosinase-Aktivitat in Dornfelder wurde in einer se-
paraten Messreihe durchgefihrt. Die Abweichungen der relativen Aktivitdten wurden aus den Feh-
lerwerten der zugrunde liegenden v,,,,-Werte bestimmt.

In weiteren Untersuchungen wurde der hemmende Einfluss von Weininhaltsstoffen
auf die Tyrosinase in Abwesenheit von Ethanol gemessen. Hierflr wurde zum einen
alkoholfreier Rotwein (Bordeaux), zum anderen der Inhalt von nahrungserganzenden
Rotweinkapseln eingesetzt. Bei dem alkoholfreien Rotwein handelte es sich um ein
franzdsisches Produkt aus kontrolliert biologischem Anbau, dem nach dem Entzug
des Alkohols durch Vakuum-Destillation rektifiziertes Traubenmostkonzentrat, Koh-
lensaure und Ascorbinsaure zugesetzt wurde. Die Rotweinkapseln (Alsiroyal GmbH,
Greifenberg) beinhalteten pro Kapsel 100 mg Rotwein-Extrakt, was laut Hersteller
95 mg Polyphenole entsprach. Angaben zur genauen Zusammensetzung der enthal-

tenen Polyphenole lagen nicht vor.
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Die Messungen der Tyrosinase-Aktivitat erfolgten polarographisch bei 25 °C in Drei-
fachbestimmungen mit 10 mM Dopamin als Substrat. Das Reaktionsvolumen lag bei
1 ml. Auf eine konzentrationsabhangige Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit
wurde verzichtet. Der alkoholfreie Rotwein wurde auf pH 7,0 eingestellt und unver-
dinnt eingesetzt, die Messungen mit dem Rotweinkapsel-Inhalt erfolgten in Phos-
phatpuffer, dem 100 pl des flissigen Kapsel-Inhalts zugegeben wurden. Dies ent-
sprach etwa dem Inhalt einer Kapsel und ergab somit eine Polyphenol-Konzentration
von 95 mg/ml. Als Kontrolle diente die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit in
reinem Phosphatpuffer. Die relative Aktivitat der Tyrosinase in den geschilderten An-

satzen ist in Tab. 3.19 wiedergegeben.

Medium Puffer Rotweinkapsel- Rotwein,
Inhalt alkoholfrei

Tyrpsiqase- 100 £2,9 % 53,8+7,0% 28,2+6,0%
Aktivitat

Tab. 3.19: Aktivitdt der Tyrosinase aus A. bisporus gegeniiber Dopamin in reinem Puffer, in
Gegenwart von Rotweinkapsel-Inhaltsstoffen, sowie in alkoholfreiem Rotwein. Die Enzymkon-
zentration betrug bei allen Messungen 3,6 + 0,36 nM. Die Abweichungen der relativen Aktivita-
ten wurden aus den Standardabweichungen von Mehrfachmessungen der Aktivitat bestimmt.

Die deutliche Inhibition der Tyrosinase-Reaktion bestatigte den bereits in den Weinen
beobachteten hemmenden Einfluss der polyphenolischen Weininhaltsstoffe auf die
Aktivitat des Enzyms. In Abb. 3.52 sind die Ergebnisse dieser Messungen zusam-

menfassend dargestellt.

Puffer |100 |—|—|

Puffer mit Ethanol |56,4 |—|—|

Weiltwein (Riesling) [28,2 9-1

Rotwein (Spatburg.) [20,8 3—1

Rotwein (Dornfelder) [17,3 H—|

alkoholfreier Rotwein |28,2 9—1

Rotweinkapsel-Inhalt 53,8 =

0 20 40 60 80 100 120

relative Tyrosinase-Aktivitét (%)

Abb. 3.52: Einfluss von Ethanol, Wein und extrahierten Weininhaltsstoffen auf die Diphenolase-
Aktivitat der Tyrosinase aus A. bisporus.
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Mit den durchgefiihrten Messungen konnte die hemmende Wirkung von Wein-
Polyphenolen auf die Aktivitat der Tyrosinase belegt werden. Um zu demonstrieren,
dass dieser Effekt spezifisch flr Tyrosinasen ist und nicht auch andere Oxidoreduk-
tasen betrifft, wurden Kontrollmessungen mit dem Enzym Uricase (Urat-Oxidase,
E.C. 1.7.3.3) durchgeflihrt. Die Uricase katalysiert im Purinstoffwechsel vieler wirbel-
loser Tiere und Saugetiere unter Verbrauch molekularen Sauerstoffs den Abbau von
Harnsaure sowie harnsaurer Salze zu Allantoin und besitzt ein einkerniges Typ-2-
Kupferzentrum [223]. Das hier verwendete Enzym aus der Leber von Hausschwei-
nen (Sus scrofa domestica) lag als Homotetramer mit einem Molekulargewicht von
125 kDa vor [224].

Die Bestimmung der Uricase-Aktivitat erfolgte polarographisch bei 25 °C und pH 8,5
mit 0,1-0,5 mM Harnsaure (2,6,8-Trihydroxypurin), wobei der Verbrauch von einem
Mol Sauerstoff dem Umsatz von einem Mol Harnsaure entsprach. Die Messungen
erfolgten analog zu den Ansatzen mit Tyrosinase zum einen in Rotwein (Spatbur-
gunder), zum anderen in Tris-Puffer, sowie in Tris-Puffer mit 11,5 %Vol Ethanol. Die
Ergebnisse dieser Messungen sind in Abb. 3.53 dargestellt, die aus der Datenanpas-
sung bestimmten Kinetik-Parameter sind in Tab. 3.20 aufgefuhrt. Aus den jeweiligen
Werten fUr vpax wurden die relativen Uricase-Aktivitaten in den verschiedenen Reak-

tionsmedien berechnet. Diese sind in Tab. 3.21 wieder gegeben.

45
40 )
& Tris-Puffer
35 -
< 30 |
£ 30 .
N 25 m Tris-Puffer mit
2 20 Y, Ethanol
= a
= 15 - A
>
10 A Rotwein
5 (Spatburgunder)
0 T T
0 0,2 0,4 0,6
Harnsaure-Konzentration [mM]

Abb. 3.53: Aktivitat der Uricase aus S. scrofa in Abhangigkeit von der Harnsaure-Konzentration
(0,1-0,5 mM), gemessen in alkoholfreiem und alkoholhaltigem Puffer, sowie in Rotwein (Spat-
burgunder) bei 25°C. Die Enzymmenge betrug bei allen Messungen 0,3 + 0,03 U. Der Alkohol-
gehalt lag im ethanolhaltigem Tris-Puffer, wie auch im Wein bei 11,5 %Vol.
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Medium Puffer Puffer Rotwein

mit Ethanol (Spatburgunder)

Vmax (UM Harnsaure min™) 484 +53 26,3+1,8 27,0+3,0
Ky (MM) 0,14 + 0,04 0,06 + 0,02 0,11 + 0,04
R? =0,947 R? =0,923 R? =0,717

Tab. 3.20: Kinetik-Parameter der Uricase-Reaktion, ermittelt aus der in Abb. 3.53 dargestellten
Datenanpassung unter Verwendung der Michaelis-Menten-Gleichung.

Mit diesen Messungen konnte gezeigt werden, dass die Abnahme der Uricase-
Aktivitat in Wein nicht wesentlich starker ausfiel als in Puffer, der den gleichen Etha-
nolgehalt aufwies, wie der Wein. Lediglich bei niedrigen Substrat-Konzentrationen
konnte im Wein eine starkere Inhibition beobachtet werden, als im ethanolhaltigen
Tris-Puffer, der Wert flr viqax war in beiden Fallen jedoch annahernd gleich.

Neben dem Einfluss von Ethanol und Rotwein wurde auch die Wirkung der Rotwein-
kapsel-Inhaltsstoffe auf die Aktivitat der Uricase untersucht. Hierzu wurde in Drei-
fachbestimmungen die Reaktionsgeschwindigkeit der Uricase mit 1 mM Harnsaure in
Gegenwart von 100 mg/ml Kapselinhalt bestimmt. Als Kontrolle diente die Bestim-
mung der Reaktionsgeschwindigkeit in reinem Tris-Puffer. Die relative Aktivitat der

Uricase in den geschilderten Ansatzen ist in Tab. 3.21 wiedergegeben.

Medium Puffer Puffer Rotwein Rotweinkapsel-
mit Ethanol (Spatburgunder) Inhalt
. 100 £ 10,8 % 54,3+6,9 % 55,8+ 8,7 % ~100+ 13,8 %
Uricase -
Aktivitat
- 100 £ 6,7 % ~100+13,5% -

Tab. 3.21: Aktivitat der Uricase aus S. scrofa gegeniiber Harnsaure in alkoholfreiem und alkohol-
haltigem Puffer, in Rotwein, sowie in Gegenwart von Rotweinkapsel-Inhaltsstoffen. Die Enzymmen-
ge betrug bei allen Messungen 0,3 + 0,03 U. Die Bestimmung der Uricase-Aktivitat mit Rotweinkap-
sel-Inhaltsstoffen wurde in einer separaten Messreihe durchgefiihrt. Die Abweichungen der relati-
ven Aktivitaten wurden aus den Fehlerwerten der zugrunde liegenden v,,.,-Werte bzw. aus den
Standardabweichungen von Mehrfachmessungen der Aktivitat bei gleicher Substratkonzentration
bestimmt.

Im Gegensatz zur Tyrosinase konnte bei der Uricase kein signifikanter Einfluss von
Wein-Polyphenolen auf die Enzymaktivitat festgestellt werden. Die Abnahme der Ak-
tivitat durch die Gegenwart von Ethanol fiel bei beiden Enzymen etwa gleich stark

aus und kann in beiden Fallen vermutlich auf Dissoziation oder eine Teil-
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Denaturierung zurtickgefuhrt werden. Verbliffend ist an dieser Stelle, dass die Stabi-
litat der beiden (tetrameren) Enzyme gegenuber der Beeinflussung durch Ethanol
offenbar sehr ahnlich ist. In Abb. 3.54 sind die Ergebnisse der Messungen mit der

Uricase noch einmal zusammenfassend dargestellt.

Puffer |100 —
Puffer mit Ethanol |54,3 =T
Rotwein (Spatburg.) |55,8 T
Rotweinkapsel- 100 =
Inhalt
0 20 40 60 80 100 120
relative Uricase-Aktivitat (%)

Abb. 3.54: Einfluss von Ethanol, Wein und extrahierten Weininhaltsstoffen auf die
Aktivitat der Uricase aus S. scrofa.

AbschlieRend bleib festzuhalten, dass Wein und vor allem die in ihm enthaltenen po-
lyphenolischen Inhaltsstoffe die Aktivitat der Tyrosinase spezifisch inhibieren.

Eine nahere Analyse der Wechselwirkung mit einzelnen, definierten polyphenoli-
schen Komponenten, insbesondere aus hiesigen Weinen ist als Ausgangspunkt fur
fortfuhrende Studien gedacht. Im Rahmen einer an diesem Institut fertig gestellten
Diplomarbeit wurde bereits der Einfluss von Resveratrol und Quercetin, zwei bekann-
ten polyphenolischen Verbindungen in Rot- und Weildweinen untersucht [225]. Der
lokale Aspekt ist dabei zwar weitgehend unbertcksichtigt geblieben, jedoch besteht
weiterhin die Mdglichkeit von der Forschungsanstalt Geisenheim hierfur Analyse-

Daten und Probenmaterial zu beziehen.
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3.5 Enzymatisches Quervernetzen von Proteinen durch Tyrosinasen und SDS-

aktiviertes Hamocyanin

Einer der vielen physiologischen Prozesse, in denen Phenoloxidasen involviert sind,
ist das enzymatische Quervernetzen (cross-linking) von Proteinen. Wie eingangs be-
schrieben sind Phenoloxidasen bei Invertebraten an der Gerbung von Proteinen im
Rahmen der Wundheilung und Sklerotisierung des Exoskeletts [85, 226], sowie bei
der Abwehr von Pathogenen beteiligt [11, 227]. Inwieweit aktiviertes Hamocyanin
Teile dieser Funktion Ubernehmen kann, ist Gegenstand aktueller Diskussionen.

Die Tyrosinase vermittelte Quervernetzung von Proteinen erfolgt durch Chinonger-
bung [133]. Hierbei werden entweder Tyrosin-Reste an Proteinoberflachen hydroxy-
liert und oxidiert, wodurch es zu einer kovalenten Verknlpfung zwischen einzelnen
Proteinmolekilen kommt, oder es werden niedermolekulare phenolische Verbindun-
gen zu o-Dichinonen oxidiert, die als verbrickende Komponente zwischen zwei Pro-
teinmolekule eingebaut werden (Abb. 1.5).

Die nun im Folgenden dargestellten Experimente sollten zum einen Aufschluss Uber
die Effizienz unterschiedlicher Tyrosinasen beim Quervernetzen verschiedener Pro-
teine geben, zum anderen sollte untersucht werden, in wie weit SDS-aktiviertes Ha-

mocyanin in vitro die Quervernetzung von Proteinen katalysieren kann.

3.5.1 Quervernetzen von Hamocyanin durch Tyrosinasen

24-meres Hamocyanin (Hc) aus der Hamolymphe der Vogelspinne Eurypelma cali-
fornicum wurde 18 h bei Raumtemperatur in Anwesenheit von Tyrosinase aus ande-
ren Organismen und phenolischen Substraten inkubiert.

Bei dieser Untersuchung wurde Hamocyanin in einer Konzentration von 0,75 mg/ml
und einem Reaktionsvolumen von 300 pl eingesetzt. Diesem wurde in jeweils drei
einzelnen Ansatzen Tyrosinase aus Agaricus bisporus bzw. aus Streptomyces anti-
bioticus zugegeben. Die hierbei verwendete Menge lag bei etwa 5 pg Enzym mit ei-
ner Diphenolase-Aktivitat von 0,04 - 0,05 U. Einer der Reaktionsansatze enthielt
33 M L-Tyrosin, ein Reaktionsansatz enthielt jeweils 33 yM L-Tyrosin und L-Dopa,
im dritten Ansatz wurde auf die Zugabe phenolischer Substrate verzichtet. In einem
Kontrollansatz wurde reines Hamocyanin ohne Tyrosinasen oder Substrate inkubiert.

Das Reaktionsmedium bestand aus 100 mM Tris-Puffer mit e 5 mM CaCl, und
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MgCl; und einem pH-Wert von 7,8. Nach der Inkubation wurden die Reaktionsansat-
ze einer denaturierenden SDS-PAGE unterzogen und die Gele mit Coomassie Bril-
liant Blue R-250 angefarbt. Zur weiteren Kontrolle wurde zusatzlich frisches, nicht
inkubiertes Hamocyanin aufgetragen.

Auf den Gelen war deutlich zu erkennen, dass Hamocyanin in dissoziierten Unte-
reinheiten mit Molekulargewichten um 70 kDa vorlag (Abb. 3.55). Im Fall des Hamo-
cyanins aus E. californicum handelt es sich um sieben verschiedene Polypeptide mit
Molekulargewichten zwischen 67 und 76 kDa [228]. In den Reaktionsansatzen, die
Tyrosinase ohne Substrate enthielten, konnte im Fall der Streptomyces-Tyrosinase
eine weitere Bande bei einem Molekulargewicht von ca. 140 kDa angefarbt werden.
Diese Bande war auch in den Ansatzen mit phenolischen Substraten aufzufinden, in
den Ansatzen mit Agaricus-Tyrosinase fehlte sie jedoch. Lediglich in den Ansatzen,
die neben der Agaricus-Tyrosinase auch Substrat enthielten, konnte in diesem Mole-
kulargewichtsbereich eine sehr schwache Farbung erkannt werden, die auf das Vor-
handensein einer Bande schlie3en lassen konnte. Die Ursache hierflr konnte in der
Grofde und in der oligomeren Struktur der Agaricus-Tyrosinase liegen, wodurch die
Zuganglichkeit des aktiven Zentrums im Gegensatz zur Streptomyces-Tyrosinase
eingeschrankt ist. Da von der Agaricus-Tyrosinase keinerlei Strukturinformationen
vorliegen, ist dies jedoch rein spekulativ.

A. bisporus-Tyrosinase: S. antibioticus-Tyrosinase:

M 1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5
250 - 250 j
150 150
100 100
75 — 75 e

Trew= wowEew

50 — 50 |

_k = P, e & Lo

Abb. 3.55: SDS-PAGE (7,5 % Polyacrylamid-Gel) der Reaktionsansatze mit Hamocyanin (Hc) und
Tyrosinasen. Auftragung in beiden Gelen:
M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Biorad, Munchen). Das Molekulargewicht der Mar-
kerproteine ist in kDa angegeben. 1: Hc (frisch). 2: Hc (inkubiert). 3: Hc + Tyrosinase.

4: Hc + Tyrosinase + 33 uyM L-Tyrosin. 5: Hc + Tyrosinase + 33 yM L-Tyrosin + 33 yM L-Dopa.
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Das Molekulargewicht von ca. 140 kDa legte die Vermutung nahe, dass es sich bei
der Bande um ein kovalent verbundenes Dimer zweier Hamocyanin-Untereinheiten
handelt. Eine Analyse dieser Proteinbande mittels Massenspektrometrie ergab, dass
es sich hierbei ausschlieRlich um die Untereinheiten b und ¢ handelte (siehe An-
hang). Diese beiden Untereinheiten des Eurypelma-Hamocyanins sind nach bisheri-
gen Erkenntnissen die einzigen, die mittels SDS zu einer Phenoloxidase aktiviert
werden konnen [24]. Bei den ubrigen Untereinheiten (a, sowie d - g) ist dies jedoch
nicht moglich. Dieser Umstand wird unter anderem darauf zurickgefuhrt, dass b und
c frihzeitig von den ubrigen Hamocyanin-Untereinheiten divergierten und phylogene-
tisch den Phenoloxidasen am nachsten stehen [229]. Da die Hamocyanin-
Untereinheiten in den beschriebenen Reaktionsansatzen aber lediglich das Substrat
fur das enzymatische Quervernetzen darstellten, ist dieses Ergebnis verbluffend.

In allen Ansatzen, die Tyrosinasen und phenolische Substrate enthielten, konnten
weitere Proteinbanden angefarbt werden, die in der GrélRenordnung von Trimeren
(ca. 210 kDa) und Tetrameren (ca. 280 kDa), sowie nicht naher differenzierten, hohe-
ren Aggregaten lagen. Das gleiche Ergebnis wurde auch bei auf 90 min verkurzter
Inkubationszeit, sowie nach 48 h Inkubation der Reaktionsansatze erzielt (nicht ge-
zeigt). In wie weit es sich hierbei ebenfalls um Aggregate handelte, die sich aus-
schlieBlich aus den Untereinheiten b und ¢ zusammensetzen, wurde an dieser Stelle
nicht ndher untersucht. Eine massenspektrometrische Analyse konnte nicht durchge-
fuhrt werden.

In Kontrollansatze, die neben Hamocyanin lediglich phenolische Substrate enthielten
konnten keine Quervernetzungsprodukte nachgewiesen werden. Lediglich in Ansat-
zen mit verhaltnismaflig hohen Konzentrationen an L-Dopa zeigten sich im SDS-Gel
Aggregate, die in der Grolle den Produkten des enzymatischen Quervernetzungs-
prozess entsprachen (siehe Abb. 3.56, Spur 7). Dies wurde auf die autooxidative
Tendenz des diphenolischen Substrates zuruckgefuhrt, die bei moderater Substrat-
konzentration aber offensichtlich nur einen vergleichsweise geringen Effekt hervorrief
(siehe Abb. 3.56, Spur 6). Somit konnte die Bildung der oben beschriebenen kova-
lent verknupften Oligomere eindeutig auf die enzymatische Aktivitat der Tyrosinasen
zuruckgefuhrt werden, was durch das Auftreten des Dimers im Ansatz ohne Substrat,

zumindest beim Einsatz der Streptomyces-Tyrosinase aber bereits anzunehmen war.
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Abb. 3.56: SDS-PAGE (7,5 % Polyacryla-
mid-Gel) der Reaktionsansatze mit Hamo-
cyanin (Hc) und Streptomyces-Tyrosinase.

M (Marker): Precision Plus Protein Standard
(Biorad, Minchen). Das Molekulargewicht
der Markerproteine ist in kDa angegeben.

: He (inkubiert).

: Hc + Tyrosinase.

: Hc + Tyrosinase + 33 pM L-Tyrosin.

: Hc + Tyrosinase + 33 pM L-Dopa.

: Hc + 33 uM L-Tyrosin.

: Hc + 33 uM L-Dopa.

: Hc + 300 uM L-Dopa.
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3.5.2 Quervernetzen von Albumin durch Tyrosinasen

Als Vergleichsprotein wurde Rinderserum-Albumin (BSA) in Anwesenheit von Tyro-

sinase und phenolischen Substraten ebenso wie das Eurypelma-Hamocyanin in den

oben beschriebenen Reaktionsansatzen 18 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die

Reaktionsbedingungen blieben hierbei unverandert. Mittels denaturierender Gelelekt-

rophorese konnten anschlielfend jedoch in keiner Probe héhermolekulare Aggregate

nachgewiesen werden (Abb. 3.57).

A. bisporus-Tyrosinase:

S. antibioticus-Tyrosinase:

250
150
100

75

50

M

M 1 2 3 4 5

250
150

100
75

50

Abb. 3.57: SDS-PAGE (7,5 % Polyacrylamid-Gel) der Reaktionsansatze mit Rinderserum-Albumin

(BSA) und Tyrosinasen. Auftragung in beiden Gelen:

M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Biorad, Minchen). Das Molekulargewicht der Mar-
kerproteine ist in kDa angegeben. 1: BSA (frisch). 2: BSA (inkubiert). 3: BSA + Tyrosinase. 4: BSA
+ Tyrosinase + 33 yM L-Tyrosin. 5: BSA + Tyrosinase + 33 pyM L-Tyrosin + 33 uM L-Dopa
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Erst durch eine drastische Erh6hung der Substratkonzentration in den Reaktionsan-
satzen konnte eine enzymatische Quervernetzung des BSA durch die Streptomyces-
Tyrosinase erzielt werden (Abb. 3.58). Hierfur waren allerdings L-Dopa-
Konzentrationen von 870 uM und mehr erforderlich, wahrend bei der Quervernetzung
von Eurypelma-Hamocyanin lediglich 33 pM eingesetzt wurden. Zudem konnten im
Polyacrylamidgel keine diskreten Banden sichtbar gemacht werden. Vielmehr zeigten
sich Uber den gesamten Laufbereich ein verschmiertes Signal und eine sehr starke

Farbung am oberen Gelende.

3 4 5 6 7 Abb. 3.58: SDS-PAGE (7,5 % Polyacryla-
mid-Gel) der Reaktionsansatze mit Rinder-

r nA™ serum-Albumin (BSA) und Streptomyces-

Tyrosinase.

250 M (Marker): Precision Plus Protein Standard

(Biorad, Munchen). Das Molekulargewicht

150 N der Markerproteine ist in kDa angegeben.

: BSA (inkubiert).

: BSA + Tyrosinase.

: BSA + Tyrosinase + 450 uyM L-Dopa.

: BSA + Tyrosinase + 870 uM L-Dopa.

: BSA + Tyrosinase + 1,25 mM L-Dopa.

: BSA + Tyrosinase + 1,6 mM L-Dopa.

: BSA (frisch)

M 1 2

100

75
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Aus dem Ergebnis der denaturierenden Gelelektrophorese konnte geschlossen wer-
den, dass das BSA durch die Tyrosinase zwar auch enzymatisch quervernetzt wer-
den kann, hierfur allerdings eine sehr groe Menge an quervernetzenden Agentien,
also phenolisches Tyrosinase-Substrat erforderlich ist. Bedingt wird dieses unter-
schiedliche Verhalten vermutlich durch verschiedenartige Oberflachenbeschaffenheit
der eingesetzten Proteine. Wie eingangs erwahnt, stellen neben Tyrosyl-Resten
auch Seitenketten mit freien Amino-, Sulfhydryl- und Pyrrolidingruppen (Arg, Asn,
GIn, Lys, Cys, Pro) potentielle Angriffspunkte fur das Tyrosinase-vermittelte Quer-
vernetzen von Proteinen dar [133]. Im Falle des Hamocyanins aus E. californicum
sind samtliche genannte Aminosauren aufler Cystein auch auf der Oberflache aller
Untereinheiten lokalisiert. Dieser Befund lie® sich von der 3D-Struktur des modellier-
ten 24-mers ableiten. Da von BSA jedoch keine Kristallstruktur vorliegt, kann Gber
das Vorhandensein der fir eine Quervernetzung notwendigen Seitenketten an der
Oberflache des BSA nur gemutmaldt werden; gegebenenfalls hindert in diesem Fall
aber auch eine Glykosylierung die Tyrosinase an der Hydroxylierung und Oxidation

der in Frage kommenden Seitenketten.
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Da aber auch beim Eurypelma-Hamocyanin offensichtlich nicht alle Untereinheiten
gleichermal3en quervernetzt werden, sondern nur jene, die selbst zu einer Phenolo-
xidase aktiviert werden kdnnen, bleibt zu vermuten, dass noch andere Bedingungen
fur ein enzymatisches Quervernetzen von Proteinen durch Tyrosinasen erflllt sein

mussen.

3.5.3 Quervernetzen von Hamocyanin durch Zugabe von SDS-aktiviertem

Hamocyanin

Aufgrund der Tatsache, dass Hamocyanin durch Detergenzien wie SDS zu einer
Phenoloxidase konvertiert werden kann, wurde in einer weiterfihrenden Versuchs-
reihe natives 24-meres Hamocyanin aus E. californicum mit auf diese Weise aktivier-
tem Hamocyanin der gleichen Spezies inkubiert. Hierzu wurde Hamocyanin in Tris-
Puffer, pH 7,8 mit einer Konzentration von 6,3 mg/ml fir 60 min in Gegenwart von
3,5 mM SDS bei Raumtemperatur inkubiert. Das so aktivierte Hamocyanin wurde
anschlie3end in mehreren Ansatzen zu einer Losung mit nativem Hamocyanin gege-
ben. Die Konzentration des nativen Hamocyanins lag wie bereits in den Reaktions-
ansatzen mit Tyrosinase bei 0,75 mg/ml, in einem Volumen von 300 pl. Die zugege-
bene Menge an aktiviertem Hamocyanin betrug in allen Ansatzen 63 pg. Drei der
Ansatze enthielten zusatzlich L-Dopa als diphenolisches Substrat, wobei die einge-
setzten Konzentrationen bei 15, 150 und 300 uM lagen. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur fir 18 h. Anschlielliend wurden die Reaktionsansatze einer denatu-
rierenden SDS-PAGE unterzogen und die Gele mit Coomassie Brilliant Blue R-250
angefarbt. Als Kontrolle diente zum einen frisches Hamocyanin der gleichen Charge
in der gleichen Konzentration, zum anderen Hamocyanin, dass ohne aktiviertes Ha-
mocyanin und L-Dopa unter den gleichen Bedingungen inkubiert wurde, wie die oben
beschriebenen Ansatze.

Das Resultat fiel sehr ahnlich aus, wie bei der Inkubation von Hamocyanin mit der
Tyrosinase aus A. bisporus. In Abwesenheit von phenolischem Substrat fand keine
nachweisbare Quervernetzung des Proteins statt. Bereits durch die Zugabe von ge-
ringen Mengen L-Dopa konnten jedoch Aggregate in den Grolkenordnungen von Di-,
Tri- und vermutlich Tetrameren, sowie nicht definierten, gro3eren Oligomeren er-

zeugt werden.
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Die Intensitat dieser Banden nahm dabei erwartungsgemaf® bei héherer L-Dopa-
Konzentration zu, wobei der Unterschied zwischen 150 uM und 300 uM weit geringer
ausfiel, als zwischen 15 yM und 150 uM. In allen Fallen blieben diese Banden jedoch

als diskrete Signale erhalten.

M 1 2 3 4 5 6 7 Abb 3.59: SDS-PAGE (7,5 % Polyacryla-
————] mid-Gel) der Reaktionsansatze mit Hamo-
T - cyanin (Hc) und SDS-aktiviertem Hamocya-
250 nin.
e M (Marker): Precision Plus Protein Standard
150 (Biorad, Miunchen). Das Molekulargewicht
der Markerproteine ist in kDa angegeben.
1: Hc (inkubiert).
100 2: Hc + Hc,akt.
3: Hc + Hc,akt.
75 4: Hc + Hc,akt. + 15 pM L-Dopa.
: 5: Hc + Hc,akt. + 150 uM L-Dopa.
'... . i' 6: Hc + Hc,akt. + 300 uM L-Dopa.
. 7: He (frisch).

Obwonhl der Anteil an autoreaktiv gebildeten Oligomeren nicht abgeschatzt wurde,
konnte basierend auf den bisherigen Beobachtungen davon ausgegangen werden,
dass die im Gel detektieren Aggregate durch das katalytische Einwirkung der akti-
vierten Hamocyanin-Molekule hervorgerufen wurden. Diese Annahme konnte durch
ein an anderer Stelle beschriebenes Kontrollexperiment bestatigt werden (siehe
Abb. 3.60Db).

3.5.4 Quervernetzen von Hamocyanin bei der SDS-Aktivierung

Da SDS-aktiviertes Hamocyanin aus E. californicum offenbar in der Lage ist, andere
Hamocyanin-Moleklle aus dieser Spezies quer zu vernetzen, wurde im Folgenden
untersucht, in wie weit die bloRe Aktivierung durch SDS, ohne Vorinkubation bei Ha-
mocyanin die Bildung von kovalenten Aggregaten hervorruft. Die Reaktionen erfolg-
ten wie in den oben beschriebenen Ansatzen bei einer Hamocyanin-Konzentration
von 0,75 mg/ml und einem Volumen von 300 pl bei Raumtemperatur fir 18 h. Die
Konzentration an SDS in den Ansatzen lag bei 2,3 bzw. 4,6 mM. Nach der Reaktion
wurden die Ansatze einer denaturierenden SDS-PAGE unterzogen und die Gele mit
Coomassie Brilliant Blue R-250 angefarbt (Abb. 3.60a).
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M 1 2 3 4 5 6 7 Abb. 3.60a: SDS-PAGE (7,5 % Polyacryla-

— - mid-Gel) der Reaktionsansatze mit Hamo-
= cyanin (Hc) nach Aktivierung mit SDS.
o ' M (Marker): Precision Plus Protein Standard

250 (Biorad, Munchen). Das Molekulargewicht
n .‘ der Markerproteine ist in kDa angegeben.

: He (inkubiert).

:Hc + 2,3 mM SDS.

:Hec + 4,6 mM SDS.

:Hc + 2,3 mM SDS + 15 yM L-Dopa.

:Hc + 2,3 mM SDS + 150 uM L-Dopa.

:Hc + 2,3 mM SDS + 300 uM L-Dopa.

: Hc (frisch)

150

100

[ [ [l

Auf den Gelen war zu erkennen, dass es bei den Anséatzen, die neben SDS auch L-

~NOoO A WNRE

Dopa enthielten zur Bildung von Aggregaten kam. Diese zeigten sich jedoch nicht als
diskrete Banden, sondern ergaben vermutlich aufgrund der schadigenden Einflisse
durch das SDS ein breites Signal zwischen etwa 140 kDa und der Auftragungsstelle.
Unterhalb von 250 kDa war allerdings eine undeutliche Bande zu, die auf ein ver-
starktes Auftreten von Trimeren aus Hamocyanin-Untereinheiten hindeutet, deren
Molekulargewicht bei 200 - 230 kDa liegt. Bei den Ansatzen, denen kein diphenoli-
sches Substrat zugesetzt wurde, konnte lediglich eine schwache, undeutliche Bande
direkt unterhalb der Auftragungsstelle festgestellt werden.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Inkubationszeit von 18 h auf 90 min redu-
ziert, um die Reaktion in einer physiologisch relevanten Zeitspanne ablaufen zu las-
sen und um den schadigenden Einfluss durch das SDS gering zu halten. Durch ei-
nen zusatzlichen Kontroll-Ansatz mit Hamocyanin und L-Dopa ohne SDS wurde zu-
dem die Auswirkung nicht-enzymatischer Prozesse hinsichtlich der Bildung von Oli-

gomeren innerhalb dieses Reaktionszeitraums Uberprift (Abb. 3.60b).

M 1 2 3 4 5 Abb. 3.60b: SDS-PAGE (7,5 % Polyacryla-

— mid-Gel) der Reaktionsansatze mit Hamo-
| cyanin (Hc) nach Aktivierung mit SDS.

250 ] M (Marker): Precision Plus Protein Standard

(Biorad, Miunchen). Das Molekulargewicht

150 der Markerproteine ist in kDa angegeben.

1: Hc (inkubiert).

100 2: Hc + 3,4 mM SDS.

3: Hc + 3,4 mM SDS + 66 uM L-Dopa.

75 4: Hc + 3,4 mM SDS + 150 uM L-Dopa.

5: Hc + 66 uM L-Dopa.
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Nach der Auftragung auf das Gel konnten in den Inkubationsansatzen mit SDS und
L-Dopa kovalent verknupfte Aggregate von Hamocyanin-Untereinheiten in den be-
reits bekannten Grollenordnungen festgestellt werden. Diese erschienen wie bereits
in den Reaktionsansatzen mit Tyrosinasen als diskrete Banden mit Molekulargewich-
ten von etwa 140, 210 und 280 kDa, sowie als hohermolekulare Aggregate. Letztere
konnten auch in dem Reaktionsansatz ohne L-Dopa beobachtet werden, wobei die
Intensitat deutlich schwacher ausfiel, als in Gegenwart des Diphenols. In diesem An-
satz konnten auch keine potentiellen Di- bis Tetramere nachgewiesen werden.

Der Kontrollansatz, bei dem auf die Zugabe von SDS verzichtet wurde, konnte Uber-
haupt keine Aggregation festgestellt werden. Somit konnte die Bildung der kovalen-
ten Aggregate aus Hamocyanin-Untereinheiten in dieser und den vorangegangenen
Untersuchungen eindeutig auf die katalytische Aktivitat des SDS-aktivierten Hamo-
cyanins zurlckgefuhrt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Auto-
oxidation der Diphenole offenbar erst bei einer langeren Inkubationszeit zur Bildung

von Oligomeren beitragt.

Die Proteinbanden mit den Molekulargewichten 140, 210 und 280 kDa wurden einer
massenspektrometrischen Analyse unterzogen (siehe Anhang). Der Sequenzver-
gleich ergab hierbei einen etwa gleich starken Anteil aller sieben Polypeptidketten
der Hamocyanin-Untereinheiten aus E. californicum in allen drei Banden. Eine ein-
deutige Dominanz der Untereinheiten b und c, wie bei der Quervernetzung von nati-
vem Hamocyanin durch die Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus konnte
nicht festgestellt werden. Moglicherweise fuhrte die SDS-Behandlung nicht nur zu
einer Aktivierung des Hamocyanins, sondern im Laufe der Inkubation auch zu einer
vermehrten Dissoziation der 24-mere durch Wechselwirkung mit den strukturerhal-
tenden, bivalenten Kationen des Puffers. Somit waren fir eine Quervernetzung deut-
lich mehr Angriffspunkte gegeben, wodurch diese wesentlich unspezifischer statt-

fand, als am intakten, 24-meren Hamocyanin.
3.5.5 Proteinextraktion aus der Kutikula von Eurypelma californicum
Der Nachweis einer quasi autokatalytischen Quervernetzung von Hamocyanin nach

dessen Aktivierung zur Phenoloxidase, legt die Vermutung nahe, dass Hamocyanin,

wenn auch nicht initial, an Sklerotisierungsprozessen innerhalb der Kutikula beteiligt
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sein kdnnte. Um diese Vermutung zu bekraftigen, wurde eine Proteinextraktion aus
der Kutikula von Eurypelma californicum durchgefuhrt und anschlieend versucht,
mittels immunochemischer Detektion das Vorhandensein von Hamocyanin nachzu-

weisen.

3.5.5.1 Extraktion der Proteine

Die Extraktion von Proteinen aus der Kutikula von E. californicum erfolgte durch In-
kubation auf3erst griindlich gewaschener und fein zermdrserter Exuvien in Ringerlo-
sung oder in Acetat-Puffer. Die Proteinextraktion mit Ringerlésung wurde bereits
1994 von Paul et al. [230] mit Exuvien, sowie mit frischer Kutikula von E. californicum
durchgefuhrt. Ashida und Brey verwendeten 1995 zur Extraktion der Prophenoloxid-
asen-Kaskade aus der Seidenraupe Bombyx mori Acetatpuffer [124]. Wahrend Paul
et al. auf die Zugabe von Protease-Inhibitoren vollstandig verzichteten, setzten Ashi-
da und Brey sowohl 5 mM EDTA (Metallo-Proteasen-Inhibitor), als auch 0,33 mM
APMSF (Serin-Proteasen-Inhibitor) ein.

Nach diversen Variationen des Extraktions-Puffers wurde fur diesen Schritt eine
Ringerlésung mit 0,2 mM PMSF gewahlt. Die Inkubation von pulverisierten Exuvien
in Acetat-Puffer fuhrte zwar ebenfalls zur Auslosung von Proteinen aus der chitino-
sen Matrix, jedoch konnten im SDS-Gel lediglich geringe Mengen mit Molekularge-
wichten unterhalb von 20 kDa nachgewiesen werden. Die Ringerldsung hingegen
enthielt nach der Extraktion Proteine mit Molekulargewichten Uber den gesamten
Auftrennungsbereich, also von unter 15 kDa bis uber 250 kDa. Beide Extraktionsver-
fahren lieferten schon nach 2 h Inkubationszeit genau so viel Protein, wie nach 24 h
(Abb. 3.62).

Abb. 3.61: SDS-PAGE (12,5 % Polyac-

M 1 2 3 4 5 6 7 rylamid-Gel) der extrahierten Proteine
250 I — T e — aus Exuvien von Eurypelma californicum
\ nach Silber-Farbung.
75 : M (Marker): Precision Plus Protein Stan-
50 dard (Biorad, Mlinchen). Das Molekular-
37 gewicht der Markerproteine ist in kDa
angegeben.
25 1: Acetat-Extrakt nach 2 h.
20 2 & 5: Acetat-Extrakt nach 24 h.
Land L ﬂ 3 & 6: Ringer-Extrakt nach 2 h.
15 - e &s ®s| 4 &7:Ringer-Extrakt nach 24 h.

Der Pfeil markiert den Gré3enbereich der
Hamocyanin-Untereinheiten.
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3.5.5.2 Immunochemische Detektion von Hadmocyanin

Da die Identitat der extrahierten Proteine und Protein-Fragmente aus den Exuvien
von E. californicum zunachst unklar blieb, wurde das Vorhandensein von Hamocya-
nin immunochemisch Uberpruft. Hierzu wurden die Proteine nach einer SDS-PAGE
mittels Western Blot auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert und mit polyklona-
len Antikorpern gegen dissoziiertes Hamocyanin inkubiert. Der Nachweis einer
Wechselwirkung dieser Primar-Antikdrper mit dem auf der Membran fixierten Protein

erfolgte durch eine Farbreaktion mit einem Enzym-gekoppelten Sekundar-Antikorper.

Abb. 3.62: Western Blot der extrahierten Proteine
150 aus Exuvien von Eurypelma californicum.

E
75 /V : 3 E: Ringer-Extrakt (konzentriert) nach 48 h. .
Die Pfeile markieren die detektierten Hdmocyanin-
\

50 s Banden
M (Marker): Precision Plus Protein Standard (Bio-
rad, Minchen). Das Molekulargewicht der Markerp-
37 / ) roteine ist in kDa angegeben.

Auf dem Blot konnten neben einem starken Signal bei etwa 70 kDa weitere Banden
bei etwa 40 - 45 kDa und bei 75 - 90 kDa detektiert werden. Dies deutet darauf hin,
dass neben intakten Hamocyanin-Untereinheiten auch Fragmente dieses Proteins in
der Kutikula vorhanden sind. HOhere Aggregate, die auf das Vorliegen kovalent ver-

knupfter Oligomere hindeuten konnten nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Die Frage ob, und wenn ja, in wie weit aktiviertes Hamocyanin in vivo an einer Quer-

vernetzung von Proteinen in der Kutikula beteiligt sein konnte stellt einen interessan-

ten Ausgangspunkt fur weiterfuhrende Studien dar.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beinhalten neben dem angestrebten Proto-
koll zur Aufreinigung der nativen Tyrosinase aus Streptomyces antibioticus weitere

Aspekte der strukturellen Eigenschaften und katalytischen Funktion dieses Enzyms.

4.1 Anreicherung und Reinigung der nativen Tyrosinase aus S. antibioticus

Das Hauptziel dieser Arbeit bestand in der Anreicherung sehr grof3er Mengen reiner
Tyrosinase fur weiterfUhrende, spektroskopische Untersuchungen des genauen Ab-
laufs der Monophenolhydroxylase-Reaktion. Als Quelle fur dieses Enzym diente das
Bodenbakterium S. antibioticus, das sowohl im Labormalfstab, als auch im halb-

technischen Maflstab kultiviert wurde.

4.1.1 Wahl des Kulturmediums und Festlegung der idealen Kultivierungsbedin-

gungen fur S. antibioticus

Fir die spatere Reinigung der Tyrosinase musste ein Flissigmedium gefunden wer-
den, das nicht nur einen hohen Zellertrag gewahrleistete, sondern auch die Sekretion
des Enzyms aus den Zellen férderte und seine einfache Isolierung aus dem Kultur-
medium ermoglichte. Da bereits eine Reihe von Rezepturen fur eine erfolgreiche Kul-
tivierung von Streptomyceten, auch hinsichtlich der anschlieRenden Isolierung von
Tyrosinasen beschrieben war, wurden einige dieser Medien bezuglich ihrer Effizienz
untersucht.

In ihrer Zusammensetzung waren die getesteten Medien grundsatzlich sehr ahnlich
und enthielten neben einigen definierten Aminosauren lediglich Mineralsalze, sowie
eine zusatzliche C-Quelle in Form von Glucose (CDM) bzw. Glycerin (AGMIT-, AG-
MI- und GM-Medium) [159-161]. Die Sekretion des Enzyms aus den Zellen in das
Medium konnte in allen Fallen demonstriert werden. Fur die Praparation der Tyrosi-
nase erwies sich das GM-Medium jedoch als am besten geeignet. Dieses bestand
neben Glycerin, Glutamat und L-Methionin lediglich aus einigen Mineralien, ein-
schliel3lich Kupfersulfat. Neben dem fur die Tyrosinase unerlasslichen Kupfer in
Form von Kupfersulfat diente L-Methionin zur spezifischen Induktion der Tyrosinase-

Expression [159]. Der Mechanismus dieser Induktion ist bisher nicht aufgeklart wor-
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den, jedoch deuten Inhibitionsexperimente mit unterschiedlichen Antibiotika darauf
hin, dass sowohl transkriptionelle, als auch translationelle Prozesse wahrend der In-
duktion fur die Proteinsynthese erforderlich sind [159, 231]. Somit wird durch L-
Methionin nicht nur die de novo Synthese der Tyrosinase verstarkt, sondern auch die
de novo Transkription der entsprechenden mRNA.

Auch durch die Zugabe anderer L-Aminosauren wie L-Isoleucin konnte in der Ver-
gangenheit eine Induktion der Tyrosinase-Synthese in Streptomyceten nachgewie-
sen werden [232]. Im Falle der S. antibioticus-Tyrosinase erwies sich dies aber als
unndtig. Ebenso konnte zur Produktion des Enzyms auf L-Arginin als zusatzliche N-
Quelle verzichtet werden. Die Verwendung von L-Tyrosin als Medienbestandteil er-
moglichte zwar bereits nach kurzer Kultivierungszeit den Nachweis einer Tyrosinase-
Aktivitat, die Aufreinigung des Enzyms wurde durch die rasch fortschreitende Mela-
ninbildung im Kulturansatz jedoch stark erschwert.

Somit bleibt festzuhalten, dass die Verwendung des GM-Mediums mit seiner spar-
samen Zusammensetzung eine ideale Grundlage zur Produktion der nativen Tyrosi-

nase aus S. antibioticus darstellt.

Das gewahlte Kultivierungsmedium ermdoglichte zwar eine Induktion der Tyrosinase-
Synthese und somit eine hohe Ausbeute, eine Uberexpression, wie sie durch mole-
kularbiologische Techniken erzielt werden kann, erfolgte auf diese Weise jedoch
nicht. Um dieses Manko zu kompensieren konnte aber das Kulturvolumen und damit
die Probenmenge gegentber dem Ublichen Labormalistab deutlich vergroert wer-
den. Zu diesem Zweck wurde S. antibioticus in einem Fermenter im halb-technischen
Malfstab mit einem Volumen von 50 | kultiviert. Bei einem pH-Wert um 7,0 und Tem-
peraturen von 20 - 30 °C konnte in einem solchen Ansatz bereits nach 48 - 72 h mit

der Reinigung des Zielproteins begonnen werden.

4.1.2 Reinigung der Tyrosinase aus dem Kulturiberstand

Nach dem Abtrennen der Zellen wurden die Proteine im Kulturiberstand mittels
Ammoniumsulfat ausgefallt und fur die weitere Reinigung abzentrifugiert. Trotz des
Verzichts auf potentielle Tyrosinase-Substrate im Medium kam es im Laufe der Kulti-
vierung aufgrund der Stoffwechselleistung der Streptomyceten stets zu einer Pig-

mentbildung. Diese Pigmente fanden sich als Verunreinigungen auch im proteinhalti-
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gen Prazipitat der Ammoniumsulfat-Fallung, weshalb die Entfernung der Pigmente
aus den Proben das vorrangige Problem bei der weiteren Aufarbeitung darstellte.
Der Versuch die (kationische) Tyrosinase mittels Kationen-Austausch von den Pig-
menten und den Ubrigen Proteinen zu trennen, scheiterte trotz anfanglicher Erfolge
an der viel zu geringen Ausbeute. Aus diesem Grund wurde die Praparation des
Zielproteins in zwei aufeinander folgenden Schritten durchgefuhrt. Durch Anionen-
Austausch wurden zunachst die (anionischen) Pigmente entfernt. Die nun pigment-
freien Proben wurden anschlieBend mittels Grdlenausschluss-Chromatographie
fraktioniert. Da neben der Tyrosinase nur sehr wenige, nicht naher charakterisierte
Fremdproteine im Kulturiberstand vorhanden waren, konnten diese sehr leicht von
der Tyrosinase getrennt werden, wodurch letztere mit hoher Reinheit isoliert werden
konnte.

Auf diesem Weg konnte eine aktive Tyrosinase in einer Konzentration von bis zu
37 ug/ml (1,2 uM) gewonnen werden. Durch mehrfaches Wiederholen des letzten
Praparationsschritts, der SEC kann die Ausbeute aus einem Kulturansatz noch leicht
um das bis zu 25-fache vergrofiert werden. So kann das Enzym theoretisch mit einer

Konzentration von nahezu 1 mg/ml (30 uM) angereichert werden.

Insgesamt konnte ein zufrieden stellendes Protokoll fur die Reinigung der nativen
Tyrosinase aus S. antibioticus formuliert werden. Vorausgesetzt, dass ein verhalt-
nismafig grofles Kulturvolumen zur Verfugung steht, ermoglicht es die Anreicherung
des Zielproteins in groRen Mengen. Gemessen an der Ausgangsaktivitat im Kultur-
uberstand fallt die Ausbeute mit etwa 2 % jedoch auffallend gering aus. Der grofite
Verlust trat offensichtlich schon bei der Ammoniumsulfat-Fallung zu Beginn der Pra-
paration auf, weshalb zu Uberlegen ist, diesen Schritt zu modifizieren oder erst nach
der Depigmentierung mittels Anionen-Austausch durchzufihren. Eine fraktionierte
Fallung stellt hierbei die nachstliegende Abwandlung dar, da die Verwendung von
Ammoniumsulfat hinsichtlich der Stabilitdt des Enzyms grundsatzlich geeignet ist.
Die Aufkonzentrierung der Proteine mittels Gefriertrocknung anstelle einer Fallung
war aufgrund des grolien Probenvolumens nicht durchflihrbar. Die Methode hatte
sich im Labor-Mal3stab zwar bewahrt, jedoch bestand nicht die Moglichkeit dies mit
einem mehr als 10mal so grol3en Ansatz effektiv umzusetzen. Sollten die techni-
schen Voraussetzungen gegeben sein, ware die Gefriertrocknung einer Fallung aber

in jedem Fall vorzuziehen.
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Bei den Ubrigen Praparationsschritten, Anionen-Austausch und SEC fielen die Ver-
luste an Enzymaktivitat wahrend der Reinigung weit weniger stark aus, letzter liefl3

sich sogar nahezu verlustfrei durchfuhren.

Die Frage, ob die Depigmentierung mittels Anionen-Austausch vor oder nach dem
Aufkonzentrieren der Proteine sinnvoller ist, wurde in dieser Arbeit nicht geklart. Der
eingetretene Verlust von etwa 40 - 50 % der Ausgangsaktivitat ist bei diesem Verfah-
ren aber bereits auch von anderen Autoren berichtet worden, und zwar sowohl vor
[191], als auch nach der Konzentrierung des Kulturiberstands [97, 99], scheint also

ohnehin unabwendbar zu sein.

4.2 Rekombinante Uberexpression der Tyrosinase aus S. antibioticus

Zur Gewinnung grof3er Mengen eines bestimmten Proteins kann oft auch der mole-
kularbiologische Weg beschritten werden. Vorraussetzung hierfur ist die Kenntnis

uber die molekulare Struktur und die Regulation des Zielgens.

4.2.1 Wahl des Expressionssystems

FUr das Tyrosinase-Gen aus S. antibioticus sind bereits etablierte Verfahren zur ho-
mologen [191] und heterologen Uberexpression [91] beschrieben worden. Der von
Katz et al. [91] generierte Plasmid-Vektor plJ702 ist zudem kommerziell erhaltlich
und stand somit fur eigene Versuchsansatze zur Verfugung. In diesem Plasmid ist
das mel-Operon aus S. antibioticus mit den Strukturgenen fur die Tyrosinase und das
Hilfsprotein auf eine Weise insertiert, durch die es in umgekehrter Richtung abgele-
sen wird, wie das stromaufwarts lokalisierte Thiostrepton-Resistenz-Gen (Abb. 2.2).
Aufgrund der Positionen der fur die Insertion des mel-Operons gewahlten Bcll-
Schnittstellen existieren jedoch funf weitere Orientierungsmoglichkeiten fir das Ope-
ron nach der Ligation. Da eine der Bcll-Schnittstellen jedoch in einer Region liegt, die
essentiell fur die Replikation des Plasmids ist, flhren nur drei dieser Mdglichkeiten zu
funktionellen Vektoren. So kann das mel-Operon nicht nur stromabwarts, sondern
auch stromaufwarts von der Thiostrepton-Resistenz eingebaut werden, die Leserich-
tung kann dabei jeweils im Uhrzeigersinn und gegen den Uhrzeigersinn liegen. Die

drei zusatzlichen Plasmid-Vektoren (plJ701, plJ703 und plJ704) stellen somit Varia-
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tionen von plJ702 dar und haben sich zur Uberexpression der Tyrosinase als zum
Teil deutlich effektiver erwiesen [91, 191].

Da im Rahmen dieser Arbeit leider keine Mdglichkeit bestand plJ702 zu modifizieren,
um die Lokalisation oder die Leserichtung des mel-Operons zu verandern, musste
ausschlielich auf diesen Vektor zurlickgegriffen werden. Als Wirt fir die Expression
des Tyrosinase-Gens diente in Anlehnung an Katz et al. [91] der nahe verwandte
Organismus S. lividans.

Nach erfolgreicher Transformation fielen die Resultate bezuglich der Ausbeute an
Tyrosinase jedoch sehr enttduschend aus, so dass auf diesem Weg keine nennens-
werte Anreicherung des Enzyms erzielt werden konnte. Die fehlenden Mdglichkeiten,
das verwendete Plasmid zu verandern, erlaubten an dieser Stelle keine Variationen
des Expressionssystems, weshalb das Vorhaben auch nicht weiter verfolgt wurde.
Hinsichtlich einer Anreicherung der Tyrosinase aus S. antibioticus war die rekombi-
nante Expression aber auch nicht erforderlich, da die Isolierung des nativen Enzyms
aus einem grofRvolumigen Kulturansatz bereits erfolgreich durchgefuhrt werden
konnte (siehe oben). Die auf diese Weise erreichte Ausbeute von maximal 30 uyM
Tyrosinase mit einer spezifischen Aktivitat von 730 U/mg lag etwa in der gleichen
Grollenordnung wie jene, die von Bubacco et al. fur die homologe, rekombinante
Uberexpression der Tyrosinase unter Zuhilfenahme des Plasmid-Vektors plJ703 be-
schrieben wurde [191]. In diesem Plasmid ist die Leserichtung der insertierten Gene
die Gleiche wie in plJ702, jedoch befindet sich das mel-Operon hier stromaufwarts
vom Thiostrepton-Resistenz-Gen. Mit diesem System konnte aus 4 | Kulturmedium
eine 50 yM Tyrosinase-Losung prapariert werden, deren spezifische Aktivitat mit
1000 + 50 U/mg angegeben wurde. Hierbei handelte es sich um ein quasi natives
Enzym, da die Uberexpression des Zielproteins in seinem Ursprungsorganismus
(S. antibioticus) erfolgte.

Vor wenigen Jahren wurde eine Methode publiziert, mit der die Tyrosinase aus
S. castaneoglobisporus in E. coli rekombinant hergestellt werden kann [37]. Hierbei
konnten aus 1,25 | Kultur 12 mg Tyrosinase isoliert werden, deren spezifische Aktivi-
tat bei 1100 U/mg lag. Dieses Verfahren wurde von Matoba et al. [36] genutzt, um
das Enzym zu kristallisieren und seine Struktur aufzuklaren, in der hier vorliegenden
Arbeit konnte es aber wegen mangelnder Ressourcen nicht angewandt werden.
Zwar ist die Isolation einer rekombinanten Tyrosinase mit dem in dieser Arbeit ver-

wendeten Expressionssystem offensichtlich nicht mdglich, jedoch kann in weiterfih-
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renden Arbeiten die Umsetzung dieses Vorhabens mit einem modifizierten System
angestrebt werden. Durch die Umklonierung des mel-Operons konnte beispielsweise
versucht werden, das Plasmid plJ703 aus dem vorliegenden Vektor plJ702 selbst
herzustellen. Aufgrund der von Bubacco et al. erzielten Erfolge scheint die anschlie-
Rende Verwendung von S. antibioticus als homologen Wirt fiir die Uberexpression
sinnvoll zu sein. Die hierfur erforderlichen, finanziellen und technischen Mittel stan-
den bisher allerdings noch nicht zur Verfugung.

4.2.2 Ortsgerichtete Mutagenese

Mit der Etablierung eines Systems zur rekombinanten Expression der Tyrosinase
ware die Grundlage geschaffen, ortsgerichtete Mutationen zu erzeugen und so die
Bedeutung einzelner Aminosauren fur die Enzymaktivitat zu untersuchen.

Auf diesem Gebiet wurden in der Vergangenheit an der Tyrosinase aus S. glauces-
cens bereits einige Versuche durchgefuhrt. Neben der Identifizierung der kupferli-
gandierenden Histidine [172, 233] wurden die beiden Positionen Asn-191 und Asp-
209 wegen ihrer Beteiligung an der Ausbildung von H-Briicken als essentiell fir die
Enzymaktivitat beschrieben [172, 197]. Wie in Kapitel 3.3 jedoch bereits geschildert
wurde, stellen bei der Tyrosinase aus S. antibioticus die Aminosauren Gly-204 und
lle-42 die interessantesten Positionen fur eine gerichtete Mutagenese dar
(Abb. 3.36). Durch ihre Lage am Zugang zum aktiven Zentrum wuirde ein Austausch
einer dieser Aminosauren gegen ein Phenylalanin eine Situation hervorrufen, die
strukturell der Catecholoxidase ahnlich ware. Somit konnte durch eine vergleichende
Aktivitatsbestimmung von Mutante und Wildtyp-Enzym geklart werden, ob ein raum-
lich auf diese Weise beschrankter Zugang zum aktiven Zentrum die Fahigkeit zur
Hydroxylierung von Monophenolen beeintrachtigt. Bei einer Bestatigung konnte ge-
folgert werden, dass das Phenylalanin, das bei der /. batatas-Catecholoxidase die
Position 261 einnimmt, durch Abschirmung des Cua-Atoms eine Monophenolase-
Reaktion verhindert. Damit konnte erklart werden, weshalb Tyrosinasen und Cate-
choloxidasen trotz des gleichartigen aktiven Zentrums Uber unterschiedliche katalyti-
sche Fahigkeiten verfugen. Des Weiteren liel3e ein solcher experimenteller Befund
den Schluss zu, dass die Bindung von monophenolischem Substrat an das Cua-

Atom erfolgen muss.
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Die Frage, ob die Substratbindung an Cua oder Cug erfolgt, wird in den folgenden
Kapiteln weiter erortert, wobei das Augenmerk auf den strukturellen Eigenschaften
des aktiven Zentrums (4.3), sowie einem hypothetischen Reaktionsmechanismus
(4.4) liegt.

4.3 Die 3-dimensionale Struktur der Tyrosinase aus Streptomyces spec.

Die raumliche Struktur von Tyrosinasen war bis vor kurzem unbekannt, weshalb in
der Vergangenheit Uber ihren Reaktionsmechanismus nur anhand von syntheti-
schen, anorganischen Modellkomplexen spekuliert werden konnte. Gegen Ende der
Durchfuhrung der vorliegenden Arbeit wurde jedoch die erste Kristallstruktur einer
Tyrosinase publiziert [36]. Da es sich hierbei um das Enzym aus einer Streptomyces-
Spezies handelte, wurde die eingangs formulierte Annahme bestatigt, dass Bakterien
dieser Gattung als Quelle fir das Enzym aulRerordentlich gut geeignet sind.

Das in Kapitel 3.3 dargestellte Homologie-Modell der Tyrosinase aus S.antibioticus
(Abb. 3.31) wurde etwa ein Jahr vor Veroffentlichung der Kristallstruktur der Tyrosi-
nase aus S. castaneoglobisporus generiert. Die beiden Enzyme besitzen die gleiche
Anzahl an Aminosauren und verfigen Uber eine Sequenzidentitat von Uber 80 %
(Abb. 4.1).

* 20 * *
J.ant : NIVEFNQASLTAFEFRRFVALLLELERTGRYDA AF LGDTDHGERTG SPSFLP FLLEFERALQS\?DASVALPYUDHSA : 90
G.cas ¢ MIVREFNOATLTADEKRRFVAAVLELFREGRYDEFVE FiEDTD S GERTHERSPAFLE FLLDFEQALQSVDESVILPYWDWSA = 90

100 w 1z0 w 140 w 1a0 w 150
J.ant ¢ DRITRIGLWAPDFLGGTGRAED GOVHMD GFFALSAGNWE INVEVD GRTFLERAL GAGY SELFTRAEYD SVLAMATYDMAPTNSGEDGFRNH = 150
F.cas @ DRTIVRASLWAPDFLGGTGRITD GEVIDGPFAASTGNWE INVEVD SRTYLRRSLGGEVAELPTRAEVESVLATSAYDLPPYNSASEGFRNH = 180

200 * 2z0 * 240 * 260 *
J.ant : LEGWRGVHLI VMV'[JVGGDI‘HLT VR PNDPVEWL FIDELWAEWQRRHP S 3FYLPGGETPIVVD LNETHEPWND TTPALLLDHTEHYT = 270
3.cas @ LEGWRGVNL GEIMATEVIFNDPYEFWL TV DELWAEWORRHPD 3AYVPTGCTPDYYD LNETMEFUN TVEPAD LLDHTAYYT ¢ 270

S.ant @ FDV @ 273
G.cas @ FDA @ 273

Abb. 4.1: Sequenz-Alignment der Tyrosinasen aus S. antibioticus (S.ant) und S. castaneoglobispo-
rus (S.cas). Die kupferligandierenden Histidine sind blau, Isoleucin 42 und Glycin 204 sind orange
unterlegt. Die Sequenzidentitat liegt bei 82 %, die Sequenzhomologie bei 91 %.

Das Homologie-Modell und die Kristallstruktur der beiden Streptomyces-Tyrosinasen

weisen Uber weite Strukturbereiche und vor allem im aktiven Zentrum sehr grol3e
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Ubereinstimmungen auf (Abb. 3.33 und 3.34), obwohl die als Vorlagestruktur fiir das
Modell gewahlte Catecholoxidase aus der Sufkartoffel /. batatas lediglich Uber eine
Sequenzidentitat von 26 % mit der Tyrosinase aus S. antibioticus verfugte. Die Tat-
sache, dass zumindest die zentralen Bereiche der Typ-3-Kupferproteine stark kon-
serviert sind, sowie die groRe Ahnlichkeit der Tyrosinasen innerhalb der Gattung
Streptomyces fuhren zu dem Schluss, dass die modellierte Struktur der S. antibioti-
cus-Tyrosinase im Bereich um das aktive Zentrum den tatsachlichen Verhaltnissen
sehr nahe kommt.

Hinsichtlich der Geometrie des aktiven Zentrums ergeben sich hieraus interessante
Einblicke. Die Analyse der Atomabstande flhrte bei der Modell- und der Kristallstruk-
tur zu sehr ahnlichen Werten, wobei in beiden Fallen die met-Form des Enzyms be-
trachtet wurde. In der met-Form sind beide Cu(ll)-Atome Uber einen (met I) oder zwei
(met Il) Hydroxid-Liganden verbrtckt. Bei der hier betrachteten met /I-Form sind die
Cu-Atome jeweils tetragonal-pyramidal koordiniert, wobei die beiden verbriickenden
OH-Liganden, sowie zwei Histidine-Reste in den aquatorialen Positionen liegen und
ein Histidin-Rest die axiale Position besetzt (Abb. 4.2), die Koordinationszahl des in

der aquatorialen Ebenen liegenden Cu-Atoms ist somit 5.

Abb. 4.2: Das aktive Zentrum der
S. castaneoglobisporus-Tyrosinase in
der met IlI-Form.
Die Histidin-Reste His-38 und His-54
(Cup) bzw. His-190 und His-194
(Cug), sowie die beiden Hydroxid-
Liganden (orange Kugeln) bilden die
His 190 aquatorialen Positionen, die Histidin-
Reste His-63 (Cua,) und His-216
(Cug) bilden die axialen Positionen
der tetragonal-pyramidalen Koordina-
tion beider Cu-Atome (rote Kugeln).
Die aquatorialen Ebenen sind durch
graue Flachen dargestellt, die axiale
His 216 Koordination durch gepunktete Li-
His 63 nien. Der grine Punkt symbolisiert
die trans-Position von His-63. Erlau-
terungen im Text.

His 194

His 38

Anhand der Bindungsabstande zu den Cu-Atomen konnten in der S. castaneoglobis-
porus-Tyrosinase His-63 und His-216 als axiale Liganden identifiziert werden, wah-
rend His-38 und His-54, sowie His-190 und His-194 aquatorial orientiert sind [6]. Die-
ser Befund steht im Gegensatz zu den Darstellungen von Matoba et al., in denen die

axialen Positionen His-54 und His-190 zugewiesen werden [36].
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In der met I-Form liegen diese beiden Histidine tatsachlich an apikalen Positionen,
jedoch sind die Cu-Atome in dieser Oxidationsform tetraedrisch koordiniert. Dabei
bilden zwei Histidin-Reste sowie ein verbrickender OH-Ligand die Basis und ein His-
tidin-Rest die Spitze eines leicht gestreckten Tetraeders, in dessen Zentrum das Cu-
Atom mit der Koordinationszahl 4 liegt. Bei der met /I-Form, die hinsichtlich der Cu-
Koordination und der Atomabstande der reaktiven oxy-Form sehr ahnlich ist, kann
anhand der Bindungslangen der drei N¢(His)-Cua-Abstande eindeutig His-63 die axia-
le Position zugeordnet werden. Beim Cug-Atom sind die Unterschiede in den Atom-
abstanden zwar weniger stark, jedoch kann hier His-216 als axialer Ligand identifi-
ziert werden, da die N¢(His216)-Cug-Bindung sowohl in der met II-, als auch in der
oxy-Form die langste der drei N-Cu-Bindungen ist [6]. Bei dem Homologie-Modell der
S. antibioticus-Tyrosinase konnten diese VerhaltnismaRigkeiten nur fur Cua gefunden
werden (Tab. 3.9), jedoch ist hierbei auch der Einfluss der Vorlagestruktur zu be-
rucksichtigen, der eine Analyse auf der Grundlage von Unterschieden in den Atom-
abstanden im Sub-Angstrombereich nur bedingt ermoglicht. Deshalb wird bei der
spateren Betrachtung des Reaktionsmechanismus die kristallographisch geldste
Struktur der S. castaneoglobisporus-Tyrosinase herangezogen.

Ein wesentlicher Aspekt dieser Zuordnung ist, dass die trans-Position von His-63 im
Gegensatz zu der trans-Position von His-54 von der Proteinoberflache aus frei zu-
ganglich ist und somit eine Substratbindung an Cua moglich bleibt. Da die trans-
Position von His-216 ebenfalls frei zuganglich ist, kann die Bindung von Substrat
prinzipiell aber auch an Cug erfolgen. Das ebenfalls Cug-ligandierende His-194 kénn-
te jedoch durch hydrophobe Wechselwirkung die Stellung des Phenylrings eines
Substratmolekuls beeinflussen und so wiederum die Substratbindung an Cup be-
gunstigen. Gestutzt wird diese Annahme durch die Kristallstruktur des binaren Komp-
lexes aus Tyrosinase und dem assoziierten Hilfsproteins ORF378 [6, 36]. Dort ragt
eine Tyrosin-Seitenkette (Tyr-98) vom ORF378 in die Substratbindungstasche der
Tyrosinase, wobei die Orientierung dieser Seitenkette durch eine hydrophobe Wech-
selwirkung mit dem His-194 beeinflusst wird. Eine Oxidation dieses Tyrosins wird
durch die Fixierung am ORF378 und dem daraus resultierenden Abstand zum akti-
ven Zentrum verhindert. Wie bereits geschildert wurde, finden sich vergleichbare
Anordnungen auch im Hamocyanin von L. polyphemus und der Catecholoxidase aus
I. batatas (Abb. 4.3). Bei ersterem ragt ein Phenylalanin (Phe-49) in die Substratbin-
dungstasche und wird durch das Cug-ligandierende His-328 stabilisiert [24], bei der
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Catecholoxidase kann aus der Stellung des Inhibitors Phenylthioharnstoff (PTU) ab-
geleitet werden, dass der Phenylring von potentiellem Substrat ebenso wie der Phe-
nylring des PTU mit dem Cug-ligandierenden His-244 interagiert [6, 35, 43, 44]. Im
Falle der Catecholoxidase wirde dadurch aber die Bindung von diphenolischem
Substrat an Cug beglnstigt. Die Tatsache, dass ein Phenylalanin (Phe-261) in der
Catecholoxidase den Zugang zu Cup blockiert, wahrend dieser bei der Streptomy-
ces-Tyrosinase frei bleibt, untermauert diese These und wurde bereits als eine mog-
liche Ursache fur die unterschiedliche Katalyseaktivitdt von Tyrosinasen und Cate-
choloxidasen diskutiert (siehe Kapitel 3.3 und 4.2.2).

Asp 99
Cys 48

/
(Tyr 08 Phe 261
lle 42

f His 177 Phe 49

His 88 His 328

His 38 H|s 194
H|s 244

His 173

His 54 %‘ His 190 His 109 HIS 324
His 240

His 63 His 216 His 118 His 274

His 50

His 204 His 364

Abb.4.3: Die aktiven Zentren der Tyrosinase aus S. castaneoglobisporus (A), der Catecholoxidase
aus [. batatas (B) und des Hamocyanins aus L. polyphemus (C). Neben den Kupferatomen (rot)
und den kupferligandierenden Histidinen (blau) ist bei der Tyrosinase das lle-42 (griin) dargestellt,
welches ein strukturelles Aquivalent des Phe-261 in der Catecholoxidase ist. Das Tyr-98 (gelb), so-
wie die unmittelbar benachbarten Aminosaurereste His-97 und Asp-99 (grau) stammen vom Hilfs-
protein ORF378. Bei der Catecholoxidase ist aufler dem Phe-261 (griin), welches Cup (links) ver-
deckt der Inhibitor PTU (gelb) dargestellt. Beim Hdmocyanin stammen das Phe-49 (gelb) und seine
benachbarten Aminosaurereste Cys-48 und His-50 (grau) aus Domane |, wahrend das Kupferzent-
rum in Domane Il lokalisiert ist.

Anhand der gewonnenen Kenntnisse Uber die Struktur der Tyrosinase und den be-
reits vorhandenen Informationen Uber die Struktur der Catecholoxidase bzw. deren
Wechselwirkung mit einem substratanalogen Inhibitor kann die Frage nach der Subs-
tratbindungsstelle bei der Tyrosinase noch immer nicht abschlieRend geklart werden.
Da einige der oben diskutierten Punkte auf eine Substratbindung an das Cua-Atom
spricht, wird im folgenden Kapitel ein hypothetischer Reaktionsmechanismus vorges-
tellt, der diesen Hinweisen Rechnung tragt und eine mechanistische Erklarung der

Monophenolhydroxylierung bietet.
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4.4 Der Reaktionsmechanismus der Tyrosinase

Die Einfuhrung einer zweiten Hydroxylgruppe in den aromatischen Ring eines Mono-
phenols in ortho-Position (Monophenolase-Reaktion) stellt den chemisch anspruch-
vollsten Schritt der Tyrosinase-Aktivitat dar und ist mit der Zwei-Elektronen-Oxidation
des entstehenden o-Diphenols zum korrespondierenden o-Dichinon (Diphenolase-
Reaktion) gekoppelt. Die im vorangegangenen Kapitel erorterten, strukturellen Ei-
genschaften der Tyrosinase, insbesondere im Bereich des aktiven Zentrums legen
ein Reaktionsschema nahe, das in Abb. 4.4 wiedergegeben ist und dem eingangs
dargestellten Reaktionsmechanismus von Tepper et al. [51] in den wesentlichen
Punkten entspricht (Abb. 1.3).
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Hydroxylierung und der direkt nachfolgenden Oxidation
von Monophenolen durch die Tyrosinase in Anlehnung an Decker et al. [6]. Erlauterungen im Text.

Wahrend Tepper et al. aufgrund fehlender, struktureller Informationen Uber die Tyro-
sinase, die Substratbindung in Analogie zur Catecholoxidase an Cug annahmen, wird
in dem hier vorgeschlagenen Schema die Wechselwirkung von phenolischem Subs-
trat mit dem Imidazolring des His-194 mit einbezogen, weshalb die Substratbindung
an Cup vielfach wahrscheinlicher ist. Ein Monophenol wird somit nach der Annahe-
rung an das oxygenierte Cu-Zentrum zunachst durch die hydrophobe Wechselwir-
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kung orientiert, wodurch die C-O-Bindung des Monophenols auf das Cua-Atom ge-
richtet ist. Das O-Atom koordiniert nach einer Verschiebung des Substrats Cua in
trans-Position zu His-63, wahrend die O-O-Achse des Peroxidliganden in Richtung
des Phenylrings vom Substrat rotiert. Da das Substratmolekil etwas um die C-O-
Achse rotieren kann, wird auf diese Weise eine raumliche Nahe der ortho-Position
des Phenylrings zum Peroxidliganden geschaffen, was eine elektrophile, aromati-
sche Substitution (Sg) durch das Peroxid ermoglicht. Der elektrophile Charakter der
side-on koordinierten Peroxogruppe, der durch eine starke Ladungsdonierung in die
Cu(ll)-Zentren erklart wird [234, 235], fuhrt dabei gleichzeitig zu einer o-
Hydroxylierung des Substratmolekils und einer Spaltung der O-O-Bindung des Pe-
roxids. Das nun bidentat gebundene o-Diphenol wird anschlieRend direkt zum o-
Dichinon oxidiert und gemeinsam mit einem Molekul Wasser freigesetzt, wodurch die
deoxy-Form des Cu-Zentrums regeneriert wird.

Der von Matoba et al. vorgeschlagene Reaktionsmechanismus [36] geht wie bei
Tepper et al. von einer Bindung des Monophenols an Cug aus, fordert dann aber ei-
ne bidentate Bindung des Diphenolintermediats an beide Cu-Atome. Dass die hierfur
erforderliche Losung der N-Cua-Bindung von His-54 aufgrund der tatsachlich vor-
handenen, sterischen Flexibilitat dieser Seitenkette mdglich ist, muss aber auf der
Grundlage bisheriger Erkenntnisse Uber die Chemie von Typ-3-Kupferproteinen
bezweifelt werden. Die bidentate Bindung des Intermediats an beide Cu-Atome wur-
de zwar in der Vergangenheit mehrfach in Betracht gezogen, eine reversible Ablo-
sung eines der ligandierenden Histidine wurde in diesem Zusammenhang jedoch
kontrovers diskutiert [2, 47, 50, 55, 57, 237, 238].

Ausgehend von dem oben dargestellten Mechanismus der Monophenolase-Reaktion
kann auch fir die Diphenolase-Aktivitat der Tyrosinase ein Reaktionsmechanismus
formuliert werden, bei dem diphenolisches Substrat auf ahnliche Weise orientiert
wird, wie es fur monophenolisches Substrat postuliert wurde (Abb. 4.5). Dadurch wird
die C-O-Bindung einer der beiden OH-Gruppen des Diphenols auf das Cua-Atom
ausgerichtet, wahrend die andere OH-Gruppe auf das side-on koordinierte Peroxid
bzw. den Hydroxid-Liganden der met I-Form zuweist. Im Gegensatz zu der Mono-
phenolase-Reaktion kann die Zwei-Elektronen-Oxidation von Diphenolen nicht nur
durch die oxy-Form der Tyrosinase katalysiert werden, sondern auch durch deren
met I-Form [6, 8, 35, 50-52, 237]. In beiden Fallen flhrt die Oxidation des Substrats
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zur Bildung von H,O, wodurch die oxy-Form des Enzyms nach der Reaktion in die
met I-Form uberfuhrt wird, die met I-Form wiederum nach der Reaktion mit einem
zweiten Substratmolekil zur deoxy-Form reduziert wird. Diese kann dann erneut mo-
lekularen Sauerstoff aufnehmen, um die reaktive oxy-Form zu regenerieren.

Die Bindung von Monophenolen an die met I-Form fuhrt zur Bildung des vorne be-
schriebenen dead end Komplexes [50, 51], der fur die Lag-Phase beim Umsatz die-
ser Substrate verantwortlich gemacht wird [48, 61, 62]. Inwieweit die met /I-Form
physiologisch relevant ist und ob diese gegebenenfalls im Reaktionszyklus der Mo-
no- oder Diphenolase-Aktivitat zwischengeschaltet ist, kann wegen fehlender, expe-

rimenteller Befunde nicht festgelegt werden.
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Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Oxidation von Diphenolen durch die Tyrosinase. Die Kata-
lyse der Reaktion durch die Catecholoxidase verlauft prinzipiell auf die gleiche Weise, wobei die
Substratbindung jedoch an Cug und nicht an Cuy erfolgt [238]. Erlauterungen im Text.

Abgesehen von der Substratbindungsstelle ist das beschriebene Schema weitge-
hend identisch mit dem von Tepper et al. [51] vorgestellten Mechanismus der Diphe-
nolase-Reaktion (Abb. 1.3). Das hier vorgeschlagene Modell 1asst zudem theoretisch
auch die Bindung von Diphenol an Cug zu, wenn man davon ausgeht, dass die me-
chanistisch weniger anspruchsvolle Oxidationsreaktion keine Vororientierung des

Substratmolekuls erfordert. Aus demselben Grund ist die Zuordnung von Cua und
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Cug auch bei Tepper et al. prinzipiell austauschbar. Es ist sogar denkbar, dass die
Diphenoloxidation bei der Tyrosinase an beiden Cu-Atomen gleichermal3en moglich
ist. Die Mdglichkeit, dass die Substratbindung an Cug fur diese Reaktion zwingend
erforderlich ist, kann jedoch bislang nicht ausgeschlossen werden. Die in der Kristall-
struktur erkennbaren, sterischen Verhaltnisse am aktiven Zentrum und allem voran
die Rolle von His-194 legen die beschriebene hydrophobe Wechselwirkung mit Subs-
tratmolekilen und die dadurch hervorgerufene Bindung an Cua jedoch nahe und
wulrden eine zusatzliche Abgrenzung von Tyrosinasen zu Catecholoxidasen schaf-

fen.

4.5 Die Reaktionskinetik der Tyrosinase

Die oben dargestellten, enzymatischen Reaktionen kénnen mit einer Vielzahl ver-
schiedener mono- und diphenolischer Verbindungen erfolgen, wobei haufig nicht das
namensgebende L-Tyrosin und dessen korrespondierendes Diphenol L-Dopa unter
physiologischen Bedingungen die bevorzugten Substrate sind. Die Effizienz dieses
Umsatzes hangt dabei sowohl von der Struktur des Substratmolekiils, als auch von

der betrachteten Tyrosinase ab.

4.5.1 Unterschiede in der Reaktionskinetik der Tyrosinasen aus S. antibioticus

und A. bisporus

Die in den Kapiteln 3.4.3 und 3.4.4 dargestellten Ergebnisse zeigen die unterschied-
lichen Reaktionskinetiken der Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus gege-
naber jeweils zwei, exemplarisch gewahlten, mono- und diphenolischen Substraten.
Des Weiteren wurde an dieser Stelle der Einfluss zweier Inhibitoren auf die Dipheno-
lase-Aktivitat der beiden Enzyme betrachtet. Bei einem dieser Inhibitoren (L-
Mimosin) handelt es sich um eine substratanaloge Verbindung, der andere (Homo-
cystein) trat ahnlich wie PTU in der I. batatas-Catecholoxidase mit einer freien
Schwefelgruppe in Wechselwirkung mit dem zweikernigen Kupferzentrum des En-
zyms [35, 217].

Bei der Betrachtung der Umsatzkinetiken der beiden untersuchten Tyrosinasen sind

folgende Punkte festzuhalten:
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e Die Substratspezifitat der Tyrosinasen hinsichtlich L-Tyrosin / L-Dopa und deren
decarboxylierte Derivate Tyramin / Dopamin verhalt sich offenbar entgegenge-
setzt. Wahrend die A. bisporus-Tyrosinase erstere mit hoherer Effizienz umsetzt,
als letztere, katalysiert die S. antibioticus-Tyrosinase den Umsatz von L-Tyrosin(-
Methylester) und L-Dopa schneller, als den Umsatz von Tyramin und Dopamin
(Tab. 3.10).

e Eine Substratinhibition beim Umsatz von Tyramin und Dopamin konnte nur bei
der A. bisporus-Tyrosinase festgestellt werden. Im Falle der S. antibioticus-
Tyrosinase wurde selbst weit jenseits der physiologischen Substratkonzentration

noch eine anhaltende Sattigung beobachtet.

e Die reversible Inhibition durch Homocystein hat wie die reversible Inhibition durch
L-Mimosin kompetitiven Charakter. Sowohl mit Homocystein, als auch mit L-
Mimosin war die Hemmung der Enzymaktivitat bei der A. bisporus-Tyrosinase

starker ausgepragt, als bei der S. antibioticus-Tyrosinase (Tab. 3.13 und 3.16).

Die Ursachen dieser Unterschiede im Reaktionsverhalten sind vermutlich auf ver-
schiedenartige, strukturelle Eigenschaften der beiden Tyrosinasen zurtick zu fuhren.
Das bakterielle Enzym aus S. antibioticus liegt allem Anschein nach in seiner aktiven
Form als Monomer mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa vor (siehe Kapitel
3.2), wahrend das Enzym aus dem Pilz A. bisporus ein Heterotetramer bildet, in dem
jeweils zwei identische Peptidketten mit Molekulargewichten von ca. 43 kDa ein reak-
tives, zweikerniges Kupferzentrum enthalten [3, 198]. Da die 3-dimensionale Struktur
der A. bisporus-Tyrosinase allerdings bislang nicht aufgeklart werden konnte, ist ein
detaillierter Vergleich beider Enzyme auf dieser Ebene nicht méglich. Bezlglich der
Substratinhibition kann lediglich vermutet werden, dass die A. bisporus-Tyrosinase
uber mindestens eine zusatzliche, periphere Substratbindungsstelle verfugt [206,
239]. Die Anbindung von Substrat an diese Stelle kdnnte zu einer Konformationsan-
derung des Enzyms fuhren, wodurch dessen katalytische Aktivitat gedrosselt wird.
Ob diese zweite Bindungsstelle an der katalytisch aktiven, schweren Untereinheit
oder der kupferfreien, leichten Untereinheit lokalisiert ist und ob moglicherweise meh-

rere solcher Bindungsstellen in die Regulation involviert sind, ist aber vollig unklar.
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Fur die meisten der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten, kinetischen Enzym-
Parameter der S. antibioticus-Tyrosinase existieren bisher keine Vergleichswerte.
Durch die bereits in Kapitel 3.4 diskutierten Ergebnisse und einen Vergleich mit den
Werten fur die A. bisporus-Tyrosinase, deren Glltigkeit anhand von Literaturwerten
abgesichert wurde, kdnnen die Enzym-Parameter der S. antibioticus-Tyrosinase aber
als verlasslich angesehen werden.

Das bei der A. bisporus-Tyrosinase beobachtete Phanomen der Substratinhibition
durch Tyramin und Dopamin ist bislang in der Literatur ebenfalls nicht beschrieben
worden und stellt im Zusammenhang mit der Strukturaufklarung dieses Enzyms in
seiner aktiven, tetrameren Form einen interessanten Ausgangspunkt fur weiter Stu-

dien an komplex organisierten Tyrosinasen dar.

4.5.2 Einfluss von Weininhaltsstoffen auf die Aktivitat der Tyrosinase aus

A. bisporus

Wein beinhaltet neben Alkohol, organischen Sauren und einigen anderen Inhaltsstof-
fen, wie Kohlenhydraten, Proteinen und Vitaminen auch eine breite Palette an phe-
nolischen und polyphenolischen Verbindungen. Der Gehalt dieser sekundaren Pflan-
zenstoffe variiert je nach Rebsorte und Verarbeitungsprozess, wobei Rotweine in
aller Regel ein deutlich hdheres Mal} aufweisen, als Rosé und WeilRweine [221].
Gehalt und Zusammensetzung der Polyphenole im Wein kann sich im Verlauf der
Weinherstellung (Vinifikation) verandern. Zum einen kdnnen einige Polyphenole bei
ausreichendem Oxidationsdruck wahrend der Reifung spontan zu Tanninen polyme-
risieren, zum anderen kdnnen Polyphenoloxidasen, wie die weineigene Tyrosinase
oder exogene Enzyme, wie beispielsweise die Laccase aus Botrytis cinerea (Edel-
faulepilz) die Polyphenole oxidieren und deren Polymerisation beginstigen [240,
241].

Je nach Mostbehandlung kénnen Weil- und Roséweine nach Abschluss der alkoho-
lischen Garung noch eine Tyrosinase-Aktivitat aufweisen, die ihnen eine mehr oder
weniger hohe Oxidationsempfindlichkeit verleiht. Diese Aktivitdten werden jedoch
beim ersten Abstich durch Schwefelung oder Schonung vollig eliminiert. Rotweine
zeigen in keinem Fall Tyrosinase-Aktivitat, wofir die hemmende Wirkung von Tanni-
nen und deren Eigenschaft, Proteine zu binden, verantwortlich gemacht wird [242-
244].
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Manche der im Wein enthaltenen Polyphenole kdnnen als Substrate von Tyrosinasen
umgesetzt werden, andere wiederum sind potentielle Inhibitoren dieses Enzyms
[245-248].

Mit den in Kapitel 3.4.5 dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die
Inhaltsstoffe des Weins in ihrer Gesamtheit eine stark hemmende Wirkung auf die
Tyrosinase-Aktivitat austben, die Aktivitat anderer Enzyme aber offensichtlich nicht
beeinflussen. Aufgrund der fehlenden technischen Moglichkeiten zur Isolation einzel-
ner Verbindungen aus den Weinen konnte die Inhibition der Tyrosinase jedoch hier
nicht im Detail analysiert werden. Die zusatzlich durchgeflhrte Untersuchung des
Einflusses von Rotweinextrakt, der sich laut Hersteller zu 95 % aus Polyphenolen
zusammensetzte, bestatigte aber, dass die Hemmung der Tyrosinase-Aktivitat im
Wein auf diese Substanzklasse zurtckzufuhren ist. Der oxidative Umsatz von Poly-
phenolen durch die Tyrosinase beschrankt sich somit offensichtlich auf einige wenige
dieser Verbindungen. Im Falle des Flavonols Quercetin ist ein solcher Umsatz be-
schrieben worden, jedoch fungiert dieses nicht nur als Substrat fur die Tyrosinase,
sondern kann deren Aktivitat auch inhibieren [247-250]. Entscheidend daflr, ob
Quercetin oxidiert wird oder die Enzymaktivitat hemmt, ist dabei vermutlich die Orien-
tierung des Moleklls bei der Bindung an das Enzym. Eine Wechselwirkung des di-
phenolischen Rings (Ring B in Abb. 4.6) mit dem aktiven Zentrum fuhrt zu einem ka-
talytischen Umsatz, die Bindung mit dem Pyronring (Ring A in Abb. 4.6) fuhrt zu einer
reversiblen Blockade des aktiven Zentrums [249].

Das Stilben Resveratrol unterliegt ebenfalls zunachst einem oxidativen Umsatz durch
die Tyrosinase, das gebildete 2,4-Dihydroxyresveratrol inhibiert die Enzymaktivitat
anschlieend jedoch sehr stark. Somit ist diese Verbindung als ein ,Selbstmord-
Substrat” der Tyrosinase zu betrachten [245]. Das ebenfalls als sekundarer Pflan-
zenstoff vorkommende Oxyresveratrol ist hingegen als starker nicht-kompetitiver In-
hibitor beschrieben worden [251]. Die glykosidische Form des Resveratrols, das so
genannte Piceid, wird von der Tyrosinase nicht umgesetzt, weshalb in Gegenwart

dieser Substanz die Aktivitat des Enzyms auch nicht beeinflusst wird [252].

Die Beeinflussung der Tyrosinase-Aktivitat durch Quercetin und Resveratrol wurde in
einer an diesem Institut fertig gestellten Diplomarbeit untersucht, wobei die oben ge-
schilderten Sachverhalte weitgehend bestatigt werden konnten [225]. Da die Mes-

sungen in dieser Arbeit ebenso, wie die in Kapitel 3.4.5 dargestellten Messungen zu
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einem Zeitpunkt erfolgten, zu dem die gereinigte Tyrosinase aus S. antibioticus noch
nicht zur Verfugung stand, wurde auch an dieser Stelle ausschlieRlich die kommerzi-

ell erhaltliche Tyrosinase aus A. bisporus eingesetzt.
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Abb. 4.6: Beispiele fur phenolische und polyphenolische Verbindungen im Wein, die potentielle Subs-
trate und / oder Inhibitoren der Tyrosinase darstellen. Resveratrol liegt sowohl frei, als auch in der
glykosylierten Form, dem Piceid vor. Die Hydroxyzimtsaure p-Cumarsaure liegt iberwiegend frei und
nicht-glykosyliert vor, die Gallussdure bindet haufig glykosidisch an D-Glucose und bildet so eine von
vielen Grundstrukturen fur Tannin. Hydroxytyrosol wird erst wahrend der Vinifikation durch Desaminie-
rung und Hydroxylierung aus L-Tyrosin gebildet. Die Beteiligung der Tyrosinase bei diesem Prozess
ist nicht belegt [240]. Anthocyanidine und Flavonole kommen in der Weintraube meist als Glykoside
vor und polymerisieren zu den kondensierten Tanninen.

Hinsichtlich der gesundheitsrelevanten Effekte der im Wein enthaltenen Polyphenole
ist die Beeinflussung der Tyrosinase jedoch kein wesentlicher Aspekt, weshalb eine
FortfUhrung der Untersuchungen nicht sinnvoll erscheint. Die Wechselwirkung von
Quercetin und Resveratrol mit der Tyrosinase ist zudem bereits mehrfach und aus-
fuhrlich beschrieben worden und liefert keine tiefergehenden Erkenntnisse hinsich-
tlich ihrer Bedeutung flr physiologische Prozesse [245-252].

Eine interessante Zielsetzung ergibt sich aus den antioxidativen [218-220] und anti-

kanzerogenen Eigenschaften der Polyphenole [221, 253, 254], sowie ihrer protekti-
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ven Wirkung gegenuber koronaren Herzerkrankungen durch eine Beeinflussung der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase [255-257]. Letzteres wird derzeit am Insti-
tut fur Pharmakologie der Johannes Gutenberg-Universitat (AG Forstermann) inten-

siv untersucht.

4.6 Enzymatisches Quervernetzen von Proteinen durch Tyrosinasen und akti-

viertes Hamocyanin

Neben der Oxidation niedermolekularer, phenolischer und polyphenolischer Verbin-
dungen kdénnen Tyrosinasen auch die oxidative Quervernetzung von Proteinmoleku-
len katalysieren (Abb. 1.5). Die in den Kapiteln 3.5.1 und 3.5.2 geschilderten Experi-
mente zeigen, dass dieser Prozess je nach Ursprung des Enzyms mit unterschiedli-
cher Effizienz ablaufen kann. Auch das Sauerstoff-Transportprotein Hdmocyanin aus
der Hamolymphe der Vogelspinne Eurypelma californicum, das unter anderem mit-
tels SDS zu einer Phenoloxidase aktiviert werden kann, ist im Stande, diese Quer-
vernetzung in vitro durchzufuhren (Kapitel 3.5.3 und 3.5.4). Dieser Befund, sowie der
erfolgreiche Nachweis von Hamocyanin in der Kutikula von E. californicum (Kapitel
3.5.5), weisen darauf hin, dass die autokatalytische Quervernetzung von Hamocya-
nin unter Anwesenheit katalytischer Mengen phenolischer Verbindungen einen mog-

lichen Mechanismus fur die Sklerotisierung der Arthropoden-Kutikula darstellt.

4.6.1 Unterschiedliche Effizienz beim Einsatz verschiedener Tyrosinasen

24-meres Hamocyanin aus der Hamolymphe von E. californicum, sowie monomeres
Rinderserum-Albumin (BSA) wurden zum einen mit der Tyrosinase aus S. antibioti-
cus, zum anderen mit der Tyrosinase aus A. bisporus inkubiert. Hierbei zeigte sich,
dass beide Tyrosinasen eine kovalente Verknipfung von Hamocyanin-
Untereinheiten hervorriefen, BSA jedoch nicht ohne weiteres quervernetzt werden
konnte. Erst in Gegenwart sehr grolder Mengen vernetzender Agenzien, also pheno-
lischer Tyrosinase-Substrate, konnte auch beim BSA die Bildung von oligomeren
Aggregaten erreicht werden. Ein moglicher Grund hierfur ist die eingeschrankte Zu-
ganglichkeit potentieller Angriffspunkte fur ein enzymatisches Quervernetzen auf der
Oberflache dieses Proteins. Da hierflr aber eine ganze Reihe von Seitenketten in

Frage kommt (Tyr, Arg, Asn, GIn, Lys, Cys und Pro), kann nicht ausgeschlossen
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werden, dass eine ausgedehnte Glykosylierung eine Quervernetzung von BSA durch
Tyrosinasen behindert. Da von BSA keine Strukturdaten vorliegen, kann hieruber
jedoch nur spekuliert werden.

Bei der Vernetzung von Hamocyanin-Untereinheiten ergaben sich gewisse Unter-
schiede im Reaktionsverhalten der beiden Tyrosinasen (Abb. 3.55). Wahrend das
Enzym aus S. antibioticus auch in Abwesenheit phenolischer Substrate die Bildung
kovalent verknUpfter Dimere hervorrief, war das Enzym aus A. bisporus zwingend auf
die Anwesenheit quervernetzender Agenzien angewiesen. Die A. bisporus-
Tyrosinase erzeugte unter diesen Bedingungen, wie auch die S. antibioticus-
Tyrosinase, diskrete Aggregate in der GroRenordnung von Tri- und Tetrameren, so-
wie von hoheren Oligomeren. Bei der S. antibioticus-Tyrosinase waren stets noch
zusatzliche Dimere nachweisbar, die in den Ansatzen mit der A. bisporus-Tyrosinase
jedoch fehlten.

Die Ursache fur diese Unterschiede konnte, wie es auch schon bei der Reaktionski-
netik vermutet wurde, in der verschiedenartigen Struktur der beiden Enzyme liegen.
Es ist denkbar, dass erst die freie Zuganglichkeit des aktiven Zentrums der
S. antibioticus-Tyrosinase eine Bindung des Enzyms an das zu vernetzende Protein
gewahrt, was bei der A. bisporus-Tyrosinase unter Umstanden nicht moglich ist. Der
Zugang zum aktiven Zentrum konnte dort soweit limitiert sein, dass nur frei diffundie-
rendes Substrat umgesetzt werden kann, Seitenketten von Proteinoberflachen je-
doch aufgrund sterischer Behinderung nicht weit genug in das aktive Zentrum hinein
reichen. Somit ware die S. antibioticus-Tyrosinase in der Lage, in Frage kommende
Seitenketten ebenso umzusetzen, wie freie Substratmoleklle, die A. bisporus-
Tyrosinase hingegen ware moglicherweise zu ersterem gar nicht fahig. Endgultige
Klarheit kann auch hier allerdings erst ein struktureller Vergleich der beiden Tyrosi-
nasen erbringen. Wegen fehlender Kenntnisse Uber die Struktur der A. bisporus-
Tyrosinase ist dies bislang jedoch nicht moglich.

Eine massenspektrometrische Analyse der durch die S. antibioticus-Tyrosinase ohne
vernetzende Agenzien erzeugten Dimer-Bande ergab, dass es sich dabei fast aus-
schliel3lich um die Untereinheiten b und ¢ des Hamocyanins handelte. Diese beiden
Untereinheiten stehen phylogenetisch den Phenoloxidasen naher als die ubrigen und
sind offenbar die einzigen, die durch SDS aktiviert werden kdonnen [24, 229]. Dass
nun ausgerechnet die Untereinheiten b und ¢ durch die Tyrosinase bevorzugt ver-

knUpft werden, ist erstaunlich. Einen moéglichen Hinweis auf die Ursache liefert die
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Betrachtung der Struktur des 24-meren Hamocyanins (Abb. 4.7). In diesem Oligomer
liegen die genannten Untereinheiten in direkter Nachbarschaft zueinander und bilden
die Grenzflachen der hexameren Substrukturen, was daflr spricht, dass die Wech-
selwirkung zwischen diesen Untereinheiten besonders stark ist. Bestatigt wird diese
Annahme durch die Ergebnisse nativer Gelelektrophoresen und Immunelektrophore-
sen, in denen stets ein nicht-kovalent verknipftes Heterodimer aus b und ¢ nachge-
wiesen werden konnte [24, 25]. Da aber alle Ubrigen Untereinheiten ebenfalls in en-
ger raumlicher Nahe zueinander liegen und in der nativen Form als Oligomer asso-
ziiert sind, in den Dimeren aber nur in weit geringerem Mal} detektiert werden konn-
ten, bleibt der tatsachliche Grund fir die Praferenz der Tyrosinase gegenuber den
zentral lokalisierten Untereinheiten b und ¢ weiter unklar.

Eine Beantwortung dieser Frage erfordert intensive weiterfUhrende Studien an iso-
lierten Untereinheiten, wobei sowohl deren Oberflachenbeschaffenheit, als auch die

Kinetik der Vernetzungsreaktion berucksichtigt werden sollte.

Abb. 4.7: 24-meres Hamocyanin aus Eurypelma californicum in der oxy-Form. Das Oligomer setzt
sich aus vier Hexameren zusammen, die wiederum aus den Untereinheiten a, b und d-g bzw. a, ¢
und d-g gebildet werden. Die Untereinheiten b und c, die mittels geeigneter Effektoren zur Phenolo-
xidase aktiviert werden koénnen, sind rot bzw. griin eingefarbt. Die Verschiebung der beiden 2 x 6-
mere entlang der senkrechten Achse wird durch die Oxygenierung hervorgerufen und ist auf die
hoch kooperative Bindung des Sauerstoffs an die 24 einzelnen Kupferzentren zurtickzufiihren.
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4.6.2 Die Aktivierung von Hamocyanin zur Polyphenoloxidase

Die Aktivierung von Hamocyanin zur Phenoloxidase kann in vitro leicht durch die Zu-
gabe anionischer Detergenzien, wie SDS erfolgen und wird vermutlich durch eine
Konformationsanderung des Proteins hervorgerufen [25, 26]. Die resultierende En-
zymaktivitat der Untereinheiten b und ¢ im Eurypelma-Hamocyanin ist unabhangig
von der Quartarstruktur, zu einer Dissoziation oder Denaturierung des nativen 24-
mers kommt es in Gegenwart von SDS nicht [24, 25]. Stattdessen wird offenbar die
N-terminale Domane soweit vom aktiven Zentrum wegbewegt, dass Substratmoleku-
le ungehindert an den Cu,02-Komplex gelangen kénnen [24-26, 43, 44].

Ein vergleichbares Resultat konnte bei der Aktivierung durch limitierte Proteolyse mit
Trypsin und Chymotrypsin erreicht werden, bei der ein N-terminales Fragment mit
einer Lange von 70-120 Aminosauren abgespalten wurde [24]. Innerhalb dieses N-
terminalen Bereichs befindet sich, wie auch beim Hamocyanin aus L. polyphemus an
Position 49 ein Phenylalanin, dem bereits eine Platzhalterfunktion fur phenolisches
Substrat im Bereich des aktiven Zentrums zugeordnet wurde (Abb. 4.3).

Der Mechanismus der SDS-vermittelten Aktivierung von Hamocyanin ist bislang noch
nicht im Detail aufgeklart worden, jedoch konnte gezeigt werden, dass eine katalyti-
sche Aktivitat erst im Bereich der Kritischen Micellaren Konzentration (CMC) von
SDS nachweisbar ist, also oberhalb der Konzentration, bei der SDS beginnt Micellen
zu bilden [258]. Daher wird derzeit eine Wechselwirkung dieser Micellen mit dem
Protein angenommen, durch die eine Konformationséanderung verursacht wird. Hier-
bei wird vermutlich durch eine Verdrehung der N-terminalen Domane das Phe-49
aus dem Bereich des aktiven Zentrums entfernt und externen Substraten der Zugang
ermdglicht.

Ein alternativer Mechanismus wurde in Zusammenhang mit der Aktivierung einer la-
tenten Polyphenoloxidase aus der Helmbohne Dolichos lablab vorgeschlagen [259].
Hierbei dringen frei SDS-Molekule in die aueren Bereiche der Proteinmatrix, was zu
einer partiellen Auffaltung flihrt und den Zugang flr Substratmolekile in das intakte,
aktive Zentrum ermdglicht. Die dadurch zwangslaufig hervorgerufene GroRenzu-
nahme des Proteins konnte aber im Falle des Hamocyanins nicht beobachtet werden
[258]. Jedoch fuhren bei vielen latenten Polyphenoloxidasen aus Pflanzen schon
submicellare Konzentrationen von SDS zu einer Aktivierung, was in der Vergangen-

heit mit einer Konformationsanderung durch Teil-Denaturierung erklart wurde [27, 28,
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154, 155, 260]. Mdglicherweise tritt die denaturierende Wirkung freier SDS-Molekile
hier als zusatzlicher Effekt auf, wohingegen fur das Eurypelma-Hamocyanin eine
sehr hohe Stabilitat gegenuber dem Detergenz belegt ist [258].

Die biologische Relevanz der SDS-vermittelten Aktivierung ist nicht unumstritten, ein
denkbares physiologisches Aquivalent stellen Fettsduren und Lipide dar, die tatséch-
liche wirksame Verbindung ist aber bislang unbekannt. Bekannte Effektoren fur die
Konversion von Hamocyanin zur Phenoloxidase in vivo sind bakterielle und pilzliche
Zellwandbestandteile, wie Lipopolysaccharide (LPS) und Glucan [126, 261]. Fir die
resultierende Phenoloxidase-Aktivitat wird eine Beteiligung an unspezifischen Ab-
wehrreaktionen im Rahmen der primaren Immunantwort diskutiert [11, 12, 124, 158,
227]. Diese beinhalten Melaninbildung, Zelladhasion und die Encystierung eindrin-
gender Keime. Zudem werden bei der Aktivierung haufig auch Peptidfragmente vom
C-Terminus des Hamocyanins abgespalten, die als antimikrobielle Peptide in der

Hamolymphe wirksam sind [156, 261].

4.6.3 Die Rolle des Hamocyanins bei der Quervernetzung von Proteinen wéah-

rend der Hautung und Wundheilung bei Arthropoden

Die Umwandlung des O,-Transportproteins Hamocyanin in eine aktive Phenoloxida-
se ermdglicht nicht nur eine Beteiligung an der primaren Immunantwort, sondern
spielt vermutlich auch bei der Quervernetzung von Proteinen im Rahmen der Wund-
heilung und Sklerotisierung des Exoskeletts eine wesentliche Rolle [85, 157, 226].
Mit den in den Kapiteln 3.5.3 bis 3.5.5 dargestellten Experimenten konnte zum einen
gezeigt werden, dass 24-meres Hamocyanin nach SDS-vermittelter Aktivierung in
der Lage ist, andere Hamocyanin-Molekule in vitro miteinander querzuvernetzen.
Zum anderen konnte durch Extraktion der Proteine aus der Kutikula von E. californi-
cum das Vorhandensein von Hamocyanin in der chitinosen Matrix nachgewiesen
werden. Hierbei wurden neben einzelnen Untereinheiten auch kleinere Hamocyanin-
Fragmente im Bereich von 40 - 45 kDa immunochemisch detektiert. Der Nachweis
von Hamocyanin-Untereinheiten und Hamocyanin-Fragmenten mit einer Grolde von
14 - 20 kDa in der Kutikula des gleichen Organismus wurde auf ahnliche Weise be-
reits in einer friheren Arbeit durchgefuhrt, Signale von héhermolekularen Aggrega-
ten, die einen Hinweis auf die Quervernetzung des Hamocyanins liefern, wurden dort
jedoch nicht beschrieben [230].
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Die in vitro-Quervernetzung von Hamocyanin nach der Aktivierung erbrachte ahnli-
che Resultate, wie die Quervernetzung durch Tyrosinasen (Abb. 3.59, 3.60a und b).
Zudem wurde gezeigt, dass die Inkubation einer Hdmocyanin-Losung mit dem Akti-
vator SDS zu nahezu dem gleichen Ergebnis flhrt, wie die Zugabe von vorher sepa-
rat aktiviertem Hamocyanin. Die massenspektrometrische Analyse der so erzeugten
Di-, Tri- und Tetramere ergab, dass in diesen Fraktionen alle sieben Untereinheiten
des Hamocyanins mit etwa gleich grol3en Anteilen vorlagen. Das Reaktionsverhalten
des aktivierten 24-meren Hamocyanins unterscheidet sich somit offensichtlich in be-
stimmten Punkten von dem der Tyrosinase, was moglicherweise mit der Zuganglich-
keit von potentiellen Angriffspunkten auf der Proteinoberflache zusammen hangt.

Die Fahigkeit zu einer quasi selbstvermittelten Chinongerbung und der Nachweis
maoglicher Vernetzungsprodukte im Integument, legen die Vermutung nahe, dass
Hamocyanin bei Sklerotisierungsprozessen nach Verwundungen oder der Hautung
beteiligt sein konnte [153, 157]. Die enzymatische Aktivitat bei der Quervernetzung
wahrend der Sklerotisierung wird zwar in erster Linie Phenoloxidasen und Laccasen
zugeschrieben [262, 263], jedoch kann eine zusatzliche Beteiligung von Hamocyanin
nicht ausgeschlossen werden. Fur den Mechanismus der Aktivierung wurde in die-
sem Zusammenhang eine proteolytische Prozessierung des Hamocyanins vorge-
schlagen, uber den Transport von Hamocyanin aus der Hamolymphe in die Kutikula
liegen bisher allerdings keine Erkenntnisse vor.

Eine weitere Funktion des Hamocyanins innerhalb der Kutikula kénnte in der Freiset-
zung antimikrobieller Peptide liegen, die einen zusatzlichen Schutz vor eindringen-
den Mikroorganismen darstellen und so die Rolle der Kutikula als physikalische Bar-

riere um einen immunologischen Aspekt erweitern [157].

Fir die Aufklarung der oben geschilderten Sachverhalte und ein Verstandnis der Rol-
le des Hamocyanins wahrend der Sklerotisierung und Pathogenabwehr werden zu-
kinftig eine Reihe weiterer Untersuchungen notwendig sein. Anhand der in der vor-
liegenden Arbeit geschilderten Ergebnisse kann aber gefolgert werden, dass Hamo-
cyanin in der Kutikula von E. californicum vorhanden ist und theoretisch in der Lage
ist, sich hierfur durch selbstvermittelte Chinongerbung, ohne die Beteiligung weiterer

Enzyme in die Chitinfibrillen einzubetten.
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5. Zusammenfassung

Tyrosinasen (E.C. 1.14.18.1) sind nahezu ubiquitar verbreitete kupferhaltige Enzyme
und sind essentiell fur die Pigmentierung durch Melanin. Bei Pflanzen und vielen In-
vertebraten sind sie auch ein wichtiger Bestandteil der Wundheilung und der prima-
ren Immunantwort. Tyrosinasen besitzen ein Typ-3-Kupferzentrum, an dem die
ortho-Hydroxylierung von Monophenolen zu o-Diphenolen und deren Oxidation zu
den korrespondierenden o-Dichinonen katalysiert wird. Die reaktionsfahigen Chinone
polymerisieren dann in vorwiegend nicht-enzymatischen Schritten weiter zu makro-
molekularem Melanin. Der komplizierte chemische Mechanismus der o-
Hydroxylierung von Monophenolen am aktiven Zentrum der Tyrosinase ist bisher al-

lerdings nicht endgultig aufgeklart.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit steht fur weiterfuhrende Studien der
Monophenolase-Reaktion von Tyrosinasen ein etabliertes System zur Verfligung, um
das Zielprotein aus dem Bakterium Streptomyces antibioticus in grolien Mengen und
mit hoher Reinheit zu isolieren. Mit der Mdglichkeit zur rekombinanten Uberexpressi-
on konnten neben spektroskopischen und kristallographischen Methoden dabei auch
molekularbiologische Techniken, wie beispielsweise ortsgerichtete Mutagenese zum
Einsatz kommen. Die hierfur in Frage kommenden Positionen konnten anhand eines
rechnerisch erstellten Modells der S. antibioticus-Tyrosinase identifiziert und durch
die spater publizierte Kristallstruktur der homologen S. castaneoglobisporus-
Tyrosinase bestatigt werden. Diese beiden 3D-Strukturen erlaubten durch einen Ver-
gleich mit den Kristallstrukturen anderer bekannter Typ-3-Kupferproteine (Catecholo-
xidase und Hamocyanin) die Formulierung eines hypothetischen Reaktionsmecha-
nismus fur die Monophenolase- und die Diphenolase-Aktivitat der Tyrosinase.

Die beiden Reaktionen der S. antibioticus-Tyrosinase wurden zudem kinetisch analy-
siert und auf diesem Weg die Aktivitat des Enzyms mit jener der sehr gut charakteri-
sierten Tyrosinase aus dem Pilz Agaricus bisporus verglichen. Hierbei wurden signi-
fikante Unterschiede hinsichtlich der Substratspezifitat und Inhibierbarkeit beider Ty-
rosinasen festgestellt, die auf deren verschiedenartige Proteinstruktur zurtckgefuhrt
wurden. Auch konnte gezeigt werden, dass einige sekundare Pflanzenstoffe, die vor
allem in Wein zu finden sind und in ihrer chemischen Struktur den Tyrosinasesubs-

traten ahnlich sind, die Aktivitat dieses Enzyms malfigeblich beeinflussen.
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Mit den Tyrosinasen aus S. antibioticus und A. bisporus wurde auch deren Fahigkeit
zum enzymatischen Quervernetzen von Proteinen untersucht. Wie schon bei der ki-
netischen Betrachtung des Substratumsatzes konnten dabei deutliche Unterschiede
im Reaktionsverhalten der beiden Enzyme festgestellt werden. Weiterhin konnte ge-
zeigt werden, dass das O,-Transportprotein Hamocyanin aus der Vogelspinne Eury-
pelma californicum (das auch zu der Familie der Typ-3-Kupferproteine gehort) nach
dessen chemischer Aktivierung zur Phenoloxidase, ebenfalls zur enzymatischen
Quervernetzung von Proteinen befahigt ist. Die Tatsache, dass diese Quervernet-
zung das Hamocyanin selbst betrifft, sowie der erfolgreiche Nachweis von Hamocya-
nin in der Kutikula des genannten Organismus, legen die Vermutung nahe, dass die
physiologische Funktion von Hamocyanin im Rahmen der Sklerotisierung des Exos-
keletts in einer aktiven und passiven Beteiligung an Gerbungsprozessen im Integu-

ment besteht.
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Anhang

8. Anhang

8.1 Sequenz-Alignments

Sequenz-Alignment der Tyrosinasen (MelC2) aus Streptomyces sp.

Cupa
S.ant : -MTVRENQASLTAEEKRRFVALLLELKRTGHYDA AFTLGDTD---NGER- -TGRES PS-FLPVERRFLLEFERALSVDASVALPYUDWSA 90
S.cas : -MTVRENQATLTADEKRRFVAAVLELKRSGHYDE FYRTENEFINSDTD - - - SGER--TGERSPS-FLPUERRFLLDFEQALQSVDSSVTLPYUDNSA ¢ 90
S.gla : -MTVRENQATLTADEKRRFVAAVLELKRSGHYDE AFIIGDTD ---AGER--TOERSPS-FLPWgRRYLLEFERALNSVDASVALPYUDWSA 90
S.ave : -MTVRENQATLTADEKRRFVDALVALKRSGHTDE AFTMGDTD - -~ $GER--THERS P5 - FLPVERRFL IEFEQALAVD PSVALFYUDWST : 90
S.1in : -MTVRENQATLTADEKRRFVTAVLSSS-AAHYDT FIVADTD ---HGER-- TGRS PS-FLPWERRFLLEFERALN SVDASVALFYUDWST @ 89
8.1av : -MTVRENQAASTAEEKRAFTNALLELKRTGYYDR, GFIMSDTD---3GDR--VE§RI P S- FLPMERRFLLEFEAE LERVDARYTLPYUDUTT @ 90
S.tan : -MTVRENQATLTADEKRRFVNALLELKRSG(YDT AFTMSDTD-—-NGDE- -VGERS PS - FLPVERRFLIOFEQALNSVDATYTLEYUDWTA 90
S.gal : -MTVRENQAALTADEKRRFVALVLELKRNGHYDE FYRTENEFINSDTR - -~ TGRRGGPGERLPLPFLPUEREFLLDFEQALQSVDSSVALPYUDWST @ 93
S.c0e : MAYTREDVSTLTRTEKRRFVNALLEIKRRGEYDE FYRTEIEFYVSDGE - - -NGLR--TAEMAPS -FLPUERRFLLDLEEALRRVD PSVIVPYUDNTE : 91
5.ten : -MHTRKDQRDLTAAERRRFVAAVLELKRAGHYDRFVRTIDTYKADGS -~ GOLR--AMGMSPS-FLEUGRUVLLDFERELREVDGSVTLIYUDNTR : 50
S.qgri : MVHVRENHLTMTAEEKRRFVHAVLEIKRRGIVDRFVELET 0¥HSTDYLDKES GKR-- LEEVNPG- FLPWgR0YL LEFEQALQKVD PRVTLEYUDUTT : 94
EEE, T, wam, E, Feal % ww K * L E K, KEEEREE 1k K K FE K s wEEEE:

§.ant : DRSTRSSLVAPDFLGGTGRSRDGIVHDGE FAASAGHE INVEVD - - G- -RTFLRRALG--AGVSELPTR-——————————— AEVDEVLAMATYDMAP : 169
S.cas : DRTVRASLUAPDFLGGTGRSTDGRVMDGP FAAFTGNUEINVEVD --$- -RTTLRRS LG--GSVAELPTR----—=—=-——— AEVESVLAISAYDLPP : 169
S.gla : DRTARASLUAPDFLGGTGRSLDGRVMDGP FALSAGNUE INVEVD —- G- -RATLRRSLG--TAVRELPTR-—————————— AEVESVLGMATYDTAP : 169
S.ave : DRTARASLUAPDFLGGSGRSLDGRVMDGE FAASTGNWEVHVEYD - - §- -RTTLRRTLG--GGGRELPTR-————=—-———— AEVDSVLAMSTYDMAP @ 1689
5.1in : DRSARSSLUAPDFLGGTGRSRNGRVIDGP FRAATGVHPITVRLD—- G- -RTYLRRALG--GAGRELPTR-—————————— AEVDSVLSIPTYDMAP : 168
§.1lav : DRTARASLUGADFLGGTGRARDGIVMDGE FATATGEFHVHVEYD -- G- -RTTLRRALG--AGYAELPTE------—--——— AEVDAVLNMPVYDMAP : 168
S.tan : DRTSRSSLUAPDFLGGTGRARDGIVIDGP FARTGNRUTINVEYD —- G- -RDYLRRDLG--AGERILPTR-————=—————— AEVDSVLAMETYDMAP : 169
S.al @ DRTVRASLUAPDFLGGTGRSSDORVMDGE FAASTGNNEVHVRYD - - G- ~-RTFLRRS LG--TGVRELPTR--———=—-———— AEVDSVLSMATYDMAP @ 172
S.c0e : DRSAKSAPUTADLLGGTGRRSDHRVTTGP FAHAGGNUTIEVNYT----DTETLTRDLGRAAD PLGLPTE-————=—————— SDPLEVALDDPEYDTSP : 172
S.ten : DOAPVGPLUGEDFMGGNGREGDHRVTTGP FATEAGNUAVTYGYT----DSPALTRDFGRPADPTELPTR--—- - — === DELAVATRETVYDTEP : 171
S.gri : DHGENSPLUSDTFMGGNGREGDRRVMTGP FARRNG-WELNISVIPEGPEDPALNR]LE-- FRRPRLFRTGLRHAHPGPADPAELEQTLDLTVYDCE? : 188

*., LEO L IEE EE o F kEE Lo RO ', Lt . **

Cug

S.ant : WNSGSDG----—- FRNHLEGI———— -] RV LANRY R Y GGAMATGYS PHD PY FU LAY TDELUAENORRHP RS- PYLPGGGTP-—————— WV @ 245
S.cas : YHSASEG----—- FRNHLE G- -———-] RGVHL GGUMATGYS PHD PV FULEEATVDELVAEWORRHPD $- ATVWPTEGTPD - ———— -~ WV @ 245
S.gla : UNSASDG------ FRNHLE GIj---——--] RGVHLI GGUMATGNS PHD FYFULEEATVDELYAEWORRHP FS - GTLPALGTPD -~ ——— -~ ¥V @ 245
S.ave : UNSASDG------ FRNHLE GI----—--] RGVHL GEIMATGYS PND FYFULHEAY TDRLUAQT] SRHP FS - BTV FTRGTPH---—--- ¥V : 245
§.1in : UNSASDG----—- FRNHLEGI--—— -] RGVHL GGIMATGYS PND PYFULHEAY IDELTAQTORRHRI P - ATV PAAGTPD - —————— ¥V ;244
5.lav : WNSSSNG----—- FRNHLEGI———— -] RGANL FGGOMATGYSPND PV TVDELUAENEARNPH S - AL PAAGTAN-—————— WV @ 245
S.tan : UNSSSDG----——- FRNHLE G- -———-] RGVHL GEIMATGVSPNDEV FVDELWADWOARHFRS -TYLPAAGTAN - ————— WV @ 245
S.gal @ THSASDG------ FRNHLE GIj---——--] RGVHLI GGIMATGYS PND FYFULHEAYNRO LUAETORRHP FA- GTVPTGGTPD - ———— - ¥V @ 248
S.coe : YDSTVRE-----GFREKLEGUGAG-RGHVS WV GGANY GEASVND PV FULHEAFID L QU SEQARHRFA-RYLPAEFPGRESAORGRIV : 262
S.ten : UNSMSRG---—- GFRNRLEGHVEGGRGHLR TV GGHML GEGAVND PVFITLHEAFVD L LUSRUQLENEFV-PYLPESPPPSGSEQVGRVY : 262
%.gri : UNHTSGGTPPYESFRNHLEGYTEFAWE HRLGKLEIGAAEVITGEHINT IG5 PNDPVFFLNGICHIDR CUALW ] ARHPDYPHY LPTVETOD - - ————— VP : 278

HE - FEE A, . JELLLELE EE % L EEEEE L w L FoE H
3.ant : DLNETMEPUNDTTPAALLDHTRHYTFDY-- @ 273 S.ant: S. antibioticus (P07524)
g;i‘z Etﬁﬁimlﬁﬁtiggﬁg%‘ 233 S.cas: S. castaneoglobisporus (AAP33665)
S.ave : DLNETMEPUNDVRPADLLDHTAHYTFDTV- : 274 S.gla: S. glaucescens (P06845)
%.1in : DLDETMEPUHDSSPADLLDHTGHYTFDTD- : 273 S.ave: S. avermitilis (BAB69175)
%.lav : DLHETMRPWNDVTEPADMLDHREFYTFDT—— : 273 S.lin: S. lincolnensis (CAA65000)
$.tan : DLGDTMRPUNDVTPADMLDHTRHYTFDTAA : 275 S.lav: S. lavendulae (2113331B)
S.gal : DLNDTMEPUNDVRPADLLTHTAHYTFDV-- : 276 S.tan: S. tanashiensis (BAB20029)
i R TmAbRTR 00 Slgal: S galbus (CAAGSO0S)
LLen - - B -
S.gri : DLNTPLGPWHTKTPADLLDHTRFYTYDQ-- : 306 S.coe: S. COG!!C0|9r (NP*626934)

w5 %, 1L, E.x. S.ten: S. tenjimariensis (CAI59989)
S.gri: S. griseus (BAA37085)
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Sequenz-Alignment von Tyrosinasen, Catecholoxidase und Hamocyanin

MEAH@DDES R W

mEHmE e A s M e

MmAaH©DE S W

HMHEEEEH"CH‘ER

antT¥
hisT¥
oryTY
cral¥
musTY
sapT¥
hatCo

.calHC(c)
.calHC(£)

antT¥
hisT¥
oryTY
craTl¥
musTY
sapT¥
hatCd

.calHC(c)
.calHC(£f)

antT¥
bisTY

.oryTY

cral¥
musTY

.sapT¥
Lbatfo
.calHC(c)
.calHC(£)

antT¥
hisT¥

LoryTY
. oraly
~ousTY
.sapT¥
LbatCi
.calHC(c)
.calHC(£)

.antT¥
LbisTY
.oryTY
.craT¥
LuusTY
.3apT¥
Lbattil
.calHC(c)
.calHC(£)

antT¥

LbisT¥
L oeyTY
.ocralf
LmusTY
.sapT¥
.batlCl
.calHCic)
.calHC(£f)

————————————————————————————————————————————————————————————————————— MTVRENQASLTAEERR-——-RFV :
—————————————————————————————————————————————————————— MSLIATVGPTGEVENRLNIVD FVENERFFTLYVRESLEL
———————————————————————————————————————————————— MASVEP IKTFEIR(KGFVETHAERKS IRDLNEEE LDELIEAWRY
———————————————————————————————————————————— MSTDIEFATTGVETTPSSNGAVE LRRELRDLOQNY PEQFRLYLLGLED
PSYFYNRTC(QCS GHFMGFHC GHCKFGFGGPNC TERRYL TRRNT F-DL 3V SERNKFFS YL TLAKHT TS - VYV T PTETYGQMNNGS -~ TPHF-
PSYFYNRTC(QCS GHFMGFHCGHCKFGFGPNC TERRL LVRRNTF-DL3APEKDEFFAYLTLAKHTTS §-DYVT PIGTYGQMENGS -~ TPHF- :

: EFIDLCHOCRDFVYNEALFVY 3L AVATLHRIDCHGIALPPIQEIFPDEFVPVETIVEAFFEATRHADKTLD ITVDHEATGTIMD FEYNLAYY - &
: DFIHLAQQARDIVNEGLFVY 3V3VAILHRDDCRGYTVPPIQEIFPDRFVPAETYNQAVEAD LERQZEDEDVLVEIQETGNILL PEHELAYF- &

Cup

: AALLELERTGREDA AFILGDTDN-———-————————- EVDA :
LQAKEDHZDYSSFFQLAGIHGLPFIEHAKERPSMLYK [FALT =
IDDPARTGEDSFF’YLAGLHGEPFRGAGYNNSH[J]’[J ————————— KACE :

: FOGLDEAKLDSFYQVAGIRIGMP FEPWAGYPSDTDWIQP GESGFGGYL RSV =
: NDINI-—---- DL SRDTLLGGSEIWR-———-——- ELTG :
: NDINI-----—- iDL SMDALLGGYEIWRE-———--—-—- KLTG :
: -ELPADD-PENFYOQALVISICAYCHGEYVITDYPDE-——--——~ KLIG :
————————— FEDIGIN. —— e e FMGL =

————————— REPIGAN. R R, HTGL

¢ SVALPYUDWSADRSTRISLW---4PDFLGGTGRIRD G-~ -0VHD GPFAAS - - - --~ AG-—mmmmm e WP INVEVD G-~ -~~~ TFL :
¢ EVAKEFTENQTDUVALNDLEQPYWDWGFELMP PDEVIENEEVN I THVD GEE I 3VENP ILEYHFHP ID P S FEPYGD FATURTTVENFDENER. -
¢ DVSLPYWDESDDETAREGIPLIFTQFEYEGEINE LY SV TFSERIVDRLAKFFDADVEEF QYT CRYPYSGLCGODD IATAQOHINNFLDANF &
¢ AVAQEFPVEGGLRAKTVALAKD FRAPYFDWAS QP PEGTLAFFES LS SRTIQWVDVD GETKS INNP LHRFTFHEYNF SPGDFIALITSRYPSTY &
¢ DENFTYPYWDIRDAENCDIC---TDEYLGGRHPENPN---LLEPASFF35--MQIICS-R-5---EE¥----N3-HQVLCDGT-P---EGPL :
¢ DENFTIFYWDWRDAEECDIC---TDEYHGGOHPTHPN---LL3PASFFSS--WOIVCS-R-L---EE¥----N3-HQ3LCHGT-P---EGFL :
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------- - S.antTY: Streptomyces antibioticus Tyrosinase (P07524)

P O¥IN---- 536 A_bisTY: Agaricus bisporus Tyrosinase (CAA11562)

A.oryTY: Aspergillus oryzae Tyrosinase (BAA07149)

: N.craTY: Neurospora crassa Tyrosinase (YRNC)

_______ : - M.musTY: Mus musculus Tyrosinase (BAA00341)

------- - H.sapTY: Homo sapiens Tyrosinase (AAKO0805)

------- P 1._batCO: Ipomoea batatas Catecholoxidase (CAC29040)
““““ o E.calHC: Eurypelma californicum Hamocyanin,
Untereinheiten ¢ (Q9NFL6) und f (QONFL5)
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8.2 Sequenzierungsergebnisse

Die Analyse erfolgte mittels Massenspektrometrie am Institut fur Immunologie der

Johannes Gutenberg-Universitat in Mainz.

Probe 1: Hadmocyanin aus Eurypelma californicum (0,75 mg ml™)

(7 verschiedene Untereinheiten (a-g) mit jeweils 60-65 kDa)

Quervernetzung durch Tyrosinase aus Streptomyces antibioticus (17 ug ml™")

250

150 N -

100

75 Dimer
50

37

25 10 % Polyacrylamid-Gel

20 , Molekulargewicht in kDa

Analyse der Dimer-Bande:

Protein Accession No. | Intensity Score Peptide matches
hemocyanin chain a P14750 56 16
hemocyanin chain b Q9FH9 1437 37
hemocyanin chain c Q9FL6 907 29
hemocyanin chain d P02241 46 9
hemocyanin chain e P02242 76 14
hemocyanin chain f Q9FL5 119 16
hemocyanin chain g QONFL4 - 0

Der Intensity Score reprasentiert die relative Signalstarke (in willkirlichen Einheiten). Peptide mat-
ches gibt die Anzahl der unterschiedlichen Peptidfragmente an, deren Sequenz mit dem Protein
Ubereinstimmt. Die Daten dokumentieren eindeutig die Dominanz der Untereinheiten b und c.
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Detektierte Fragmente der Hdmocyanin-Untereinheit b (Original-Daten):

wlllle QANFLE Hemocyanin & chain
wllll= PO4264 Keratin type |l oy
wllllc P36527 Keratin type | oyt D
ullll= P13645 Keratin type | oyt - - -
wlll+ P35908 Keratin type Il oy Submitted Mass | Submitted Charge | Experimental Mass {114 Delta (Da) | Delta A|
wlll= POO7E1 Trypsin pracursor 1528.8428 2 1627.8351 1527.8339 |-0.0012 -0.7494
wlll= QAMNFLA Hemocyanin F chain 1075.6237 2 10746158 1074.6185 |0.0037 2,489
wlll« P02533 Keratin type | oyt 532.4993 2 831.4915 B31.4966  [0.0051 5.0926
. 1R01 TRE 1R01 FRA? 00103 )
slli= P02242 Hemocyanin E chain | % 0|
2y B86.25
3- 100 - 5204
5 7" 333 g g 6773 soss
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Detektierte Fragmente der Hadmocyanin-Untereinheit ¢ (Original-Daten):

[ workflow Results (549 proteins)
wlll= QANFHY Hemocyanin B chain
BB 03MFLE Hemocyanin C chain
wlll= PO4264 Keratin type || oy
L aseaT veraln woe o < >
wlll= P13645 Keratin type | oyt - - -
wlllc P35908 Keratin type Il oy Submitted Mass | Submitted Charge | Expetimental Mass {14} Delta (Daj | Delta A|
wlli= POOTET Trypsin precursor 1516.8303 2 15156.8225 15158298 |0.0073 48318
wlll= QIMFLS Hemocyanin F chain 49228494 2 491.28118 491.2856 0.0038 T.76483
wlllc P02533 Keratin type | oyt 869 5509 2 868.5431 868 5454 0.0063 T.233 =
| 187 ANAT 1874871 00123 fAaz2r ||
wlll= PO2242 Hemacyanin E chain ~| “ [»
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Probe 2: Hdmocyanin aus Eurypelma californicum (0,75 mg ml™)

(7 verschiedene Untereinheiten (a-g) mit jeweils 60-65 kDa)

Quervernetzung durch SDS-Aktivierung zur Phenoloxidase (0,1 % SDS)
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Analyse der Dimer-Bande:

Dimer

$—— Tetramer

\ Trimer

7,5 % Polyacrylamid-Gel
Molekulargewicht in kDa

Protein Accession No. Intensity Score Intensity Score
(sample a) (sample b)
hemocyanin chain a P14750 60 37
hemocyanin chain b Q9FH9 160 69
hemocyanin chain c Q9FL6 160 104
hemocyanin chain d P02241 70 44
hemocyanin chain e P02242 130 160
hemocyanin chain f Q9FL5 175 82
hemocyanin chain g QONFL4 106 94
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Analyse der Trimer-Bande:

Protein Accession No. Intensity Score Intensity Score
(sample a) (sample b)
hemocyanin chain a P14750 75 105
hemocyanin chain b Q9FH9 80 73
hemocyanin chain c Q9FL6 150 158
hemocyanin chain d P02241 605 735
hemocyanin chain e P02242 360 690
hemocyanin chain f Q9FLS 581 950
hemocyanin chain g QONFL4 386 700

Analyse der Tetramer-Bande:

Protein Accession No. Intensity Score Intensity Score
(sample a) (sample b)
hemocyanin chain a P14750 150 335
hemocyanin chain b Q9FH9 321 409
hemocyanin chain ¢ Q9FL6 220 550
hemocyanin chain d P02241 300 692
hemocyanin chain e P02242 292 800
hemocyanin chain f Q9FLS 460 734
hemocyanin chain g QONFL4 260 742

Die Daten der drei Tabellen dokumentieren eindeutig, dass keine der sieben Unte-

reinheiten in den analysierten Oligomeren dominiert.
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