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I. Einleiggng

Wie in den letzten Jahren gezeigt wurde, kOnnen mehrere Bakte-
rien und Hefen auf Methanol als einziger Kohlenstoff- und Ener-
giequelle wachsen. Da diese Organismen auch biotechnologisch
Interesse gefunden haben, wurden eine Reihe von stoffwechsel-
physiologischen Untersuchungen ihres C1-Metabolismus durchge-
fiihrt (Ubersichtsartikel: QUAYLE, 1972; REUSS et al., 1974;
SAHM, 1977; TANI et al., 1978; COLBY et al., 1979).

Die Methanol-verwertenden Hefen, die den Gattungen Candida,
Hansenula, Pichia und Torulopsis angehbren, oxidieren das Metha-
nol mit Hilfe einer Alkoholoxidase zu Formaldehyd und Wasser-
stoffperoxid. Dieses Enzym wurde von TANI et al. (1972 a, 1972 b)
und KATO et al. (1976) aus Kloeckera sp., von SAHM und WAGNER
(1973 a) aus Candida boidinii, von FUJIX und TONOMURA (1972) aus
Candida N-16 und von VAN DIJKEN (1976) und KATO et al. (1976)
aus Hansenula polymorpha isoliert und charakterisiert. In allen
Fillen wurden hohe Molekulargewichte (600 000 - 670 000) gefun-
den und FAD als prosthetische Gruppe der Alkoholoxidasen iden-
tifiziert. Ein &hnliches Enzym beschrieben JANSSEN et al. (1965)
aus Polyporus sp., einem Basidiomyceten.

Der bei dexr Methanol-Oxidation entstehende Formaldehyd wird im
dissimilatorischen Stoffwechsel der Hefen iiber Formiat zu Koh-
lendioxid oxidiert (Abb.1). Die Formaldehyd Dehydrogenase wurde
aus verschiedenen Hefen isoliert (SCHUTTE et al., 1976; KATO

et al., 1972; VAN DIJKEN, 1976). Das Enzym ist von reduzier-
tem Glutathion abhidngig und tibertrégt den Wasserstoff auf NAD.
Das sich aus Formaldehyd und Glutathion spontan bildende Hemi-
mercaptal ist das eigentliche Substrat der Formaldehyd Dehydro-
genase, go daB das Reaktlonsprodukt S-Formylglutathion ist, wel-
ches entweder durch das Folgeenzym Formiat Dehydrggenase, oder
durch eine Hydrolase (SCHUTTE et al., 1976) zu Formiat und
Glutathion hydrolysiert wird. Wie die Formaldehyd Dehydrogenasen,
sind auch die Formiat Dehydrogenasen aus Hefen (SCHUTTE et al.,
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Abb. 1: Methanol-Oxidation durch Methanol-verwertende Hefen.
I:Alkoholoxidase, IIL: Katalase, III: Formaldehyd De-
hydrogenase, 1IV: Formiat Dehydrogenase. (SAHM, 1977)

1976; KATO et al., 1974; VAN DIJKEN, 1976) NAD~abhidngige Enzyme
mit untereinander sehr &hnlichen molekularen und kinetischen
Eigenschaften.

Das zweite Reaktionsprodukt der Alkoholoxidase-Reaktion, Was-
serstoffperoxid, ist ein Zellgift und kann von der Katalase
entweder zu Sauerstoff und HZO disproportioniert oder peroxi-
dativ mit Methanol zu Formaldehyd und HZO umngesetzt werden.
Bei den Methanol-verwertenden Hefen {iberwiegt die peroxidative
Reaktion (FUJII und TONOMURA, 1972; ROGGENKAMP et al., 1974;
VAN DIJKEN, 1976). Die Katalase wird, wie auch die anderen
Enzyme der Methanol-Oxidation in methylotrophen Hefen, durch
Methanol induziert (ROGGENKAMP et al., 1974).

Wasserstoffperoxid-freisetzende Oxidasen und Katalase sind so-
wohl in tierischen als auch pflanzlichen Zellen hdufig in spe-
zlellen Zellkompartimenten, den Microbodies, lokalisiert worden
(TOLBERT, 1971; DE DUVE und BAUHUIN, 1966). Auch die Alkohol-
oxldase und Katalase der Methanol-verwertenden Hefen konnten



in Microbodies nachgewiesen werden, wie elektronenmikroskopische
Untersuchungen in Verbindung mit cytochemischen Férbetechniken
(VAN DIJKEN et al. 1975; VEENHUIS et al., 1976; FUKUI et al.,
1975) und die Isalierung und enzymatische Analyse dieser Orga-
nelle (ROGGENKAMP et al., 1975; FUKUI et al., 1975) ergaben.

In diesen Microbodies wurden ferner kristalloide Einschliisse
begbachtet, die wahrscheinlich von der Alkoholoxidase gebil-

det werden (SAHM et al., 1975).

Die Assimilation von c1-VErbindungen erfolgt in methylotrophen
Bakterien entweder auf der Oxidationsstufe des Kohlendioxids
(Calvin Zyklus) oder des Formaldehyds. Dieser kann mit einem
Cs-Zucker kondensieren (Ribulose Monophosphat oder Quayle Zyklus)
oder mit Glycin reagieren und als Serin in den anabolen Stoff-
wechsel eingeschleust werden.(SAHM, 1977; COLBY et al., 1979).
Kiirzlich wurde flir drel Methanol-verwertende Hefen ein vierter
Agsimilationsweg beschrieben, bei dem der Cg-Zucker Xylulose-
~5-Phosphat das Akzeptormolekll £flr den Formaldehyd ist (VAN
DIJKEN et al., 1978; KATO et al., 1979).

Bisher nur flr drel Vertretermycelbildender Pilze, den Ascomy-
ceten Gliocladium deliquescens, FPaeoilomyoces varioti (SAKAGUCHI
et al., 1975) und Trichoderma lignorum (TYE und WILLETTS, 1973)
wurde eine Verwertung von Methanol als einziger Kohlenstoff-
und Energlequelle beschrieben. In Pgecilomyces varioti wird
die Methanol-Oxidation durcheine NaD-abhidngige Dehydrogenase
katalysiert, wdhrend fUr Glioocladium deliquescens der enzyma-
tische Mechanismus dieser Reaktion noch ungekléxrt ist. Diese
beiden Organismen assimilieren c1-Verbindungen wahrschelnlich
tber den Serin-Weg.

KERWIN und RUELIUS (1969) wiesen in Zellhomogenaten von sechs
verschiedenen Basidiomyceten z.T. sehr hohe Alkoholoxidase~
Aktivititen nach; die Basidiomyceten stellen den gr&ften Teil
der saprophytisch oder parasitisch auf Holz wachsenden Mikro-
organigimen, die neben der Cellulose und den Hemicellulosen auch



das Lignin angreifen. Lignin ist aus teilweise methoxylierten
Phenylpropan-Monomeren aufgebaut, die untereinander durch ver-
schiedenartige Bindungen vernetzt sind (Abb. 2)

HE=0 [CH,0H]

Abb. 2: Schematischer Augschnitt des Ligninmolekiils. (ANDER
und ERIKSSON, 1978)

Die physiologische Unterteilung holzzerstBrender Basidiomyceten
in Erreger der Braunfiule, die die cellulose- und hemicellulo-
seartigen Bestandtelle des Holzes zersetzen und in Erregexr der
WelB8fdule, die das Lignin angreifen (BAVENDAMM, 1928; DAVIDSON
et al., 1938), mu8 nach neueren Untersuchungen (SUNDMAN und
NASE, 1971) dahingehend korrigiext werden, daB viele dieser
Pilze Lignin und Cellulose gleichzeitig verwerten und insbeson-
dere Braunfiulepilze zur Demethylierung des Lignins befihigt
8ind (Ubersichtsartikel: KIRK, 1971; HIGUCHI, 1971; KIRK, 1975 a;



KIRK et al., 1977; Ander und ERIKSSON, 1978; CRAWFORD und CRAW-
FORD, 1980). Diese Feststellung wurde an natlirlichen, aus Holz
extrahierten Ligninen durch chemische Analysen (KIRK und Adler,
1970; KIRK und Chang, 1974, 1975; KIRK, 1975 b) und auch an syn-
thetischem, radioaktiv markiertem Lignin (DHP), welches durch
Dehydropolymerisation von Coniferylalkohol mit Peroxidase ge-
wonnen wird, durch die Freisetzung von 14CO2 aus marklerten
Methoxylgruppen (HAXIDER und TROJANOWSKI, 1975, 1978; KIRK et
al., 1975) gemacht. Versuche zur Aufkldrung enzymatischer Me-
chanismen des Ligninangrlffs erwiesen sich dagegen als HuBerst
schwieriqg, wenn als Substrat natiirliches, oder DHP-Lignin ver-
wendet wurde (ERIKSSON, 1979). Daher wurden flir die meisten enzy-
matischen Untersuchungen monomere oder dimere Lignin-Modellsub-~
stanzen verwendet. Im folgenden sind die bisher bekannten Mecha-
nismen der c1-Abspa1tung aus solchen Ligninmonomeren aufgefihrt.

a) Intrazellullre Mono-Oxygenasen, die methoxylierte Benzoesdu-
ren demethylieren und hydroxylieren, sind hauptséchlich fiir
Bakterien, aber auch fiir einige Pilze beschrieben worden. Diese
Enzyme bendtigen verschiedene Cofaktoren, wie NAD(P)H und Glu-
tathion und spalten die Methoxylgruppen als Formaldehyd ab.
Mono~-Oxygenasen wurden in vielen Pseudomonaden (CARTWRIGHT und
BUSWELL, 1967, 1969; RIBBONS, 1970; BUSWELL und MAHMOOD, 1972;
BERNHARDT et al., 1975; s. auch ANDER und ERIKSSON, 1978) und
in den Pilzen Xerocomus badius und Chaetomium piluliferum
(PASECZYNSKI und TROJANOWSKI, 1977), Polystictus sanguineus
(MINAMI et al., 1965) und Poria subacida (FUKUZUMI et al., 1969)
nachgewlesen. Die Demethylierung und Hydroxylierung verleiht
dem aromatischen Ring eine grbBere Hydrophilie und exmiglicht
die Ringspaltung durch Dloxygenasen (Abb.. 3), die beil Bakterien
sowohl intradiol (ortho), als auch extradiol (meta) erfolgen
kann (STANIER und ORNSTON, 1973).
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Abb. 3: Verschiedene Wege der mikrobiellen Umsetzung von Vera-
trumsdure (I), Isovanillinsiure (II) und Vanillins#ure
(III); (CRAWFORD und CRAWFORD, 1980)

b) In Zellextrakten von Pseudomonas putida (SPARNINGS und DAG-
LEY, 1975) und Arthrobacter sp. (LEE et al., 1978) wurde eine
andere Demethylierungssequenz nachgewiesen, bel dexr eine der
Methoxylgruppen erst nach einer meta-Ringspaltung als Methanol
freigesetzt wird (Abb. 4; Abb. 5). Anders als bei ortho-Ring-
spaltungen, die iiber f-Ketoadipat zu den Spaltungsprodukten
Succinat und Acetyl-CoA filhren (STANIER und ORNSTON, 1973),
wird bei der in Abbildung 5 dargestellten Reaktionsfolge der
aromatische Ring iibexr Methoxymaleins&ure zu Methanol, Pyruvat
und Oxalessigsdure umgesetzt.
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(SPARNINGS und DAGLEY, 1975)
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Abb. 5: Abbau von 2,4,5-Trimethoxybenzoesiure (I) durch Arthro-
bacter sp.; eilne Methoxylgruppe wird nach der Ringspal-
tung aus Methoxymaleinsdure (IV) als Methanol freige-
setzt. (LEE et al., 1978)



¢) Den extrazelluldren Phenoloxidasen Laccase (02: Diphenol
Oxidoreduktase) und Peroxidase (Donator: H202 Oxidoreduktase)
wurden viele verschiedene Funktionen beim Ligninabbau zuge-
schrieben, so auch Demethylierungsaktivitdten. Mit Hilfe selek-
tiver Enzyminhibitoren fanden TROJANOWSKI et al. (1966), das

die Peroxidase und Laccase des Basidiomyceten Pholiota mutabilis
die Demethylierung von Lignin und Vanillins&ure katalysieren.

In den Untersuchungen von ISHIHARA und MIYAZAKI (1974) und
ISHIHARA und ISHIHARA (1975, 1976) wurden kleine Mengen Methanol
als Produkt der Demethylierung von Lignin und Lignin-Modellsub-
stanzen mit gereinigter Laccase des Basidiomyceten Polyporus
versicolor gemessen. Abbildung 6 zeigt die Reaktion dieser Lac-
case mit Syringasdure (3,5-Dimethoxy-4-Hydroxybenzoesdure). Die
komplexe Reaktionsstdchiometrie, bei der ein Achtel der Methoxyl-
gruppen als Methanol freigesetzt werden, wird von den Autoren
durch einen freien Radikalmechanismus erklédrt.

0
2
HeCO 0CHy
0o
COGH
A2

4
H3CO OCHgq

oH -0, COOH

Haco’Q‘OCH3 + CH30H

0
H3CO ::j 0
3 0

Abb. 6: Laccase-katalysierte Umsetzung von Syringasdure. (ISHI
HARA und ISHIHARA, 1976)
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d) Wihrend bei den vorgenannten Beispielen der primire Angriff
auf methoxyliexrte Benzoesduren, die, zumindest teilweise De-
methylierung und Hydroxylierung des aromatischen Ringes ist,
kann auch eine Decarboxylierung die Oxidation dieser Aromaten
initiieren (Abb.3). Eine nicht-oxidative Decarboxylierung wvon
Vanillinsdure (3-Methoxy-4-Hydroxybenzoesdure) zu Guaiacol
(2-Methoxyphenol) ist von einigen Stdmmen von Baeillus megate-
rZum und von einem Streptomyces sp. bekannt (CRAWFORD und PER-
KINS-OLSON, 1978). Exst kiirzlich publizierte Untersuchungen
weisen darauf hin, daB eine oxldative Decarboxylierungsreaktion
bei dem Abbau von Benzoes#ure-Derivaten durch Pilze von Bedeu-
tung ist, obwohl solche oxidative Decarboxylierungen schon seit
lingerem fiir Pilze beschrieben wurden (HENDERSON, 1957; FUKUZUMI
et al., 1964; KIRK und LORENZ, 1973). Die oxidative Decarboxy-
lierung der Vanillins#dure zu Methoxyhydrochinon wurde in Zell-
extrakten und mit angereicherten Enzymprédparaten des WeiBfiule~-
pllzes Sporotrichum pulverulentum untersucht (BUSWELL et al.,
1979; YAJIMA et al., 1979). BUSWELL und ERIKSSON (1979) beschrie-
ben ebenfalls die Ringspaltung von Hydroxychinol; obwohl der
Mechanismus der Demethylierung noch nicht gekl&drt ist, vermutet
ERIKSSON (1979), da8 in vivo die dritte Hydroxylgruppe durch
Hydroxylierung und nicht durch Demethylierung in den Ring ein-
gefilhrt wird (Abb. 7). Das die Vanillins#ure decarboxylierende
Enzym ist filir para-Hydroxybenzoesiuren spezifisch. Abweichend
von bisher bekannten, zumeist bakteriellen, ringspaltenden
Dioxygenasen, sind ortho-Dihydroxybenzoesduren fiir Polyporus
dichrous (KIRK und LORENZ, 1973) und Sporotrichum pulverulentum
(BUSWELL und ERIKSSON, 1979) keine Substrate ringspaltender
Enzyme; eine dritte Hydroxylgruppe scheint fiir die Ringspaltung
durch diese Organilsmen notwendig zu sein.
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COOH OH

NAD(P)H
—2>- +Co,
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Vanillinsaure Methoxyhydrochinon
OH
OH o COOH COOH
\ Qcoon NADPH COOH
OH (o] [o]
Hydroxychinol Maleylacetat B-Ketoadipat

Abb. 7: Vanillinsdure-Oxidation durch Sporotrichum pulverulen-—
tum. (BUSWELL et al., 1979; BUSWELL und ERIKSSON, 1979)

Aus einer Reihe von Untersuchungen geht hervor, daB holzzexr-
setzende Basidiomyceten bei dem Angriff auf das Lignin redu~
zierte C1-Verbindungen abspalten. Die Fragestellung der vor-
liegenden Arbeit war, ob und in welcher Weise solche Verbindungen
durch diese hdheren Pilze verwertet werden kdnnen.
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II. Material und Methoden

1. Organismen

Die in dieser Arbeit untersuchten Organismen geh®ren zu den holz-

zersetzenden hotheren Pilzen.

Die beiden methanolverwertenden

Hefestdmme wurden fiir vergleichende enzymatische Untersuchungen

verwendet (Tab. 1).

Tab. 1: Verwendete Organismen

Fiulnistyp Herkunft
Basidiomycetes
Coniophora puteana (Nr. 15) Braunféule Dr. XK. Haider

FAL Braunschweig

Lenzites abientina (Nr. 68) Braunféule n
Lenzites septaria (Nxr. 885) Braunfiule "
Lenzites trabea (Nr. 109) Braunfdule "
Merulius lacrymans (Nr. 1) Braunfiule "
Merulius silvester (Nr. 213) Braunféule "
Polyetictus versicolor WeiBflule "
Poria contigua (Nr. 361) Braunfdule "
Poria monticola (Nr. 280) Braunfiule "
Poria vaporaria (Nr. 125) Braunfdule "

Bjeskandera adusta (23585b)

Sehizophyllum commune
Agroeybe aegerita (Ac. Ital.)
Pleurotus oetreatus (vierea II)
Polyporus adustus

Polyporus adustus
{Cellulase-less Mutante)
Polyporus obtusus

Ascomycetes
Chaetomium pilulsferum

Hefen
Candida boidini<i
Hansenula polymorpha

nicht bekannt
WeiBfdule
nicht bekannt
WeiBfdule
WeiBfdule

WeiBfdule

Moderfiule

Prof. F. Oberwink-
ler, Universitdt
Tibingen

un

Dr. F. gadra¥il
FAL Braunschweig
n
ATCC 28 315
ATCC 28 312

ATCC 26 733

Dr. K. Haider
FAL Braunschweig

ATCC 32195
CBS 4732
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2. Chemikalien

AuBer den hier aufgefilhrten Substanzen wurden analysenreine

Chemikalien der Firma Merck, Darmstadt, verwendet.

Agarose
2-Amino-1,2,4~triazol

2,2'-Azino-di~-(3-aethyl-
~benzthiazolin-sulfonat-6)

Bacto-Agar
Bathophenanthrolin
D-Aminosdure Oxidase
3,3'-Diaminobenzidin

3,4-Dihydroxybenzoesiure
(Protocatechusdure)

Eichproteine flir die Gel-
filtration

Eichproteine fpr die SDS-Poly-
acrylamidgel Elektrophorese

Freund's adjuvant
Hefeextrakt
Isovanillinsdure
Methoxyhydrochinon
4-Nitroblautetrazoliumchlorid
Pektin

Peroxidase
Phenazin-methosulfat
Sephacryl S$-300
Sephadex G-50
Ultrafilter UM 10, UM 05
Vanillins&ure

Serva Heidelberg
Serva Heidelberg
Boehringexr Mannheim

Difco Laboratories Detroit, USA
Serva Heidelberg

Boehringer Mannheim

Sexrva Heldelberg

Roth Karlsruhe

Pharmacia Uppsala, Schweden
Boehringer Mannheim

Calbiochem GieBen

Difco Laboratories Detroit, USA
Serva Heidelberg
Aldrich-Burope Nettetal
Serva Heldelberg

Serva Heidelberg

Boehringer Mannheim

Serva Heidelberg

Pharmacia Uppsala, Schweden
Pharmacia Uppsala, Schweden
Amicon Witten

Serva Heidelberg

Antiserum gegen die Alkoholoxidase aus Candida boidinii wurde
freundlicherweise von Dr. L. Eggeling (IBT dexr KFA Jdlich) zur

Verfiigung gestellt.
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3. Nihrmedien und Kulturbedingungen

a) Medien fiixr Basidiomyceten

Komplettmediums
Hefeextrakt 4 g
Malzextrakt 10 g der pH wurde auf
Glukose 4 g 6 eingestellt
Agqua deion. 1000 ml

Semisynthetisches Medium:

KH2P04 1 g
K,HPO, 1 g
(NH4)2504 2 g
NaNO3 1 g
KCL 0.5 g
MgSO4 x 7 H20 0.5 g
Hefeextrakt 0.5 g
FeCl, x 6 H20 5 mg
3 der pH wurde auf
Cacl2 5 mg
Mnso4 % 1 H20 4 ng 6 eingestellt
ZnSO4 x 7 Hzo 1 mg

Ammoniumheptamolybdat 0.5 mg

H,BO, 0.5 mg
CuSO4 x5 H20 0.5 mg
Biotin 0.1 mg
Thiamin 1.0 mg
Riboflavin _ 1.0 mg
Nicotinsdure : 1.0 mg
Glukose 10.0 g
Agua deion. 1000 ml

Derivate der Benzoes#ure wurden 0.05 % (g/v) zugegeben.

b) Medien flixr Hefen

Candida botdinii und Hansenula polymorpha wurden nach dex
Vorschrift von SAHM und WAGNER (1972) kultiviert.
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Komplettmedium: wie 3.a) jedoch wurde der pH auf 7 eingestellt.

Minimalmedium:
NH,NO, 2 g
(NH,), 80, 2 g
KH2P04 1 g
KZHPO 4 2 g
NaZHPO4 x 2 Hzo 1 g
MgSO, x 7 H,O0 0.2 g
KCL 0.2 g
H3BO, 0.5 mg der pH wurde auf
Cus0, X 5 Hy0 0.04 mg 5 eingestellt
KJ 0.1 mg
FeCl3 X6 HZO 0.2 mg
MnSO4 % 1 H20 0.4 mg
ZnSO4 x 7 HZO 0.4 mg
Ammoniumheptamolybdat 0.2 mg
Biotin 0.05 mg
Thiamin 0.1 mg
Aqua deion. 1000 mi
Methanol abs. 10 ml (nach dem Autoklavieren)

Zur Verfestigung dexr Medien wuxde 2 % (g/v) Bacto-Agar zuge-
setzt. Die Medien wurden 20 Minuten im gespannten Dampf beil

120 °c autoklaviert.

¢) Kulturbedingungen flir Basidiomyceten

S8@mtliche Kulturen wurden submers auf einexr rotierenden Schiit-
telmaschine gezilchtet. Erlenmeyer Kolben der folgenden GroBSen
wurden verwendet: 100 ml-Kolben mit 20 ml Medium, 500 ml-~Kolben
(zweli seitliche Einstiche) mit 100 ml Medium und 2 1-Kolben
(zwei seitliche Einstiche) mit 500 ml Medium. Die Umdrehungs-—
zahl dexr Schiittelmaschine betrug fiir 100 ml- und 500 ml-Kolben
100 U/min und filxr 2 l-Kolben 90 U/min bei einer Inkubations-
temperatur von 27 oc. Fir das Beimpfen der Fliissigmedien wurde
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entweder eine Mycelsuspension oder ausgestanzte Scheiben (@ 1 cm)
von der Peripherie bewachsener Agarplatten veryendet. Zur Her-
stellung von Mycelsuspensionen wurden die Organismen auf ver-
festigtem Komplettmedium in 500 ml-Erlenmeyer Kolben kulti-
viert; nach zwei Wochen Inkubation wurde das Luftmycel mit 20 ml
Saline (0.9 % NaCl) abgeschwemmt, durch Schiitteln mit Glas-
perlen (¢ 0.5 mm) zerkleinert und durch Glaswolle filtriert.

Ein Milliliter dieser Suspension diente als Inoculum fiir 100 ml
Medium. Die Inkubationszeiten betrugen, je nach Stamm, 9 bis

20 ?age. ‘

d) Kulturbedingungen filr Hefen

Submerskulturen der Hefen wurden auf einer rotierenden Schiit~
telmaschine (100 U/min) in 500 ml-Erlenmeyer Kolben mit zwei
seitlichen Binstichten, die je 100 ml Medium enthielten, ange-
zogen. Die Inkubationstemperatur betrug 30 %c. Als Impfmaterial
fiilr das Minimalmedium diente 1 ml einer zweimal mit 0.9 % NaCl
gewaschenen Kultur, die 20 Stunden in Komplettmedium gewachsen
war. Die Inkubationszeit betrug 48 Stunden.

4. Herstellung von zellfreien Extrakten

a) Ernte und Zellaufschlu8 von Basidiomyceten

Die Kultur wurde mit Hilfe eines Blichner-Trichters abfiltriert
und mehrere Male mit 0.05 M Kaliumphosphat Puffer pH 7.5 ge-
waschen, bis das Filtrat annihernd farblos war. Zellmaterial,
welches nicht sofort weiterverarbeitet wurde, wurde in Portio-
nen von 15 — 20 g NaSgewicht in Polyallomexr—RS8hrchen (¢ 2.5 cm)
bei -20 °¢c aufbewahrt.

ZellaufschluB mit dexr x-Presse:
Die bei ~20 ¢ gelagerten Mycelien wurden im gefrorenen Zustand
in eine, bei -20 oc vorgekiihlte x~Presse (AB Blox, Nacka, Schwe~
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den) {iberfiilirt, eine Stunde bei -20 °c belassen, und dann mit
einer Hydraulik-Presse 3 - 6-mal durch eine Uffnung von 0.8 mm
Durchmesser gedriickt. Der so erhaltene Rohextrakt wurde in einem
doppelten Volumen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, ph 7.5, unter
pH-Kontrolle aufgetaut.

ZellaufschluB mit der French Presse:

Die aus der Kulturldsung abfiltrierten und gewaschenen Mycelien
wurden in einem dreifachen Volumen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer,
PH 7.5, aufgenommen und im Eisbad 1 min mit einem Ultra-Turrax
(Fanke und Kunkel, Staufen/Br.) suspendiert. Das Zellmaterial
wurde dann 3-mal bei 1300 Atm. durch eine French Presse (Ameri~
can Instrument Co., Silver Springs, Md.) gedrilickt.

ZellaufschluB mit Glasperlen:

Flir gr8Bere Mengen aufzuschlieBenden Zellmaterials wurde eine
Zellmidhle (Dyno-Mill, Bachofen AG, Basel) verwendet. Die My-
celien, wie oben beschrieben mit einem Ultra-~Turrax vorsuspen-
diert, wurden 10 min bei 7 ¢ gemahlen. Durch Dekantieren und
einmaliges Nachspililen wurde der Rohextrakt von den Glasperlen
( 0.5 - 0.75 mm) abgetrennt.

Die Zelltriimmer der Rohextrakte wurden bei 30 000 oder 48 000 g
und 4 oc, 30 min abzentrifugiert. Die gewonnenen Ubersténde

dienten als zellfreie Extrakte.

b) Ernte und ZellaufschluB8 von Hefen

Die durch Zentrifugation geernteten Zellen (5 min, 4000 g) wur-
den zweimal mit 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5, gewaschen
und in demselben Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluf ex-

folgte mit der x~Presse wie 4.a).
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5. Bestimmungsmethoden enzymatischer Aktivitdten

Die Aktivitdt der folgenden Enzyme wurde bei 30 °C bestimmt.

Zur Messung von Oxidase-Aktivitdten wurden luftgesdttigte L&~
sungen verwendet. Eine Enzymeinheit (U) entsprach einem umol um-
gesetzten Substrats, bzw. gebildeten Produkts pro Minute unter
den angegebenen Bedingungen. Spezifische Aktivitdten sind in
U/mg Protein ausgedriickt.

a) Alkoholoxidase , Messung der Wasserstoffperoxid-Freisetzung

Wie von SAHM und WAGNER (1973) beschrieben, wurde die Wassexr-
stoffperoxid-Bildung kolorimetrisch verfolgt. Einzelheiten der
Indikatorreaktion sind wvon WAHLEFELD (1971) untersucht worden.

Reaktionsansatz (1 ml):
50 pmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5
100 pmol Methanol

2 pmol ABTS
30 Peroxidase
Enzym

Die Oxidation des Chromophors ABTS durch Hzo2 wurde bei 420 nm
registriert ( €= 43.2 cmZ[pmol). Dieser Nachweis der Alkohol-
oxidase-Aktivitdt war auch qualitativ zur Visualisierung des
Enzyms in Polyacrylamidgelen anwendbar.

b) Alkoholoxidase, Messung der Sauerstoffabnahme

Der Sauverstoffverbrauch der Reaktion wurde polarographisch mit
einer Clark-Elektrode (Yellow Springs Instrument Co., Inc, USA)
verfolgt.

Reaktionsansatz (3 ml):

150 wmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5
300 pmol Methanol

Enzym
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Fliir die Berechnung wurde ein Sauefrstoffgehalt der luftgesittigten
Inkubationsldsung bei 30 °c von 240 uM vorausgesetzt. (DAWES,
1972). Diese Aktivitdtsmessung: der Alkohol Oxidase war um den
Faktor 10 unempfindlicher als die kolorimetrische HZOZ-Bestim-
mung, war jedoch wenig st8ranfdllig gegen zusdtzlich im Reak-
tionsansatz vorhandene Substanzen (endogene Substrate in zell-
freien Extrakten, Aktivitdtsmessungen in Gegenwart von Redoxsub-

stanzen) .
¢) Katalase

Auf Grund der Absorption von Wasserstoffperoxid im ultraviolet-
ten Licht 14Bt sich die Katalasereaktion durch die Extinktions-
abnahme bei 240 nm ( €= 0.040 cmz/ymol) messen (AEBI, 1974).

Reaktionsansatz (1 ml):
50 pmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.0
10 pmol H,O0,
Enzymlésung (AE < 0.04/min)

Im Gegensatz zu unter Substratsittigung ablaufenden Reaktionen
ist die Katalase-Reaktion eine Reaktion erster Ordnung, bei der
eine direkte Proportionalit#t zwischen Substratkonzentration
und Spaltungsgeschwindigkeit besteht. Um den MeBfehlex klein

zu halten, wurden tdglich frische HZOZ—Verdﬁnnungen verwendet
und der Reaktionsverlauf wdhrend der ersten 30 - 60 sec aus-

gewertet.

d} Formaldehyd Dehydrogenase

Die Aktivitidtsbestimmung wurde in einem Ansatz nach SCHUTTE
et al., (1976) durchgefiihrt.



- 20 -

Reaktionsansatz (3 ml):
100 pmol Natriumphosphat Puffer, pH 8.0
6 pmol reduziertes Glutathion
3 pmol NAD
3.3 pmol Formaldehyd
begrenzende Mengen Enzymldsung

Die Reduktion des NAD wurde bei 340 nm ( €= 6.22 cmz/pmol) ver-
folgt. Es wurden jeweils drel Ansétze, die mit Glutathion, NAD
und Formaldehyd gegen entsprechende Blindwerte gestartet wurden,
demessen.

e) Formiat Dehydrogenase

Die Enyzmaktivitit wurde ebenfalls nach SCHUTTE et al., (1976)
bestimmt.

Reakﬁionsansatz {3 ml):
150 pmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5
5 umol NAD
500 pmol Natriumformiat
begrenzende Mengen Enzymldsung

Auch hier wurde die Reduktion des NAD bei 340 nm ( €= 6.22 cmz/pmol
verfolgt.

£) Vanillins8ure Hydroxylase

Das Enzym katalysiert eine NADH-abhidngige, oxidative Decarboxy-
lierung der Vanillinslure (BUSWELL et al., 1979; YAJIMA et al.,
1979). Der Sauerstoffverbrauch der Reaktion wurde in einer
OZ—MeBzelle bestimmt (s. 5.b).

Reaktionsansatz (3 ml):
150 pmol Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5
3 pmol NADH
3 pmol Vanillinsfure
10 - 15 myg Protein
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Die untersuchten Enzymprédparate wiesen relativ hohe NADH~Oxi-
dase-Aktivitdten auf; diese wurden jeweils von dem Gesamtsauer-—
stoffverbrauch (in Gegenwart von NADH und Vanillins#ure) sub-
trahiert.

Qualitativer Nachweis der Vanillinssure Hydroxylase in Poly-

acrylamidgelen

Tetrazoliumsalze werden, zusammen mit dem Elektroneniibertréger

Phenazinmethosulfat, zum optischen Nachweis von NADH verwendet

(SKYRING et al., 1970). Da bei der Vanillinsdure Hydroxylase-

Reaktion NADH verbraucht wird, wurde eine Negativfdrbung durch-

gefilhrt, die zu Aufhellungszonen im Bereich aktiver Protein-

banden fithrte. Nach der Elektrophorese wurden die Gele jeweils

30 Minuten in den folgenden L&sungen inkubiert:

A. 0.1 M VanillinsHure, 1.3 mM NADH, geldst in 0.05 M Tris-HCl
Puffer, pH 7.5

B. 0.3 mM p-Nitro~blautetrazoliumchlorid, 0.065 mM Phenazin-
methosulfat, 0.2 mM Mnclz, geldst in 0.05 M Tris-HCl Puffer,
PH 7.5.

Nach der Bandenentwicklung wurden die Gele in 7 %-~iger Essig-

sdure lichtgeschiitzt aufbewahrt.

6. Gelelektrophoretische Trennungen

Analytische und préparative Polyacrylamidgel Elektrophoresen
wurden mit 7 %~igen Flachgelen in einem Plattengel-Elektropho-
resegeridt (HSlzel, Minchen) bel 4 9¢ @qurchgefihrt.

a) Analytische Polyacrylamidgel Elektrophoresen

Die Dicke der Flachgele betrug 1.5 mm. Das Trennsystem war eine
Modifikation nach MAURER (1971):



Losung Nr.

L&sung Nr.

Losung Nr.

Ldsung Nr.

L&sung Nr.

L3sung Nr.
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Trenngelpuffer
3 M Tris-HCl, 0.23 % (V/V) TEMED, pH 8.9

30.0 ¢ Acrylamid
0.8 g Bis
mit HZO auf 100 ml aufgefiillt

0.14 g Ammoniumperoxodisulfat / 100 ml HZO
Sammelgelpuffer
0.49 M Tris-HCl, 0.46 % (V/V) TEMED, pH 6.7

12.0 g Acrylamid
0.8 g Bis
mit H20 auf 100 ml aufgefiillt

4.0 mg Riboflavin / 100 ml H20

Mischungsverhdltnis fiir das Trenngel:

Nr. 1 1 Teil

Nr. 2 1.9 Teile
Nr. 3 4 Teile
HZO 1.1 Telile

Mischungsverhdltnis fiir das Sammelgel:

Nr. 4 1 Teil
Nr. 5 2 Teile
Nr. 6 1 Tedil
Hzo 4 Teile
Elektrodenpuffer:

0.6 g Tris, 28.8 g Glyein / 1 1, pH 8.3

Nach der Elektrophorese (7 mA, 200 V) wurden die Gele Uber
Nacht geffrbt (0.05 % Coomassieblau R 250, 25 % Isopropyl-Alko-
hol, 10 % Essigsdure) und danach in 10 % Essigsiure entférbt.
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b) Prdparative Polyacrylamidgel Elektrophorese

Das Gelsystem entsprach dem unter 6.a beschriebenen und, 5 mm
dicke Gele wurden verwendet. Je nach Trennproblem wurden 40 - 90
mg Protein auf ein Gel aufgetragen. Zur Lokalisierung der Pro-
teinbanden nach der Elektrophorese (20 mA, 300 V) diente ein
Papierabdruck (Whatman Nr. 1) des Gels: das Papier wurde 5 Mi-
nuten auf dem Gel belassen, getrocknet, in Coomassieblau~Lésung
(s. 6.a) gefidrbt, in 10 $-iger Essigsdure entfdrbt und wieder
getrocknet. Der Papierabdruck wurde seitenverkehrt im Durch-
licht unter das Gel gelegt und die Enzymbande ausgeschnitten.
Zur Identifizierung von Enzymbanden in den Gelen erfolgten
Aktivitdtsanfidrbungen, die mit den dazugehdrigen Papierabdriicken
verglichen wurden. Flavoenzyme, wie die Alkoholoxidase, waren
dariiberhinaus als schwach gelbe Banden im Gel sichtbar.

Die Gelbanden wurden bei =20 %¢ eingefroren, in der x-Presse
zerkleinert und in H20 suspendiert. Die Suspensionen wurden iber
Nacht bei 4 °c gerithrt und dann in einem Ti 50-Rotor 1 Stunde
zentrifugiert. Dieser Extraktionsvorgang wurde 1-mal wiederholt,
die vereinigten Uberstinde gegen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer,
PH 7.5 dialysiert und liber einem Amicon Ultrafilter eingeengt.

¢) Polyacrylamidgel Elektrophoresen in Gegenwart von Natrium=—
dodecylsulfat (SDS)

SDS-Gelelektrophoresen wurden mit Gelsystemen nach WEBER und
OSBORN {1969) und nach NEVILLE (1971) durchgefiihrt.

SDS-Elektrophorese nach WEBER und OSBORN:
Ldsung Nr. 1: Gelpuffer

7.8 ¢ NaH2P04

25.6 ¢ NazHPO4

2 g SDS

in 1000 ml entliiftetem H20



Losung Nr. 2: 22.2 g Acrylamid
0.6 g Bis

mit HZO auf 100 ml aufgefiillt

Loésung Nr. 3: 150 mg Ammoniumperoxsdisulfat / 10 ml H20

Mischungsverhdltnis £iixr ein 10 %$-iges Gel:

Nr. 1 15 ml
Nr. 2 13.5 ml
Nr. 3 1.5 ml
TEMED 0.045 ml
Elektrodenpuffer:

Gelpuffer, 1:2 mit H,0 verdinnt

2

Probenvorbehandlung:
2 Stunden Inkubation bei 50 °C in 10 mM Natrium=-
phosphat Puffer, pK 7.0, mit 1 % SDS und 1 % (V/V)
2=-Mercaptodthanol

SDS~Elektrophorese nach NEVILLE:
Losung A: oberer Elektrodenpuffer
0.04 M Borsdure
0.041 M Tris
0.1 % SDS
PH 8.64

LOsung B: unterer Elektrodenpuffer
0.424 M Tris-HCL
pH 9.18

Ldsung Nxr. 1: 55 g Acrylamid
mit B auf 100 ml aufgefiillt
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Ldsung Nr. 2: 1 g Bis
mit B auf 100 ml aufgefiillt

Ldsung Nr. 3: 0.75 ml TEMED / 100 ml B
Ldsung Nr. 4: 0.5 g Ammoniumperoxodisulfat / 100 ml B

Ldsung Nr. 5: Sammelgel Puffer
0.216 M Tris-H2804
0.33 % (V/V) TEMED
pH 6.1

Ldsung Nr. 6: 12.0 g Acrylamid
0.8 g Bis

mit HZO auf 100 ml aufgefillt

Ldsung Nr. 7: 4 mg Riboflavin / 100 ml H20

Mischungsverh#dltnis fiir das Trenngel (11 %-ig):

Nr. 1 2 Teile
Nr. 2 1 Teil
Nr. 3 1 Teil
Nr. 4 1 Teil
B 5 Teile

Mischungsverh8ltnis fiir das Sammelgel:
Nr. 5 1 Teil
Nx. 6 2 Teile
Nr. 7 1 Teil
H20 4 Teile

Probenvorbereitung:
1 Minute bei 100 °C in 0.216 M Tris-H,SO, Puffer,

pH 6.1, mit 2 % SDS und 10 % (V/V) 2-Mercapto-

dthanol.
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SpS—-Elekirophoresen zur Bestimmung des Molekulargewichts von
Enzymuntereinheiten wurden in Gegenwart geeigneter Eichproteine
durchgefithrt. Die Gele wurden nach der Methode von FAIRBANKS

et al., (1971) angefdrbt.

7. Saccharose-Gradienten Zentrifugation

Die Alkoholoxidase aus Poria contigua konnte durch Saccharose-
Gradienten Zentrifugation nach GOLDTHWAITE und BOGORAD (1971)

aus vorgereinigten Prédparaten isoliert werden. Probenvolumina von
0.5 ml (4.0 - 4.5 mg Protein) wurden auf lineare, 11 ml Sac-
charose Gradienten geschichtet, die mit einem Dichtegradienten-
former (Beckman Instruments GmbH, Minchen) in éw—41 Zellulose-
Nitrat Zentrifugenrdhrchen hergestellt wurden. Die Saccharosekon-
zentration reichte von 0.2 bis 0.7 M (7 - 24 % g/V) und war beil
pH 7.5 nmit 0.02 M Tris-—HZSO4 gepuffert. Die Gradienten wurden

17 Stunden in einem SW-41 Rotor bei 28 00O Upm und 4 °c zentri-
fugiert. Die Fraktionierung der Gradienten nach der Zentrifuga-
tion erfolgte mit einem Elutionsgerdt (Beckman Instruments) von
oben, indem 1 M Saccharose (34 g/V) von unten nachgepumpt wurde.
Wihrend der Elution wurde die Absorption bei 280 nm in einem
DurchfluBphotometer reglstriert und die entsprechenden Fraktionen
gesammelt.

8., Elektronenmikroskopische Methoden

a) Cytochemische Fédrbetéechniken

Katalase und Alkoholoxidase von Porig contigua wurden mittels

der 3,3'-Dlaminobenzidin (DAB) Reaktion elektronenmikroskopisch

in Microbodies lokalisiexrt. Diese Methode wurde von NOVIKOFF

und GOLDFISCHER (1969) beschrieben; sie basiert auf der enzyma-
tischen Oxidation von DAB durch Wasserstoffperoxld zu einem
Phenazin-Polymer, welches am Ort der H202~Entstehung mit Osmium-
tetroxid ein unldsliches, amorphes, elektronendichtes Chelat bildet.
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Die in Kulturmedium suspendierten Mycelien wurden durch tropfen-
welise Zugabe von Glutaraldehyd (2% V/V) fixiert und dann mit

0.1 M Tris-HCl Puffer, pH 8.5 gewaschen. Die Inkubationsl8sung
fiir die Katalase-Anfirbung (VAN DIJKEN et al., 1975) bestand

aus: 10 mg DAB und 0.06% HZO2 in 5 ml 0.1 M Bicarbonat Puffer,

PH 10.5. Die Proben wurden 2 Stunden bei 37 oC inkubiert. In

den Kontrollen fehlte entweder DAB oder HZOZ' Einem zus&tzlichen
Kontrollansatz wurde der Katalase Inhibitor 3-Amino-1,2,4~-triazol
(HEIM et al., 1956; MARGOLIASH et al., 1960) zugesetzt.

Die Inkubationsl®sung zur Anfirbung der Alkoholoxidase (VEEN-
HUIS et al., 1976) bestand aus: 10 mg DAB und 50 mM Methanol in
O.1 M Tris-HCl Puffer, pH 8.5. Die Proben wurden 2 Stunden bei

37 °C unter Sauerstoff-Begasung inkubiert. Methanol-freie Inkuba-
tionsl¥sungen dienten als Kontrollen.

Die Mycelien wurden in einer 2% (g/V) Mischung von OsO4 und
K,Cr,0, 16 Stunden bei 4 °C nachfixiert und in SPURR's (1969)
Epoxyharz eingebettet. Diinnschnitte wurden mit einem LKB Ultro-
tom III angefertigt und auf Formvar-beschichtete Kupfernetze
ibexrfihrt. Die mit Bleicitrat angefdrbten Diinnschnitte (VENABLE
und COGGESHALL, 1965) wurden in einem Phillips EM 400 Elektro-
nenmikroskop ausgewertet.

b) Elektronenmikroskopische Analyse der Alkoholoxidase

Aufgrund des hohen Molekulargewichts der Alkoholoxidase war es
mdglich, das Enzym elektrxonenoptisch abzubilden. Jeweils ein
Tropfen Enzymldsung wurde auf Objekttrigern (Formvar-beschichtete
Kupfernetze) aufgezogen und mit 2% Uranylacetat negativ ange-
f4rbt. Die Préparate wurden in einem Siemens Elmiskop I Elektro-
nenmikroskop ausgewertet und bei einer Primirvergréferung von

80 000:1 photographiert.
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9. Immunologische Methoden

a) Préparation des Antiserums

Gegen die Alkoholoxidase aus Poria contigua gerichtete Anti-
kérper wurden durch Injektion des gereinigten Enzyms in Kanin-
chen entwickelt. Dazu wurden 2.3 mg Enzym, geldst in 1 ml 0.05

M Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5, zusammen mit 1 ml Freund's
complete adjuvant und 0.2 ml 9 % NaCl-Ldsung, subkutan einem
Kaninchen jinjiziert. Zwei weitere Injektionen (je 1.9 mg Protein)
folgten in wochentlichen Absténden. Das Blut wurde von der Ohr-
vene des Tieres entnommen. Nach Gerinnung des Blutes wurde das
Sexum abpipettiert und be -20 %¢ aufbewahrt.

b) Immunodiffusion und Immunoelektrophorese

Doppel=~Immunodiffusionen (OUCHTERLONY, 1958) wurden in 2 %-igen
Agarose~gelen durchgefiihrt, die 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5, mit
0.005 % Merthiolat enthielten.

Fiir die Immunoelektrophorese wurden Agarose-Elektrophoreseplat-
ten (Corning ACI, Californien USA) verwendet. Der Elektroden-

puffer war 0.05 M Barbital-HCl, pH 8.6. Bei der Elektrophorese

(30 min) wurden 15 V/cm angelegt.

10. Weitere Methoden

a)} Proteinbestimmung

Flir Proben mit Broteingehalten > 0.5 mg/ml wurde die Biuret
Reaktion (GORNALL et al., 1949) durchgeflihrt. Das Buiret Reagenz
bestand aus:

9 g K-Na~Tratrat

3 g CuSO4 x5 H2°

5 g KJ
geldst in 1000 ml 0.2 N NaOH.
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0.2 ml Probe wurden mit H20 auf 1 ml aufgefiillt und mit 0.2 ml

3 M Trichloressigsdure ausgefdllt. Nach Zentrifugation und Ver-
werfen des Uberstandes wurde das Prizipitat in 0.2 ml H20 aufge-
nommen, mit 1 ml Biuret Reagenz versetzt und nach 30 min bei

546 nm gemessen. Als Standard diente Rinderserumalbumin.

Die Proteinbestimmung nach LOWRY et al., (1951) wurde fiir dia-
lysierte Prédparate mit geringen Proteinkonzentrationen angewen-—

det.

b) Proteinaussalzung mit Ammoniumsulfat

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden alle Fdllungen
bei 0°¢ durchgefithrt und zur Gleichgewichtseinstellung mindestens
2 Stunden geriihrt. Ammoniumsulfatkonzentrationen wurden nach der
folgenden Formel berechnet:

_ 1.77 * V_* (S5-s)
Gramm (NH,),50, = 3754 = 5

Volumen der Ldsung in ml
S bzw. s = gewinschte bzw. vorliegende Ammoniumsulfat-
sittigung bei 0°c in Bruchteilen von 1.

<
|4

c) Priparation und Bestimmung von Formaldehyd

Als Substrat filr die Alkoholoxidase diente Formaldehyd, der aus
Paraformaldehyd gewonnen wurde: 0.5 g Paraformaldehyd / 5 ml H o]
wurden in einer zugeschmolzenden Ampulle 15 Stunden bei 100 c
gehalten. Da der Depolymerisationsgrad des Produktes nicht leicht
zu bestimmen ist und Repolymerisation eintreten kann, wurde
kHufliche Formaldehydldsung (Merck, mit 10 % Methanol stabili-
siert) als Standard verwendet. Die Bestimmung von Formaldehyd
durch die Chromotropsiure-Reaktion wurde von FRISELL und MACKEN-
ZIE (1958) beschrieben; das Reagenz besteht aus:

0.5 ¢ Chromotropsdure
geldst in 50 ml Hzo
und 200 ml 12.5 M H,S0,.
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Abb. 9: Standardkurve zur Formaldehyd-Bestimmung nach NASH (1953)
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Die Empfindlichkeit der Reaktion konnte erh&ht werden, indem
nur 1 ml Chromotropsiure Reagenz zu 1 ml Probe gegehen wurde.
Nach 30 min Inkubation bei 100 °C wurde die Farbentwicklung bei
570 nm gemessen (Abb. 7).

Das Reagenz fiir die Formaldehyd-Bestimmung nach NASH (1953) be-
stand aus:
2 mol Ammoniumacetat

0.05 mol Essigséure

0.02 mol Acetylaceton
mit Hzo auf 1000 ml aufgefiillt. o
1 ml Reagenz und 1 ml Probe wurden gemischt, 10 min bei 60°C
inkubiert und bei 412 nm gemessen (Abb. 8).

d) Metall-Spurenanalysen

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Nicht-H&m Eisen mit Batho-
phenanthrolin (DOEG und ZIEGLER, 1962) wurde das von SCHERER
(1978) modifizierte Verfahren angewendet. Die Empfindlichkeit
dieser Methode ist sehr hoch: Eisenkonzentrationen bis zu
10 ¢ M kénnen quantifiziert werden. Weitere Spurenanalysen von
Fe und Zn erfolgten mittels Atomabsorptions- und Atomemissions-
spektral-Messungen.

e) FAD-Bestimmung

FAD wurde aus hitzedenaturierten Enzymextrakten (2 min, 100 oC)
durch Dinnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten identi-
fiziert. Zwei Laufmittel kamen zur Anwendung (PAZUR und KLEPPE,
1964):

I. n-Butanol, Methanol, 0.05 % NaZHP04, 4:1:2 (v/v)

II. n-Butanol, Aceton, Essigsiure, Hzo, 5:2:1:3 (V/V),

Die Quantifizierung des FAD erfolgte, ebenfalls in hitzedena-
turierten Enzymextrakten, nach Zentrifugation (20 min, TI-50
Rotor, 35 000 Upm) anhand der Absorption des tUberstandes bei
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450 nm. Fiir die Berechnung wurde der Extinktionskoeffizient

-3 . ~1__-1
€450 nm = 11.3 - 10 3 M 1cm (WHITBY, 1953) zugrundegelegt.

Eine weitere Mdglichkeit zur Abldsung des FAD von Enzymprotein
bestand in einer 5-minfitigen Inkubation des Enzyms in Gegenwart
von 2 % SDS bei 60 ©c. pie FAD-Konzentration wurde ebenfalls
durch die Absorption bei 450 nm berechnet.

Die enzymatische FAD-Bestimmung mit der D-Aminosiure Oxidase
(MASSEY und CURTI, 1966) beruht darauf, das das Apoenzym der
D-Aminosiure mit FAD zum aktiven Holoenzym rekombiniert. Akti-
vititsmessungen der D~Aminosdure Oxidase wurden mit einer
Sauerstoffelektrode durchgeflihrt; die FAD-Konzentration der

Proben und der Reaktivierungsgrad der apo-D-Aminosiure Oxidase
wurden {lber eine Eichkurve korreliert.

£y Sulfhydrylgruppen Analyse

Das Reagenz 5,5'-Dithiobis(2-Nitrobenzoesdure) (DTNB) wuxde
von ELLMAN (1959) zum Nachweis von Thiolgruppen entwickelt.
Nach der Vorschrift von HABEEBR (1972) wurden die Gesamt-Sulf-
hydrylgruppen {nach Denaturierung mit SDS) und die durch das

Reagenz "erreichbaren". Sulfhydrylgruppen der nativen Alkohol™
oxidase photometrisch bestimmt.

g} Extraktion und Dinnschichtchromatographie von Aromaten

Die Extraktion und Konzentrlerung aromatischer Verbindungen
folgte der Vorschrlft von YAJIMA et al., (1979):

1 ml wdBriger Lbsung (Enzymreaktions—Anshitze, zellfreile Extrakte)
wurden mit 0.1 ml 20 3 (V/V) HZSO4 und 25 mg Natriumdithionit
versetzt und zweimal mit 3 ml EssigsHurelithylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Fraktionen wurden flber wasserfrelem
Na2504 getrocknet und unter Stickstoffbegasung zur Trockene
eingedampft. Der Rilckstand wurde in 0.1 ml Essigsfureithylestex
aufgenommen und auf Kieselgel chromatographiert (Kieselgel 60



- 33 -

F254 DC-Fertigplatten mit Konzentrierungzone, Merck). Als Lauf-
mittel wurden verwendet:

I. Benzol, Dioxan, Essigs#dure, 195:25:4

II. pibuthylither, Essigsiure, 10:1.

h) Aminos{ureanalyse

Plir die Aminosiureanalyse wurde das gereinigte Enzymprotein

20 Stunden bei 110 °C in evakulerten, zugeschmolzenen Ampullen
hydrolysiert. Das Hydrolat wurde in einem Beckman Multichrom
Aminosdure~Analysator analysiert.

1) Analytische Ultrazentrifugation zur Molekulargewichtsbe-

stimmung

Sedimentations~Gleichgewichts Ultrazentrifugationen erfolgten
in einer analytischen Ultrazentrifuge (Beckman, Spinco E), die
mit einem Monochromator und photoelektrischem Scanner ausge-
ristet war. Die Alkoholoxidase war in O©0.01 M Kaliumphosphat
Puffer, pH 7.6 geldst,und Proteinkonzentrationen wurden durch
die Absorption bei 280 nm gemessen.
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1. Vorkommen von C1~oxidierenden Enzymen in einigen holzzer-
setzenden Pilzen

Die zellfreien Extrakte einiger holzzersetzender Basidiomyceten
enthielten, neben der Alkoholoxidase, eine Formaldehyd behydro-
genase und eine Pormiat Dehydrogenase (Tab. 2). Mit Hilfe dieser
drei Enzyme kann Methanol bis zum 002 oxidiert werden. Die Ak~
tivitéten der Formaldehyd Dehydrogenasen waren von reduziertem
Glutathion abhéngig; fiir die Formaldehyd Dehydrogenasen Metha-
nol-vexwertender Hefen ist Glutathion ebenfalls ein essentieller
Cofaktor (SAHM, 1977).

Tab. 2: Intrazelluldres Vorkommen C,-oxidlerender Enzyme in
einigen hSheren Pilzen, die’'auf Komplettmédium kulti-
viert wurden.

Organismus Alkohol- Formaldehyd Formiat
oxidase Dehydrogenase Dehydrogenase
Pleurotus ostreatus + + +
Poria contigua +++ Hebt +++
Lenzitee abientina + ++ -
Chaetomium piluliferum - - -
Polystictus versicolor - - -
Bjeskandera adusta - ++ +
Polyporus obtusue + + +
Polyporus adustus 28312 ++ + +
Polyporus adustus 28315 + t t
Sehizophyllum commune + + &
Agrocybe aegerita - + *

Die Ndhrstoffanspriiche der verschiedenen Pilzarten sind schr
unterschiedlich, was auf ihre parasitische oder saprophytische
Lebenswelse zurlickgefithrt werden kann. Diese Organismen sind
zumeist auxotroph beziiglich einzelner oder mehrerer Vitamine und
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Aminosduren; sie k&Snnen auBerdem Spezialisierungen gegeniiber

der Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und in Bezug auf die As-
similierbarkeit von Schwefel ausgebildet haben (MULLER und
LOEFFLER, 1971; WORGAN, 1968). Fiir den WeiBfdulepilz Polyporus
obtusus und den Braunfiulepilz Poria contigua wurde versucht,

mit einem definierten Nihrmedium sowohl das Wachstum als auch

die Produktion der interessierenden Enzyme zu optimieren (Tab. 3).

Tab. 3: Wachstum (11 ~ 14 Tage) von Poria contigua und Polyporus
obtusus auf verschiedenen Substraten. Es wurde das semi-
synthetische Medium (s.YI.3.) unter Zugabe der angege-
benen C- und N-Quellen verwendet.

Poria contigua Polyporus obtusus

C-Quelle N-Quelle CH 40H Alkoholoxidase Alkoholoxidase
(1_%) (g/1) (0.5 %) (U/mg) (%) (u/mg)
Glukose 2 (NH4)ZSO4 - 0.092 9 -
+ 1 NaNO3
Glycerin " - 0.057 6 -
Succinat " - - - kein Wachstum
Mannit " - 0.005 0.5 -
Glukose " + 0.114 11 -
Glycerin u + 0.205 20 -
Suceinat " + - - kein Wachstum
Mannit " + 0.013 1.3 -
Glukose " - - - -
~ Hefeextrakt
Glukose 1 NaNO3 - 0.240 22 0.003
Glukose 2 (NH4)2SO4 - 0.137 14 -
Glukose 2 NH4NO3 - 0. 101 10 -
Glukose 2.3 Asparagin -~ 1.010 100 0.004
Cellobiose " - 0.330 33 nicht getestet
Komplettmedium 2.3 0.7

(9 Tage Wachs~ (20 Tage Wachs-
tum) tum)
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Tn einem semisynthetischen Mineralsalzmedium {(+ 0.5 g/l Hefe-
extrakt) waren Glukose als Kohlenstoff- und Asparagin als Stick-
stoffquelle die giinstigste Kombination der getesteten Substrate.
Die Zugabe von Methanol fiihrte zu keiner signifikanten Steigerung
der Alkoholoxidase~aktivititen der Kulturen. Das Wachstum und

die Alkoholoxidase-Aktivit#ten waren in allen Ansétzen geringer
als auf Xomplettmedium. Der WeiBf#ulepilz Polyporus obtusus zelg-
te unter diesen Bedingungen keine oder nur sehr geringe Enzym-
aktivititen. Keiner der untersuchten Pilzstidmme konnte Methanol
als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle verwerten, obwohl

bel der Oxidation des Methanols zu c02 2 NADH gewonnen werden
kénnen.

Das Wachstum von Basidiomyceten in Submerskultur erfolgt unter
Bildung von pellets(METZ und KOSSEN, 1977) verschiedener GrdBe
und Anheftung fléchiger Mycelien an die Gef&Bwandungen. Diese
uneinheitliche Wachstumsform erschwerte eine reproduzierbare
Kultivierung der Organismen und ftihrte, trotz standardisierter
Animpfverfahren, zu zeitlichen Verschiebungen des Wachstums und
der Enzymbildung der Kulturen. Der Wachstumsverlauf des Braun-~
flulepilzes Poria contigua und das Auftreten von C1-oxidierenden
Enzymaktivitdten ist in Abbildung 10 a dargestellt. Als Wachs-
tumsparameter diente das Myceltrockengewicht jeweils eines

100 ml-Kulturansatzes; ein paralleler Ansatz wurde zur Bestim-
mung intrazelluldrer Enzymaktivititen geerntet. Das Exrscheinen
der Alkocholoxidase-Aktivit#t in der stationiren Wachstumsphase
bei pH-Werten >6 ist in tbereinstimmung mit den Ergebnissen

von KERWIN und RUELIUS (1969), und bestitigte sich auch fiixr die
anderen, in dieser Arbeit untersuchten Basidiomyceten. Ein wei-
terer, flir alle untersuchten Stémme gliltiger Befund war, daB,
solange Glukose in den N&hrmedien vorhanden war, keine Alkohol-~
oxidase~Aktivitdten nachgewiesen werden konnten. Eine Polyacryl-
amidgel-Elektrophorese der fir die Wachstumskurve verwendeten
zellfreien Mycelextrakte (Abb. 10 b) l4Bt den SchluB zu, da8

der Glukose-Effekt auf die Alkoholoxidase nicht auf der Ebene
enzymatischer Inhibition, sondern auf einer Katabolit~Repression
der Enzymsynthese beruht. Den EinfluB verschiedener Substanzen
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Abb. 10 a: Wachstum und Enzymproduktion von Poria contigua.
In Abst#nden von einem Tag wurden in zellfreien
Extrakten dexr auf Komplettmedium gewachsenen Myce-
lien die Enzymaktivitdten bestimmt (AOD: Alkoholoxi-
dase, FADH: Formaldehyd Dehydrogenase, FDH: Formiat
Dehydrogenase); jeweils ein paralleler Kulturansatz
wurde fiir die Trockengewichtsbestimmung verwendet.
Die Glukose-Konzentrationen in den Kulturldsungen
wurden mit einem Glukose-Analysator (Beckman) er-

nmittelt.



Abb. W b Polyaceylanidgel~Elektrophorese dey fiir die Wachs-
tumskurve verwendeten zellfrelen Mycelextrakte. Die

wit ednen Plell gekennszelichnete Proteinbande ent~
spricht der Alkoholoxidase.

aul die Bilduny der Alkoholowidsse zeligten Mycellbertragungs-
experimente. von Glukose~haltligen Medien In dis Yewelligen
Testmedien (Tab. 4). Vanillinsbore, als hdufigstes Produkt des
mikroblellen Ligninabbage (RIRK et al, 19877), wurde jin diese
Untersuchungen elnbezogen, In Kbwesenhelt elner zusitslichen
rehlenstoffquelle, wie Cluhese oder Cellvbione, hatte Vanillin-
siuve slnen deutlich steloprnden Binflud syl die Blkoholoxidase”
Eevlvit@ben der Kulturen. Dieses Ergsbmie war intezessant im
Zusammenhang mit der von HAIDER und TROJANOWSKI (1978) gemach~
e %&0hawﬂtung,'&ag die Gagunwert der Tuackey Glukese, Cellobi~
age und Rylose die Prelgetzong won %Qmﬁﬁfimﬁb@ﬁwmﬂ&w& aus den
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Tab. 4: Myceliibertragungsexperimente mit Poria contigua. 4 Tage
alte, auf Komplettmedium gewachsene Kulturen ohne Alko-
holoxidase-Aktivitdt wurden auf obige Medien ibertragen
und nach 28 Stunden geerntet.

Medium . relative Aktivitdt
der Alkoholoxidase (%)

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, 1 %;

Glukose, 1 % o
Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, 1 %;

Cellobiose, 1 % 0
Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, 1 % o]
Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, 1 %;

Methanol, 0.5 % 2
0.9 % NaCl-L®sung 17

Hefeextrakt, 0.4 %; Malzextrakt, 1 %;
Vanillinsdure, 0.05 % 100

Tab. 5: Enzymaktivitéten der Alkoholoxidase, Formaldehyd Dehy-
: drogenase (FADH) und Formiat Dehydrogenase (FDH); Kul-
turdauer: 14 Tage. Abspaltung von Methoxylgruppen aus
DHP-Lignin in 14 Tagen (HAIDER und TROJANOWSKI, 1978).

Abspaltung von Alkohol- FADH  FDH
—OCH3—Gruppen oxidase

(%) (U/mg) (U/mg) (U/mg)
Merylius lacrymane 2.3 - 0.047 0.002
gerulius silvegter ?.Z - 0.025 0.804

oria monticola . - -

Poriqg vaporaria 2.3 - 0.16(9) 8.8;;
Poriq contigua 12.8 1.32 0.12 -033
Lenzites trabea 24.1 1.20 0.062 8.005
Lenzites sepiaria 2.9 0.02 8.8;9 0.008
Lenzites abientina 15.9 0.10 . .
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Methoxylgruppen 14C—markierten DHP-Lignins hemmt. Mit dieser
Gruppe der von HAIDER und TROJANOWSKI bearbeiteten Pilze wurden
deshalb die C1—oxidierenden Enzyme getestet (Tab. 5). Dabei
zeigte sich, daB die Stémme, die am besten die Methoxylgruppen
aus DHP-Lignin abspalten, auch die h&chsten Alkoholoxidase—Ak-
tivitdten aufwiesen. Diese Experimente kdnnen als ein Hinwels
auf einen Zusammenhang zwischen der Methoxylgruppen—-Abspaltung

aus Lignin und dem Vorhandensein von C1-oxidierenden Enzymen
gewertet werden.

2. Isolierung dexr Alkoholoxidase

Als Ausgangsmaterial fiir die Reinigung der Alkoholoxidase aus
Poria contigua dienten 9 - 10 Tage auf Komplettmedium gewachsene
Kulturen. Das Alkoholoxidase-Enzymprotein machte ca. 4.5 % des
Gesamtproteins von zellfreien Extrakten dieser Mycelien aus. Mit
Ausnahme der Aussalzungsschritte, die bei O °c durchgefilhrt wur-
den, fanden die Enzymreinigungen bei 4 %¢ statt.

a) Aus den braungefirbten zellfreien Extrakten mit Proteinkon~
zentrationen von 5 - 10 mg/ml prizipitierte das Enzym zwischen
55 - 70 %-iger Ammoniumsulfatsittigung der L®sung. Hierzu wurde
den zellfreien Extrakten langsam und unter Rilhren Ammoniumsul-
fat bis zur 55 %-ilgen SHttigung zugesetzt und das gefdllte Pro-
tein durch Zentrifugatién (20 min, 48 000 g) entfernt. Nach
welterer Zugabe von Ammoniumsulfat zum klaren Uberstand bis zux
70 %~igen SHittigung und zwelstiindiger Gleichgewichtseinstellung
wurde das ausgesalzene Protein abzentrifugiert, in einem kleinen
Volumen 0.05 M Kaliumphosphat Puffer, pH 7.5 aufgenommen und

16 Stunden gegen drei Wechsel des gleichen Puffers dialysiext.
Wéhrend der Fédllungen wurde der pH mit einer 10 $~igen Ammoniak-
18sung auf 7.5 gehalten. Die Alkoholoxldase aus Poria contigua

lies sich durch diese Methode mit relativ guten Ausbeuten 6 =~ 8-
fach anreicherxrn (Tab. 6, 7).



Tab. 6: Fraktionierte Aussalzung der Alkoholoxidase aus Poria contiguae mit Ammoniumsulfat

(n.b. = nicht bestimmt)

Volumen Protein Gesamt-

Spezifische Ausbeute Anreicherung
aktivitdt  Aktivitdt
(ml) (mg) (U) (U/mq) (%) ~fach

zellfreier Extrakt 150 647 602 0.93 100 1
(NH4)ZSO4 Fraktionen
O - 55 % Sattigung:

Uberstand 172 n.b. 514 85.4

Prézipitat 150 516 83 0.16 13.8 0.2
55 - 70 % S&ttigung:

Bberstand 175 n.b. 19 3.2

Prézipitat 10.8 66.5 492 7.40 81.7 8
Tab. 7: Reinigung der Alkoholoxidase aus Poria contigua
Reinigungsschritt Volumen Protein Gesamt~ Spezifische Ausbeute Anreicherung

aktivitdt  Aktivitit
(ml) (mg) () (U/mqg) (%) ~-fach

zellfreier Extrakt 250 1554 1476 0.95 100 1
(NH4)ZSO4 Fraktion
55 = 70 % Sdttigung 19 167 1144 6.85 77.5 7.2
Prip. Polyacrylamid
Elektrophorese 35 34 702 20.67 47.6 21.8

...Lv..
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Abb. 11 Coovmassis-angeflrbter Paplerabdruck elnes prig
ven Polvacrylamid Gels, AUD: Alkohuloxid
bande

arati-
~Protein-

by fur welteren Welniguny des Bonzyms slgnete sich die pripara-
tive Polvacpylamid Gel Tlektrophorsse mit 7 %~lgen Gelen, da
unter den vervendeten Bedingubygen die Alkoboloxidase nur ¢a.

1 oom in die Geleelnwanderte. Bl zu 5 md (40 ~ 50 mg Protein)
der durch die Salefhllung vordereinigten Ensynlésuny warde avt
ein Flachgel aufgetrages un 15 » 18 Bhtunden elektrophoretiseh
getrennt. Die longs Blekbrophorssedaver fibrite sy einsr guken
Abtrennung der Premdprotedne wil srlanbie oln sauberes hus~
schaeldan- dey Enmymh&nﬁm ¢ TS 3 &&mh dar H&u@&ﬁm dayr Blko~
nolo¥idiee aus denm Gol, Dialven und Kim%mq@ng'ﬁbmr @inem Ultra~
tilter UM 10 war das Eneym oa. 20-fach sngereichert (Tab. 7)
untt erwies sioh sl elekbrophoretisel redn (Bl 127, Aul diese
welse gerelnlgte Yarympriparate zelgten eline winheitliche Sedi~
mentation bel analyvtleschen Ulteasentrifogationsd. fe. T11.3.3 .




- 4 -

Bbb. 12: Analyvtische Polyacrylamidgel~Elekivophorese gereinig-
ter Slkoholoxidasen sus Porla contigua (1,8), Lensites
trabea (2}, Polyporus odietue {3), Condide botdinid

{4} und Polyporus obtusys 15).

=

Die gerings elektrophoretiache Doweulichke it der Alkoholoxidase
Lied auf ein hobes Molebulargewicht das Eheyns schliieBen. Daher
worde versuebt, dos Ensyn durch Tented fogation dn Bagcharose-
Dlebtegradionten (GOLOTINATYE ond BOGORED, 1071 2w reinigen
(Abb. 13}, Busgebend von den Produkt der Memoniumenl fatfillong
Plihrte sueh diess Methods au elnheltlichen Bnaviprdoaraten,
deren-gpeeidische Mk ivitit dby dew elektrbphovetisch gereinig-
bon Engyne enteprach. Die Lagerutg des Danyes bel 4 ww in Gegen-
WHET voR Natritmerid (0007 e G008 B Rellwphosphat Puffex,
PHOT. 5 fibte Ober glnen Zoitraum von swel Wochen wu h@iﬁmm
wesentlichen Aktivithtsverlust. Das Einfrieren bei 20 °C und
Auftpven hatte einen Akbivititsverlust von ca. 24 % zur Folge.
Ble Kikohsloxidane aus Poria sontipun hatte sin byeites ph-Op-
Elmum ewiechen 7 = 9. Wihrend das Poeyn sebhy alkalistabil war,
flhrten pl-Werte unter 6,5 wu einem raschen und irreversiblen
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Aktivititsverlust. Das Temperaturoptimum der Reaktion lag zwi-
schen 30 und 35 %c.

044
03
g
<
0,2
01+
T T 1 5T
5 10
4 Gradientenvolumen (ml)
oben

Abb. 13: Elutionsprofil eines Saccharose Gradienten zur Reini-
gung der Alkoholoxidase aus Poria contigua. Das Enzym

wurde zwischen 5.0 und 8.0 ml des Gradientenvolumens
eluiert.

Der Literaturvergleich spezifischer Aktivititen von Alkoholoxi-
dasen aus verschiedenen Organismen ist schwierlyg, da gezeigt
wurde, daB8 die Aktivitdt des Enzyms, bedingt durch den hohen
Km-Wert fiir Sauverstoff, stark von dem Sauerstoffgehalt der Test-
ldsung abhiingig ist (VAN DIJKEN et al., 1976) (Abb. 14). Daher
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Abb, 14: Abhdngigkeit der Alkoholoxidase aus Poria contigua
von dem Sauverstoffgehalt der Testl&sungen. a) Testld-
sung Luftsauwerstoff-dquilibriert, b) Testldsung mit

reinem Sauerstoff begast.

Wdre zu einem exakten Vergleich von Alkoholoxidase-aktivitdten
die Kenntnis dex Testbedingungen notwendig. In dieser Arbeit
Wurden Aktivititsmessungen mit luftdquilibrierten L&sungen
durchge fithrt; Bestimmungen spezifischer Aktivitdten waren mit
einem Fehler von * 5 % reproduzierbax. In Tabelle 8 sind einige
Literaturwerte filr spezifische Aktivitdten verschiedener Alko-
holoxidasen zusammengefast und die Werte, die fiir die in dieser
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Arbeit isolierten Enzyme bestimmt wurden. Der Reinheitsgrad der
Priparationen ist aus Abbildung 12 ersichtlich.

Tab. 8: Spezifische Aktivitdten verschiedener Alkoholoxidasen
+Préparat nicht-einheitlich

Alkoholoxidase U/ng Literatur-

gereinigt aus Protein angabe in

Kloeckera sp. 11.0 U/mg Protein TANI et al. 1972 a

Candida boidinii 3.4 U/mg Protein  SAHM und WAGNER,
1973

Candida sp. 3.5 79.1 pl Oy FUJII und TONOMURA,
1972

min . mg Prot.
Hansenula polymorpha  57.9 U/mg Protein VAN DIJKEN, 1976

Polyporus ep. 25.1 157 U/mg N JANSSEN und RUE-
lius, 1968

Poria contigua 20.0 diese Arbeit

Lenzites trabea 22.0 "

Polyporus obtusus ™t 5.8 "

Polyporus adustus 10.5 "

Candida boidinii 7.4 "

Die in dieser Arbeit unter gleichen Bedingungen gemessenen Akti-
vitédten zeigen, da8 Alkoholoxidasen aus verschiedenen Organis-—
men unterschiedliche Stabilititen oder Aktivit#ten aufwelsen.

Zu Vergleichszwecken wurden Anreicherungsgénge fiir die Alkohol-
oxidasen eines welteren Vertreters der Braunfiule~Pilze, Lenzi-
tes trabea, der zwel WeiBfiule-Erreger Polyporus obtusue und

Polyporus aduetus (ATCC 28315) und der Methanol-verwertenden
Hefe Candida boidinii durchgefithrt.

Die Isolierung dexr Alkoholoxidase aus Lenzites trabeq verlief

analog der aus Poria contigua; Ausgangsmaterial waren 15 Tage
gewachsene Kulturen. Ebenfalls durch Ammoniumsulfatfillung
und Elektrophorese wurde das Enzym aus Candida boidinii isoliert.
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Die Fdllungsgrenzen lagen hier zwischen 30 - 80 %-iger Ammonium-
sulfatsédttigung. Die Alkoholoxidase-Aktivitdten der zellfreien
Extrakte betrugen im Mittel 1.0 U/mg Protein. Zellfreie Extrakte
von Polyporus adustus hatten nach 14-tdgigem Wachstum der Kul-
turen Enzymaktivititen von 0.5 - 0.8 U/mg Protein. Der Ammonium-
sulfatfdllung (30 - 70 %) und Elektrophorese wurde eine Sdulen-
chromatographie an Sephacryl S-300 angeschlossen (Abb. 15).
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Abb. 15: Chromatographie eines vorgereinigten Alkoholixéfggg-
Priparates aus Polyporue adustus an Sephacry 3 h. _
Siule: 2.6 x 80 cm; Elutionspuffer: 0.02 M KalNu§p.os
phat Puffer, pH 7.5, mit 0.1 M XCl E?ngégliznsf ;
Druck: 30 cnm H207 pDurchfluf: 10 ml/h;
gréBe: 1.8 ml
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Polyporus obtusus zeigte erst nach einer Kulturdauer von 20 Ta-

gen Alkoholoxidase-Aktivitdt in zellfreien Extrakten (0.3 - 0.7

U/mg Protein). Es wurden die gleichen Anreicherungsschritte wie

fiir das Enzym aus Polyporus adustus durchgefiihrt, die jedoch ein
nicht-einheitliches Prdparat ergaben (Abb. 16, 12).
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3. Charakterisiexrung dexr Alkoholoxidase aus Poria contigua

Molekulargewicht und Aufbau der Untexeinheiten

Die zur Reinigung des Enzyms anwendbaren Techniken lieBen auf
ein hohes Molekulargewicht schlieBen, wie es auch fiir die Alko-
holoxidasen aus Hefen gefunden wurde (SAHM, 1977). Zur Bestimmung
des Molekulargewichtes der Alkoholoxidase aus Poria contigua
Wurde die Sedimentationsgleichgewichts-Methode angewendet. Die
Zentrifugation erfolgte bei 4000 Upm und 5 °C. Nach SVEDBERG
und PEDERSEN (1959) wurde das Molekulargewicht aus semilogarith-
mischen Auftragungen der Absorption gegen das Quadrat des Ab-
standes zum Rotationszentrum (ln ¢ = f (r%)) und der Annahme
eines partiellen spezifischen Volumens von 0.75 cm3/g, auf

610 000 * 500 berechnet. Der Sedimentationskoeffizient

sw,20 = 21.5 ¥ 0.1 wurde durch Sedimentationsznalysen mehrerer
Enzymkonzentrationen bei 30 000 Upm und 18.7 ~C bestimmt.

In Gegenwart des anionischen Detergenz Natrium-Dodecylsulfat
sind die elektrophoretischen Beweglichkeiten von Polypeptiden
dem Logarithmus ihrer Molekulargewichte proportional (WEBER und
OSBORN, 1969). Wie aus Abbildung 17 ersichtlich ist, lie8 sich
das Molekulargewicht der in den Gelen als eine Bande wandernden
Alkoholoxidase-Untereinheiten (Abb. 32) auf 79 000 bestimmen,
wenn man sie in die Auftragung: Beweglicbkeit = £ (log Moleku-
largewicht) einiger Eichproteine einordnete. Innerhalb dex Feh-
lergrenzen war das ein Achtel des Wertes, der flr das Molekular-
gewicht des nativen Enzyms gefunden wurde. Daraus folgt, daB
die Alkoholoxidase aus Poria contigua ein oktameres Enzym ist,
dessen Untereinhelten beziiglich ihres Molekulargewichtes iden-
tisch sind.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestdtigten dieses Un-
tereinheitenmodell. Abbildung 18 zeigt die elektronenmikrosko-
Pische Aufnahme eines negativ angefdrbten Alkoholoxidase-Pxd-
Parats. In Abhingigkeit von ihrer Lage in der Abbildungsebene
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erschienen die Molekiile zwei- oder viergeteilt, woraus sich
eine dreidimensionale Struktur zweier, im Viereck angeordneter,
tibereinanderliegender Tetramere ableiten lieS. Dieses Modell
wurde von KATO et al., (1976) auch fiir die Alkoholoxidasen der
Hefen Hansenula polymorpha und Kloeckera sp. beschrieben.

Absorptionsspektrum und Identifizierung der prosthetischen
GruEEe

0 T T T
Wallenldnge (nm)

1
500 600 700

Poriaq &on-
Abb. 19: Absorptionsspektren der Al¥o§o%9xidase aus _
tiguap(——~) und Cardida boidinii (--—). Die Konzentra

tionen waren: 2.0 mg/ml des Poria—Enzyms uyd 1.6 mg/mi
Candida~Enzyms. Die Alkoholoxidasen waren in 0.1 M Na

triumphosphat Puffer, pH 7.5, geldst.
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Die native Alkoholoxidase aus Poria contigua hatte im sichtbaren
Spektrum Absorptionsmaxima bei 330 und 455 nm, mit einexr Schul-
ter bei 380 nm (Abb. 19). Dieses Spektrum unterschied sich deut-
lich von denen der Alkoholoxidasen aus Hefen (SAHM und WAGNER,
1973a; TANI et al.,1972 b). Ein EinfluB der Reinigungstechnik
auf das Absorptionsspektrum der Alkoholoxidase aus Poria conti-
gua konnte ausgeschlosgsen werden, da das in dieser Arbeit durxch
die gleiche Methode isolierte Enzym aus Candida boidinii ein Ab-
sorptionsspektrum zeigte, welches den Literaturangaben entsprach.
Die Maxima lagen bei 370 und 467 nm, mit einer Schulter bei 395
nm (Abb. 19). Die Spektren der gereinigten Alkoholoxidasen aus

Lenazites trabea und Polyporus adustus glichen dem des Porzia-
Enzyms.

Das Differenzspektrum des Poriq-Enzyms zwischen oxidiertem und
substratreduziertem Zustand war das eines Flavins (Abb. 20).
Das durch Hitzedenaturierung aus dem Enzym extrahierte Flavin

konnte dinnschichtchromatographisch als FAD identifiziert wer-
den (Tab. 9).

Tab. 9: Identifizierung der prostethischen Gruppe der Alkohol-
oxidase aus Poria contigua

Substanz RF in Laufmittel I RF in Laufmittel II
Riboflavin 0.58 0.41

FMN 0.40 0.14

FAD 0.20 0.1
Enzymextrakt 0.20

0. 11

Die zur Quantifizierung des FAD angewendeten Methoden ergaben
Werte zwischen 7.3 und 8.0 mol FAD/mol Enzym (Tab. 10, Abb. 21).

Es kann deshalb angenommen werden, das jede der acht Enzymun-
tereinheiten ein FAD enthilt.



-~ 53 =~

o R

Absorption

Absorption

Wellenldnge (nm)

Abb. 20: Spektren der Alkoholoxidase aus Poria contigua im
oxidierten (1) und substratreduzierten (2) Zustand,
und Differenz dleser Spektren (1)-(2). Absorptions-
spektrum des Enzyms in der Gegenwart von 1.5 mM
Natriumazid (3). Die Enzymkonzentration war 2.9 mg/ml

0.1 M Natriumphosphat Puffer, pH 7.5.
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Abb. 21: Spektrum der Alkoholoxidase aus Poria contigua, aerob
(1) und nach Inkubation mit 2 % Natrium Dodecylsulfat

(5 min, 60 ©C) (2). Die Enzymkonzentration war 3.050
mg/ml Natriumphosphat Puffer, pH 7.5.

Das Absorptionsspektrum der Alkoholoxidase war den Spektren

von Ferroflavoproteinen Shnlich (KOMAT et al., 1969); die Ei-
senbestimmung mit dexr Bathophenanthrolin Methode verlief je-
doch negativ. Ebenso konnten auch mit der Metallspurenanalyse
durch Atomabsorptions— und Atomemissionsmessungen nur subsgtdchio~
metrische Mengen der Metalle Eigen und Zink nachgewlesen werden.
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Tab. 10: Quantifizierung des FAD~Gehaltes der Alkoholoxidase

Methode mol FAD
mol Enzym
Hitzedenaturierung, E 450 7.3
SDS—Denaturierung, E 450 7.5
Apo-D-Aminosiure Oxidase 8.02

Flir die Interpretation des Absorptionsspektrums der Alkoholoxi-
dase aus Porig contigua sind weitere Analysen, beziiglich ande-
rer Metalle, notwendig.

Substratspezifitit

Die Alkoholoxidase katalysiert die Oxidation verschiedener kuxrz-
kettiger, primirer aliphatischer Alkohole. Die apparenten Michae-
liskonstanten und Maximalgeschwindigkeiten (Tab. 11) zeigten,
dag8 die Affinitit zu Methanol am gré8ten war und mit zunehmen-
der Kettenlinge der Substrate abnahm. Die Oxidation von Form-
aldehyd durch das Enzym beruht darauf, daB Formaldehyd in wis-
rigen L&sungen zu 99 % hydratisiert vorliegt und so ein dem
Methanol 4hnliches Molekiil darstellt (BIEBER und TRUMPLER, 1947).
Geringe Aktivitit zeigte das Enzym mit den Substraten Isopropyl
Alkohol, Benzyl Alkohol und 2-Mercaptodthanol, wdhrend 2-Propin-
~1-ol relativ gut umgesetzt wurde. Wegen der erwshnten Sauver-
stofflimitierung der Alkoholoxidase-Testsysteme mu8 betont wer-
den, daf die in Tabelle 11 angegebenen Werte nur fiir die hier
benutzten Testbedingungen giiltig sind und hauptséchlich dem
Vergleich von Substrataffinititen dienten. Sowohl die Michaelis-
konstanten als auch die Maximalgeschwindigkeiten sind von der
Sauerstoffkonzentration abhingig; in Sauerstoff-begasten Ldsun-
gen war die Affinitit zu Methanol schlechtex und der Vmax-Wert
hSher. Dieser Effekt wurde von VAN DIJKEN et al., (1976) mit

der Alkoholoxidase aus Hansenula polymorpha genauer untersucht.
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pab. 11: Substratspezifitét der Alkoholoxidase aus Poria conti-
gua. Die Oxidation von 2-Mercaptoithanol wurde mit dexr
Sauerstoffelektrode gemessen; filr alle anderen Substrate
wurde die Freisetzung von Wasserstoffperoxid gemessen.
-Die apparenten Km und Vmax—Werte wurden nach dex

Gleichung von LINEWEAVER und BURK (1934) bestimmt und

die Koordinatenschnittpunkte durch lineare Regression
ermittelt. (n.b. = nicht bestimmt)

Substrat Apparenter Wert von
K Vmax

(mM) {umol H202~min_1)

{nmol lf‘rote:m)-1
Methanol 0.2 12.8
Kthanol 1.0 12.0
1-Propanol 8.3 9.4
1-Butanol 21.3 n.b.
Isopropyl Alkohol 25.0 n.b.
2~Propin~i-ol 3.2 7.5
Formaldehyd 6.1 1.9
2-Mercaptodthanol 27.2 n.b.

Die Stdchiometrie der durch das Enzym katalysierten Methanol-~
oxidation wurde durch Messung der Wasserstoffperoxid- und Form-
aldehyd-Freisetzung und des Sauverstoffverbrauchs ermittelt. Da~
bel wurde der Substratumsatz mdglichst kleih gehalten, um die

Linearitdt der Reaktion in allen Bestimmungsansitzen zu gewdhr-
leisten (Tab. 12).

Tab. 12: Stbchiometrie der Methanoloxidation.
Das Volumen aller Ansitze betrug 3 ml. Je 20ul Alkohol-
oxidase-Ldsung (0.052 mg Protein/ml) wurden nach 40~

ung ioo—facher Verdlinnung filir die Bestimmungen einge-
setzt.

eingesetztes Sauerstoff- Wasserstoffperoxid-

Formaldehyd-
Methanol verbrauch freisetzung freigegiuﬁg
{umol) {(nmol) {nmol) {nmol)
300 3.6 3.9
300 18.0 20.7 33

17.9
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Die erhaltenen Werte weisen auf eine einfache Reaktionsstéchio-
metrie nach der Gleichung

CH30H + O2 ————» HCHO + H202

hin und sind in Ubereinstimmung mit den Reaktionsgleichungen,
die fiir Alkoholoxidasen aus Hefen beschrieben wurden (SAHM und
WAGNER, 1973 a; TANI et al., 1972 a).

Inhibitoren

Die Sulfhydrylgruppen -Analyse nach ELLMAN (1959) ergab 3.9 mol
~SH/mol Enzym "erreichbare" Sulfhydrylgruppen und 16.7 mol
~SH/mol Enzym nach SbS-Denaturierung. Die 100%-ige Inhibition
der Alkoholoxidase durch das Sulfhydryl-Reagenz p-Chlormercuri-
benzoat (1 mM) zeigte, daB Cysteinreste fiir die Katalyse oder
Strukturerhaltung des Enzyms essentiell sind. Natrium Cyanit

(1 mM) wirkte auch bei niedrigen Methanol-Konzentrationen nicht
inhibierend auf die Enzymaktivit#t. Aktivititsmessungen in Gegen=-
wart von p~Chlormercuribenzoat und Natrium Cyanit wurden mit
der Sauerstoffelektrode durchgefiihrt, da die kolorimetrische
H202-Bestimmung durch diese Substanzen gestdrt wurde.

Natriumazid hemmt die Alkoholoxidase kompetitiv mit Methanol.
Dex K,-Wert wurde nach DIXON (1953) auf 0.02 mM bestimmt (Abb.
22). In Abwesenheit von Methanol bewirkte die Zugabe von Azid
(1.5 mM) eine Farbdnderung der Enzymldsung von gelb nach rot
(Abb. 20). Die Verdringung des Azids vom Enzym durch einen Uber-
Schuf an Methanol zeigte sich auch am Spektrum, welches in die-
Selbe substratreduzierte Form ilberging, wie in Abwesenheit von

Azid (abb. 20).

VAN DIJKEN (1976) isolierte eine rote und gelbe Alkoholoxidase
aus der Hefe Hansenula polymorpha in Abhéngigkeit von den Wachs-
tumsbedingungen des Organismus; trotz ihrer unterschiedlichen
AbSOrptionsspektren waren die kinetischen Eigenschaften der bei-

den Enzympré#parationen sehr hnlich.
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Bbb, 22: DIXON -RAuftragung filr die Alkoholoxidase aus Poria
contigua, mit Methanol als Substrat und Natriumazid
als kompetitiven Inhibitor mit einem Ki-Wert von

0.02 mM. Die Enzymaktlvitit wurde durch Bestimmung
der Wasserstoffperoxid-Freisetzung unter Standardbe-
dingungen gemessen.

Aminosdureanalyse

Die Aminosidure-Zusammensetzung der Alkoholoxidase aus Poria
contigua und dle zweler Alkoholoxidasen aus Hefen gind in Ta-
belle 13 zusammengestellt.
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Tab. 13: Vergleich der Aminosfure-Zusammensetzung der Alkochol-
oxidasen aus Poria contigua und aus den Methanol-verx-
wertenden Hefen Hansenula polymorpha und Kloeckera sp.

Kato et al., (1976). (n.b. = nicht bestimmt)

Aminos&ure Poria Hansenula * Kloeckera ap.+
contigua polymorpha
Rest /79000 g Rest /83000 g
Lysin 39 39 44
Histidin 22 21 19
Arginin 33 39 38
Asparaginsdure 74 106 94
Theronin 43 50 43
Serin 29 56 53
Glutaminsdure 46 64 73
Prolin 43 50 47
Glycin 82 64 66
Alanin 51 41 48
Valin 45 35 29
Methionin 11 12 13
Isoleucin 28 29 24
Leucin 48 52 48
Tyrosin 22 31 38
Phenylalanin 17 36 32
Halb~Cystin n.b. 15 13
Tryptophan n.b. 11 17

Die Alkoholoxidase aus Poria contigua enthdlt einen deutlich
geringeren Antell der sauren Aminosiduren Glutamin- und Aspara=
gins#ure, dagegen mehr Glycin als die Hefe-Enzyme. Das kann eine

Exklirung dafilr sein, daB trotz sehr shnlicher Molekulargewichte
horetische Beweglichkeit

das Poriq-Enzym elne geringere elektrop
12, 31). Weitere

hatte, als die Alkoholoxidasen aus Hefen (Abb.
Unterschiede ergaben sich in den Anteilen von Serin und Phenyl-
alanin, wihrend die Ubrigen Aminosfure-Zusammensetzung der drei

Enzyme sehr dhnlich war.
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4. Elektronenmikroskopische Lokalisierung der Katalase und Alko~
holoxidase in Poria contigua

Der Begriff Microbody wird zur morphologischen Bezeichnung von
Zellorganellen verwendet, die von einer einzelnen Membran umge-
ben sind und eine Mittelstellung zwischen dem Sedimentationsver-
halten der Mitochondrien und der mikrosomalen Fraktion einneh-
men (DE DUVE und BAUDHUIN, 1966). Der Durchmesser von Microbo-
dies betrdgt 0.2 -~ 1.5 um. Als Peroxisomen sind solche Micro-
bodies definiert, die a) Oxidasen enthalten, welche molekularen
Sauverstoff zu Wasserstoffperoxid reduzieren und dabei ein Sub-
strat RH2 oxidieren und b) Katalase enthalten, die das Zellglft
H202 zZu HZO umsetzt (DE DUVE und BAUDHUIN, 1966; DE DUVE, 1969;
TOLBERT, 1971). Peroxisomen sind sowohl in Tier- und Pflanzen-
zellen (MASTERS und HOLMES, 1977) als auch bei Mikroorganismen
(SAHM, 1977; MAXWELL, 1977) weit verbreitet. Daher wurde unter-
sucht, ob die Alkoholoxidase, als H 02 produzierendes Enzym,

2
auch bei Basidiomyceten,zusammen mit der Katalase, in Peroxiso-

men lokalisiert ist.

Mit Kulturen von Poria contigua wurde ein zeitlich paralleles
Ansteigen intrazelluldrer Alkoholoxidase~ und Katalase-Aktivi-
tdten gemessen. Zellfreie Extrakte 10 - 12 Tage gewachsener
Mycelien enthielten hohe Aktivit#iten beider Enzyme (Tab. 14).

Tab. 14: Alkoholoxidase~ und Katalase-Aktivititen in zellfreien
Extrakten von Poria contigua

Kultivierung Alkoholoxidase Katalase
(Tage) (U/mg) (kU/mg)
0.00 0.000
6 0.00 0.006
10 1.37 1.754

12 2.87 2.977
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In Kontrollexperimenten wurden Alkoholoxidase- und Katalase-
aktive Zellen in Abwesenheit von Substrat (HZOZ odex Methanol)
mit DAB inkubiert. Die entsprechenden elektronenmikroskopischen
Bilder waren insgesamt etwas kontrastreicher (Abb. 25 a) als

die von DAB-unbehandelten, mit Glutaraldehyd fixierten Zellen
(Abb. 25 b); im Vergleich zu den in Gegenwart von Substrat in-
kubierten Proben, war die Matrix dieser Microbodies jedoch deut-
lich heller. Die Inhibition der Katalase stellte eine weitere
Kontrollm$glichkeit der enzymatischen Oxidation des DAB dar.

Um sicherzustellen, daB die Katalase aus Poria contigua durch
den von HEIM et al., (1956) beschriebenen Inhibitor 3-Amino-
~-1,2,4-Triazol hemmbar ist, wurden Aktivititsmessungen mit zell-
freien Extrakten in Gegenwart des Inhibitors (50 mM) bei ver-
schiedenen HZOZ-Konzentrationen (1, 10 mM) in einer OZ-MeBzelle
durchgeflihrt. Die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion wurden
durch Aminotriazol nur zu 60 % gehemmt; eine 100 %-ige Inhibi-
tion der Katalase setzte erst nach 3 -~ 5 Minuten ein (Abb. 28).
Die Microbodies von Zellen, die mit DAB und H202 in Gegenwart
von Aminotriazol inkubiert wurden, zeigten daher eine kontrast-
reichere Matrix als die oben beschriebenen DAB-Kontrollen.

In Zell~Diinnschnitten von Poria contigua erschienen die HuBeren
Umrisse der Microbodies tiberwiegend als entweder nierenfBrmig
(Abb. 23) oder rund (Abb. 25, 26), was auf eine nierenartige
dreidimensionale Form schliefen 14Bt. Beide Umrisse k&nnen aus
derselben Organelle abgeleitet werden, wenn die Schnittebene

entweder senkrecht oder parallel zur Achse der Microbodies ge~
legt wird.

Als strukturelle Besonderheiten wurden mit den Microbodies ver-
gesellschaftete Membransysteme beobachtet (Abb., 23, 27). Eine
direkte Verbindung zwischen diesen Membranen und der Microbody-
~Mewbran konnte jedoch auch anhand von Seriendinnschnitten nicht
nachgewiesgen werden (Abb. 27). Eine Verbindung der Microbody~
~Membran mit dem Endoplasmatischen Retikulum, wie von MAXWELL

et al., (1975) £lr Neurospora crassa beschrieben, wurde ebenfalls
nicht beobachtet.
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Abb. 28: Hemmung der Katalase in zellfreien Extrakten von
Poria contigua durch 3~Amino-1,2,4-Triazol. Testansatz
(Messung mit einer Sauerstoffelektrode): 150 pmol Tris
-HCl Puffer, pH 7.0, 30 gmol H202 in 3 ml; die Reaktion

wurde durch Zugabe von 20 ul Enzymldsung gestartet

(Pfeil). a) In Abwesenheit, b) in Gegenwart von
150 umol Aminotriazol.

5. Immunologische Untersuchungen

Mit jeweils monospezifischen AntikOrpern gegen die Alkoholoxi-
dase aus Porig contigua und Candida boidinii wurde die serolo-
glsche Verwandtschaft von Alkoholoxidasen aus verschiedenen
Organismen durch Diffusionstechniken untersucht. Diese Experi-
Mente sollten Auskunft dariiber geben, ob sich die Basidiomyceten-—
und Hefeenzyme einerseits, und die der WeiBS- und Braunfdule-
Pilze andererseits, serologisch unterscheiden lassen. In Anbe-
tracht der nur wenig genau definierten Parameter flir die Zuord-
nung holzzersetzender Pllze in die Gruppen der Weif- und Braun-
f8ulepilze erschien letzterer Agpekt interessant.
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Die gegen die Alkoholoxidase aus Candide boidinii gerichteten
Antikdrper veagievten mit keiner der Blkoholoxidasen sus Basi-
diomyceten (Abb. 29 a); das Enzym.in zellfreien Extrakten von

spha- prizipitisrte wit dlesen AntikBroern {Immun-—

LETETY

Hamsenula po
reaktion partieller Identitdt, Abb. 30). Usgekehvt reagierten
die Alkoholoxidasen der swel Hefen nicht mit dem Antisevum ge~
gen das Porita-Bneyem (Abb. 2% bl. Wihrend also die Alkoholoxi~
dasen aus Hefen mit denen der Basidiomyoeten nicht kreukrea~
glerten, war die serologlsche Unterscheidung der hier unter-
suchten Welf- und Brawmfivle-Brredger anband dey Tsmonréaktion

ihrer Alkoholoxidasen nicht so aindsutils wiylichy die Enzyme
der Braunfiulepilze Poria contigus wnd béunites trabea zelgten
identische Immunreaktioneny mit gelifrelen Extrakten oder ange-
relicherten Enzympriparsten des Welblbulepilues Folyporus obtu~
eus konnte keine ImmanprSeipibation becbachtet werden, und die
Alkoholoxidase des ebentslls den Welbfiviepilyen sugsnrdneten
Polyporne edusine resgierts partiell fdentisch nit dér Poria-
Alkoholoxidase (Abb. 29 bl

Bikoholoxidasen dey Pil~
s trabee {2) und der
e Tl La polymorpd
§ %}Q Das pentrale Loeh mmﬁ&,‘
degiint &ig ﬁ&%qh&kam&d@mm

Fekeow
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Pie Immunodiffusion der Alkoholoxidasen aus den Pilzen Poria
contigua und Lenzites trabea und der Enzyme der Hefen Candida
boidinii und Hansenula polymorpha gegen beide Antiseren (Abb.
30) zeigt, daB nebeneinander aufgetragene Proben (a) bei sero-
logischer Identitdt eine durchgehende Prézipitationslinie bil-
deten (Proben 1 und 2), (b) bei partieller Identitdt eine Sporxn-
bildung in Richtung des schlechter reagierenden Antigens eintrat
(Proben 3 und 4), und (c) sich kreuzende Prizipitationslinien
bei serologischer Ungleichheit auftraten (Proben 2 und 3,

1 und 4, 1 und 3).

Die Elektrophorese auf einem Agarosetriger (Abb. 31 a) verdeut-
lichte die verschiedenen elektrophoretischen Beweglichkeiten
der Hefe~ und Basidiomyceten-Alkoholoxidasen und lieB auch
einen kleineren Unterschied zwischen den Mobilitédten der Hefe-
enzyme erkennen. Die einer solchen Elektrophorese folgende
Immunodiffusion (Abb. 31 b) bestédtigte die oben beschriebenen,
mit der OUCHTERLONY (1958) Methode erhaltenen Ergebnisse.
Elektrophoresen der hier untersuchten Proben in Gegenwart von
Natrium Dodecylsulfat (Abb. 32) erxlaubten den Schlu8, daB diese
Alkoholoxidasen alle oktamere, hochmolekulare Enzyme waren; so-
weit untersucht, wiesen sie auch vergleichbare kinetische Eigen-
schaften auf. Es ist daher wahrscheinlich, daB die deutlichen
serologischen Unterschiede zwischen den Alkoholoxidasen aus

Hefen und Basidiomyceten auf der verschiedenen AminosH#urezu~
sammensetzung der Enzyme beruht.



Abb .

31

Immuncelektrophipress dey Alkolioloxidage wug Poewin son~
tigua (1) Lengtfes frabeg vy Uendide boddinid (3)
dnd Hawesgnnlo polymorpha (zellfreler BExtrakt, 4).
ta) Agarose-Blekbrophopsss it nachifolyender - Anfiybung
der Proteinbanden. {b) Agarose-blekbtrophorese, gefolot
von elner Ymmunw&kfimﬁxmm mlﬂ Antleerun Jegen die Alko-
noloxidase aus. Powpda Egrattse



- T -

ep~Polvmerase 18,81}
155165 000

Sinderserupalbunin
§8 Q00

FA~Polymerase,s
38 OO0

Trypsin-Inhibitor
21500

Abb . 32: Polvacryiamldgel-Blekirophorese in Gegenwart von Na-
trivm Dodeoyisalfab der Miloholoxidasen aus Peria
somttgun 1), bengdtes troben (2}, Polyporus adustus
{3¥, condide botdindi 14} und Polypovus obtusus (5).
(Geleyeten nach NEVILEE, 1971y Eichproteline won Bosh»
ringer . Manphedln
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6. Untersuchusoen som ensymatiscehen Mbhbag von Yanlllinsiure

Wie aus den vorangegangenen Untersuchungen srsichtlich ist, ge~
hiren dle szwxidi@xﬂn&&n Enzyme Alkoholoxidase, Formaldehyd
Dehydrogenase und Porniat Dehydvogensse wu der Enayrausstattung
vieleyr holzsersetzender Basldiotveeten. ZSwel Pakboren, die die
Bngymproduktion besinfluBten, wirden gefunden: Glukose, die elinen
reprimiervenden, und Venillins8ure, die einen atimulierenden Bf-
fekt ausiibte. Eine Parallelitdt wvon Methoxylyvuppen~dbspaltungs-
aktivitdten aus DEP-Lignin wnd dem Auftreben ﬂtwmxiﬁxeﬂwn&@r
Enzyme konnte ebenfalls gezeigt werden (vgl. II11.1.). Diese Er-
gebnisse legten es nahe, den enpymatischen Angriff anf eine
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methoxylierte Lignin-Modellsubstanz durch den Braunfiule-Erre-

ger Poria contigua zu untersuchen, um Aufschluf iiber den Abbau-
weg und die Art der C1—Abspaltung zu erhalten. Da die Vanillin-
sdure (3-Methoxy-4-Hydroxybenzoesture) als eines der h¥ufigsten
metabolischen Produkte des mikrobiellen Ligninabbaus anzusehen

ist (KIRK et al., 1977), wurde sie als Substrat verwendet.

Mycelien von Poria contigua wurden auf Komplettmedium mit 0.05 %
Vanillinsdure angezogen. Nach 4 - 5 Tagen konnte eine Vanillin-
sdure-Oxidation mit zellfreien Extrakten gemessen werden. Ge-
ringere Aktivit#ten wurden auch gefunden, wenn die Kulturen ohne
Vanillinsdure gewachsen waren. Abbildung 34 zeigt den Verlauf
einer Aktivititsbestimmung in einer Oz-MeBzelle. Die nach Zugabe
von NADH einsetzende Sauerstoffabnahme wurde jeweils von dem
Gesamtsauerstoffverbrauch (mit NADH und Vanillinsiure) abgezogen.
Die NADH-oxidierende Aktivit#t konnte nur teilweise durch Gel-
filtration der zellfreien Extrakte mit Sephadex G-50 beseitigt
werden und als noch ineffektiver zur Verminderung dieser Neben-
aktivitdt erwies sich das Dialysieren zellfreier Extrakte. In
Abwesenheit von NADH erfolgte keine Oxidation der Vanillinsdure.

Die anfinglich den Kulturmedien zugegebene Vanillinsdure wurde
im Verlauf von 5 ~ 6 Tagen von den Mycelien aufgenommen (Abb. 33},
und die Enzymaktivitit konnte duxrch weitere Zugabe von Vanillin-~
sdure zu den wachsenden Kulturen erhtht wexrden.

plese Messungen der Vanillinsdure Oxidation gaben noch keinen
Aufschlus llber die Art der Reaktion. Enzymatische Umsetzungen
methoxylierter BenzoesHuren wurden mehrfach in der Literatur
beschreiben (Beispiele s, Tab. 15). Angriffspunkt der Oxidation
konnte also sowohl die Methoxylgruppe als auch die Carboxylgrup-—
pe der VanillinsHure sein. Im Gegensatz zu der von PASZCZYNSKI
und TROJANOWSKI (1977) gereinigten Veratrat O-Demethylase aus
Yerocomua badiue und Chaetomium piluliferum war das Enzym aus
Porta nicht Sauerstoff-labil und behielt seine Aktivitdt nach
dem Einfrieren bei -20 O¢. Die von CARTWRIGHT und BUSWELL (1967)
angewendete Ultrazentrifugation zur Anreicherung einer Vanillat
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Abb. 33: Vanillinsdure-oxidierende (1) und Alkoholoxidase (2)-
Aktivitéiten in zellfreien Extrakten verschieden alter
Kulturen von Powvia contigua. Abnahme dexr Vanillinsdure-
Konzentration in den Kulturmedien (3). Pfeile bezelch-
nen die Zeitpunkte erneuter Vanillinsdure-Zugaben

(jeweils 0.025 %)

O-Demethylase aus zellfreilen Extrakten von Pseudomonas fluores—
zens erwies sich zur Anreicherung des Enzymsg aus Poriq als un-
geeignet. Da als Abspaltungsprodukt der Demethylierungen hiufig
Formaldehyd gefunden wurde (RIBBONS, 1970; BUSWELL und MAHMOOD,
1972; CARTWRIGHT und SMITH, 1967; BERNHARDT et al., 1975) wurde
mit Reaktlonsansitzen nach 30-minlitiger Inkubation die Formalde~
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Vanillat O-Demethylase
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Veratrat O-Demethylase

1979
1879

Abb. 34: Messung der Vanilllinsiure~Oxidation mit dem zellfreien
Extrakt einer 6-Tage Kultur von Poria contigua.
Tab. 15: Beilspiele enzymatischer Umsetzungen von methoxylierxrten
Benzoesduren
COOH COOH
i__ﬂgﬂ'i_, + HCHO
OCH, 2 OH 1967
OH OH RIBBONS, 1970
OOH COOH COOH
+ NAODPH + PASZCYNSKI und TROJA-
ocH, ocH, on NOWSKI, 1977
OCH, OH QCH,
2 Vs
COOH OH Vanillat Hydroxylase
YAJIMA et al.
+ NADPH '
LA - co.
=G, + 2 BUSWELL et al.,
OCH, OCH,

OH OH
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hydbestimmung nach NASH (1953) durchgefilhrt. Diese Bestimmungen
wurden aber, vermutlich durch die hohen Proteinkonzentrationen
der Proben (10 - 15 mg/3 ml Reaktionsansatz) und enzymatische
Folge— bezw. Nebenreaktionen, gestOrt und ergaben keine eindeu-
tigen Aussagen.

Durch Ammoniumsulfatfillung zwischen 45 und 55%-iger Satti-
gung mit nachfolgender Dialyse, konnte das Enzym konzentriert
und ca. 3-fach aus zellfreien Extrakten angereichert werden.
Eine solche Priparation wurde zur Untersuchung der Substrat-—
spezifitidt des Enzyms eingesetzt (Tab. 16). Die erhaltenen
Werte gaben eindeutig zu erkennen, daB der Angriffspunkt der
enzymatischen Oxidation die Carboxylgruppe dieser BenzoesHure-
Derivate war. Eine solche Vanillinsdure Decarboxylase bzw.
-Hydroxylase wurde von BUSWELL et al., (1979) und von YAJIMA
et al., (1979) aus Sporotrichum pulverulentum angereichert
(Pab. 15). Die erstaunlich hohe Aktivitidt des Porig~Enzyms mit
2,4-Dihydroxybenzoesdure k¥nnte darauf beruhen, daB gleichzei-
tig die von BUSWELL und ERIKSSON (1979) beschriebene Reaktion

OH
OH COOH

. COOH
Hydroxychinol -2 . | Maleylacetat

CH

als Folgereaktion der oxidativen Decarboxylierung der 1,4-Di~
hydroxybenzoesdure ablief. Substrate mit einer Hydroxylgruppe
in p~Position zur Carboxylgruppe wurden relativ gut umgesetzt,
widhrend eine p-Methoxylgruppe die Decarboxylierung behinderte.
Veratrumsdure war ein schlechtes Substrat der Decarboxylase,
induzierte jedoch das Enzym, wenn sie 0.05%~1ig dem Kulturmedium
zugesetzt wurde.

Die Cofaktoren-Abhingigkeit des Enzyms aus Poria ceontigua (Tab.
17) unterschied sich von der der in der Literatur beschriebenen
Vanillins8ure Decarboxylasen. Diese sind beide von NADPH ab-
héngig und YATIMA et al. (1979) fanden einen stelgernden Effekt
von MgCl2 auf die Enzymaktivitlt. Die Aktivitit der von YAJIMA
et al. (1979) angereicherten Decarboxylase (40 - 60% Ammonium=
sulfat-Fdllung) betrug 3 nmol Vanillinsdure - ng Pa:ot:ei.n-1
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Tab. 16: Substratspezifitit der Vanillins#ure Hydroxylase. Die
Konzentration der Substrate war 1 mM.
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min~? und das von BUSWELL et al., (1979) durch 60 %-ige
Ammoniumsul fat—-Fillung und préparativexr Flachgel-ElektrofokE?—
sierung erhaltene Préparat setzte 68.7 nmol 02 + mg Protein -
m:i.n"1 um. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde versucht, das
Enzym welter anzureichern, da mit zellfreien Extrakten und den
Priparaten nach der Ammoniumsulfat-Fdllung keine guantitativen
Bnalysen der Substratabnahme und Produktfreisetzung mdglich war.

Tab. 17: Abhidngigkeit der Vanillins#dure Hydroxylase von einigen

Cofaktoren
Enzymaktivitét Aktivit&t
nmol O

( Z ) (%)

mg Protein . min
Standard-Testsystem 4.91 100
- NADH 0 o}
- NADH, + NADPH (1 mM) 2.23 45
+ Mg012 (5 mM) 4.20 86
+ EDTA (5 mM) 5.13 104
+ NaN3 (5 mM) 5.00 102

Die Produkte der Ammoniumsulfat-~F&llung (45 -55 %) mit Protein-
konzentrationen zwischen 25 - 30 mg/ml wurden auf Polyacrylamid-
Flachgele aufgetragen, mit denen nach der Elektrophorese, Co-
omassieblau- oder Aktivitdtsanfdrbungen (s. II.5.f) durchge-
wurden (Abb. 35). Aktivitdtsanfidrbungen, fiir die die Gele mit
NADH und Vanillinsdure vorinkubiert wurden, zeigten mehrere,
als Aufhellungszonen sichtbare Banden. Durch Vorinkubation der
Gele nur mit NADH und nachfolgender Tetrazoliumblau-Anférbung
konnten einige;Banden als "NADH Oxidasen" auBexr Betracht gelas-—
sen werden. Dann wurden aus einem préparativen Gel die noch
nicht identifizierten Banden ausgeschnitten, eluiert und mit
den dialysierten Eluaten Aktivit#tsbestimmungen durchgefihrt.
Bei den folgenden Isolierungen mit prédparativen Polyacrylamid-
Gelen konnte der Bereich der Vanillinsiure Hydroxylase-Protein-
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Abb. 363 Analytische Polvacrylamidgel-Elektrophoresen. (a)
Blektrophorese des Produktes der Awponiuvmsullfac-Fal-
lung; (b} Re~Elektroghor der aus elnem priparativen
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IV. Diskussion

Bei einem Sreening auf antitumoraktive Substanzen igolierten
JANSSEN et al. (1965) einen Stamm von Polyporus sp., dexr ein bis
dahin unbekanntes, Methanol-oxidierendes Enzym enthielt. Dieses
Enzym wurde teilweise charakterisiert (JANSSEN et al., 1965;
JANSSEN und RUELIUS, 1968), und als Alkoholoxidase bezeichnet,

da es auch die Oxidation kurzkettiger, primirer Alkohole zu den
entsprechenden Aldehyden katalysierte. Bei weiteren Untersuchungen
konnte diese Arbeitsgruppe (KERWIN und RUELIUS, 1969) Alkoholoxi-
dase~Aktivititen in sechs weiteren Basidiomyceten nachweisen.
Hierbei wurden die verschiedenen Species auf unterschiedlichen,
komplexen Nihrmedien kultiviert und Polyporus obtueuéd als bester
Alkoholoxidase-Produzent ermittelt.

Wdhrend KERWIN und RUELIUS (1969) die h8chsten Alkoholoxidase~
Aktivitdten in WeiBf8ulepilzen fanden, konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, daB8 auch Braunfiulepilze dieses Enzym in groSen
Mengen produzieren. Ferner enthielten diese Organismen eine Form-
aldehyd— und eine Formiat Dehydrogenase. Wie bei Xloeckera sp.
(KATO et al., 1972), Candida boidinti (SCHUTTE et al., 1976) und
Hansenula polymorpha (VAN DIJKEN, 1976) waren die Formaldehyd
Dehydrogenase—Aktivitéten von reduziertem Glutathion abhédngig.
Alkoholoxidase, Formaldehyd- und Formiat Dehydrogenase konnten
erst nach dem Verbrauch der Glukose in den Kulturmedien nachge-
wiesen werden und scheinen demnach, wie bei Methanol-verwertenden
Hefen (SAHM und WAGNER, 1973 a, 1973 b), einer Katabolit-Repres-
sion zu unterliegen. Die Alkoholoxidase-Bktivitéten der Mycelien
blieben nur kurzzeitig auf ihrem maximalen Wert und nahmen dann
rasch wieder ab. Dieser zeitliche Verlauf des Exscheinens von
Alkoholoxidase-Aktivititen in der Form eines relativ scharfen
Optimums, der auch von KERWIN und RUELIUS (1969) beobachtet wurde,
erschwerte den guantitativen Vergleich von Alkoholoxidase-Akti-
vitdten verschiedener Pilzstimme, da die optimalen Zeitpunkte fiix
die Zellernten nicht leicht abzuschitzen waren. Eg ist nicht be-
kannt, ob diese rasche Abnahme der Enzymaktivitit auf einer Pro-
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teolyse beruht, wie sie fir die Hefen Candida beidinii (BORMANN
und SaHM, 1978) und Hansenula polymorpha (VEENHUIS et al., 1978)
diskutiert wird, oder oh eine partielle Autolyse der Mycelien
filr diesen Effekt verantwortlich ist (KERWIN und RUELIUS, 1969).
Durch Zellautolyse wiirde das Enzym in das Kulturmedium entlassen;
extrazelluldre Alkoholoxidase-Aktivititen wurden jedoch weder
von KERWIN und RUELIUS (1969), noch in dieser Arbeit gefunden.

Obwohl in diesen Pilzen die Enzyme zur Oxidation des Methanols

zu CO2 vorhanden sind, kénnen sie, im Gegensatz zu den Hefen,
nicht auf Methanol wachsen, da ihnen wahrscheinlich die zuxr Assi-
milation von C1-Verbindungen notwendigen Enzyme fehlen. In Me-
thanol-verwertenden Hefen ist die Schliisselreaktion fir die C1~
Assimilation die Pentosephosphat-abhéngige Fixierung von Form-
aldehyd (SAHM, 1977; VAN DIJKEN et al., 1978; KATO et al., 1979).

Unter den mycelbildenden, hSheren Pilzen ist ein Wachstum auf
Methanol als einziger Kohlenstoff-~ und Energiequelle bisher nur
fiilr dreli Ascomyceten bekannt (TYE und WILLETTS, 1973; 1977; SA-
KAGUCHI et al., 1975). Einer dieser Organismen, Paecilomyces va-
rioti, besitzt eine NAD~abhéngige Methanol Dehydrogenase (SAKA~
GUCHI et al., 1975). Auch in methylotrophen Bakterien wird die
Oxidation des Methanols durch eine Dehydrogenase katalysiert,
die jedoch in vitro nicht von NAD, sondern von Phenazin-metho~
sulfat als primirem Wasserstoffakzeptor und von Ammoniumionen
oder Methylamin als Aktivatoren abhingig ist (ANTHONY und ZAT-
MAN, 1964; BAMFORTH und QUAYLE, 1978; WOLF und HANSON, 1978;:
QUAYLE, 1972). Wdhrend die Untersuchungen von SAKAGUCHI et al.,
(1975) mit Glioeladium deliquescena und Paecilomyceo variott da—
rauf hinweisen, daB die Assimilation des Methanols in diesen
Organismen Uber den Serin-Weg erfolgt, fanden TYE und WILLETTS
(1973) in Trichoderma lignorum eine Pentosephosphat-abhiingige
Fixierung von c1«Verbindungen. Im Gegensatz zu dlesen drei Asco-
myceten und den methylotrophen Bakterien, haben die Methanol-
verwertenden Hefen eine Alkoholoxidase, die als prosthetische
Gruppe FAD enth#lt (SAHM,1977).
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Viele Eigenschaften der gereinigten Alkoholoxidase aus dem Basi-
diomyceten Poria contigua sind denen der Alkoholoxidasen aus
Hefen &hnlich (Tab. 18). (a) Das Enzym bat ein Molekulargewicht
von 610 000 und ist aus acht, vermutlich identischen Untereinhei-
ten, mit einem Molekulargewicht von 79 000 aufgebaut. (b) Die
Alkoholoxidase aus Poria contigua ist ein Flavoprotein; es ent-
hidlt acht mol FAD/mol Enzym. (¢) Das Enzym ist nicht nur fiir Me-
thanol spezifisch, sondern katalysiert auch die Oxidation kurz-
kettiger, primirer, aliphatischer Alkohole und von Formaldehyd.
Die Oxidation von Formaldehyd durch die Alkoholoxidase beruht

auf der starken Hydratisierung des Formaldehyds in wdBriger L&-
sung (BIEBER und TRUMPLER, 1947) zu einem dem Methanol &hnlichen
Molekiil. Diese Aktivitdt wurde auch mit den Enzymen aus Hefen ge~
funden, sie hat jedoch in vivo, wie SAHM (1975) mit einer Mutante
der Hefe Candida boidinii, die keine Alkoholoxidase enthielt, zei-
gen konnte, keine Bedeutung bei der Oxidation von Formaldehyd.

Das gereinigte Enzym aus Poria contigua unterscheidet sich jedoch
von den anderen, in Tabelle 18 aufgefiihrten Alkoholoxidasen, durch
das Absorptionsspektrum des enzymgebundenen Chromophors, dessen
Verlauf dem von Ferroflavoproteinen &hnlich ist (KOMAI et al.,
1969) und die Anwesenheit eines Metalls im Enzymprotein vermuten
148t (HEMMERICH, pers. Mitteilung). Die in dieser Arbeit durchge-
filhrten Analysen zeigten aber, daB das Enzym kein Eisen und Zink
enthilt. Da die Alkoholoxidasen aus zwel weiteren Basidiomyceten,
Loenzites trabea und Polyporus adustus, sehr &hnliche Absorptions=
spektren wie das Enzym aus Poria eontigua hatten, widre es inte-
ressant zu kliren, ob die Alkoholoxidasen aus Basidiomyceten, im
Hefen, tatsdchlich ein Metall enthalten.

Gegensatz zu denen aus
Unterschicdlich ist auch das serologische Verhalten der Alkohol-
oxidasen aus den Methanol-verwertenden Hefen Candida beidini< und
Honaenula polymorpha und den Basidiomyceten Poria contigua, Len—
sitcs trabea, Polyporus adustus wnd Polyporus obtusus. Mit dem
gegen die gereinigte Alkoholoxidase aus Poria contigua gerichteten
Antiserum prizipitierte keines dex beiden Hefeenzyme, und Anti-



Tab. 18 : Vergleich der Eigenschaften gereinigter Alkoholoxidasen aus Hefen und Basidio-

myceten
Molekular- Molekularge- K_ fiir 3 Prosthe-  Substrat-
gewicht wicht der CE OH max tische spezifitéat
Untereinheiten 3 Gruppe
(md) (nm)
1. Hefen
Hansenula polymorpha 616 00 77 000 1.3 380 FAD
(VAN DIJKEN, 1976; 395
VAN DIJKEN et al., 450
19786) kurzkettige
Hansenula polymorpha 669 000 83 000 0.23 n.b. FAD Alkohole
(RATO et al., 1976)
und
Kloeckera sp. 673 000 83 000 0.44 373 FAD
(RATO et al., 1976 392 Formalde-
TANI et al., 1972 a b) 461
hyd
Candida boidini<i 600 000 74 000 2.0 372 FAD
(saEM und WAGNER, 1973) 460
2. Basidiomyceten
Polyporus sp. >300 000 85 000 1.52 n.b. FAD
(JANSSEN und RUELIUS,
1968; JANSSEN et al.,
1965)
Poria contigua 610 000 79 000 0.2 330 FAD
380

455

1
]
-

1
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kérper gegen das gereinigte Enzym aus Candida boidinii ergaben
keine Immunreaktion mit den Alkoholoxidasen aus den Basidiomy-~
ceten. Die Alkoholoxidasen der Braunfiulepilze Poria contigua
und Lenzites trabea verhielten sich immunologisch identisch,
wdhrend die der WeiBffdulepilze serologisch partiell identisch
(Polyporus adustus), bzw. gar nicht (Polyporus obtusus) mit dem
Antiserum gegen das Porig~Enzym reagierten. Dieses Ergebnis war
nicht zu erwarten, denn die Braun~ und Weigfdulepilze gehSren
nicht taxonomisch unterschiedlichen Gruppen der Basidiomyceten
an, sondern sind nahe verwandt und kénnen sogar derselben Gat—
tung angehdren; auBerdem gibt es Beispiele fiir Ubergangsformen
zwischen diesen beiden physiologischen Gruppen (HAIDER und TRO-
JANOWSKI, 1978). Die serologische Ungleichheit der Alkoholoxi-
dasen aus Hefen und Basidiomyceten ist wahrscheinlich auf die
unterschiedliche Aminosdure-Zusammensetzung der Enzyme zuriick-
zufilhren; dagegen scheint der Aufbau aus acht Untereinheiten
gleichen Molekulargewichts zu einem hochmolekularen Enzym, eine
gemeinsame Eigenschaft aller bisher isolierten Alkoholoxidasen

zu sein (Tab. 18, Abb. 32).

Parallel zu der Alkoholoxidase bildet Poria eontigua das Enzym
Katalase. Wie eine Reihe von Untersuchungen gezeigt haben, sind
diese beiden Enzyme in den Methanol-verwertenden Hefen in Micro-
bodies lokalisiert (SRHM et al., 1975; ROGGENKAMP et al., 19753
VAN DIJKEN et al., 1975; FUKUI et al., 1975; VEENHUIS et al.,
1976) . Die Zellen von Poria eontigua enthalten ebenfalls Micro-
bodies, in denen die Katalase nach einer cytochemischen Anfédr-
bung mit Diaminobenzidin (DAB) (NOVIKOFF und GOLDFISCHER, 1969)
elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden konnte. Wenn DAB-
Aktivititsanfirbungen nicht mit dem Katalase—Substrat H,0,, son=
dern mit Methanol durchgefilhrt wurden, bildete sich in den Micro-
bodies ebenfalls das elektronendichte pAB-Reaktionsprodukt; das
durch dle Alkoholoxidase~Reaktion freigesetzte H202 diente also
der Katalase zur peroxidativen Umsetzung des Diaminobenzidins.
Diese Experimente beweisen jedoch noch nicht eindeutig, dag auch
die Alkoholoxidase sich innerhalb dieser Organellen befindet,
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denn sie schlieBen die MBglichkeit nicht aus, daf die Methanol-
Oxidation auBerhalb der Microbodies stattfindet, und das gebil-
dete Wasserstoffperoxid in sie eindiffundiert. Analog zu der Si-
tuation in tierischen, pflanzlichen (MASTERS und HOLMES, 1977)
und in Microbodies von Methanol-verwertenden Hefen (SAHM, 1977)
ist es aber wahrscheinlich, daB beide Enzyme, Alkoholoxidase
und Katalase, in den Microbodies von Poria contigua lokalisiert
sind. Kristalloide Strukturen, wie in den Microbodies von Can-
dida boidinii (SAHM et al., 1975) und Hansenula polymorpha
(VEENHUIS et al., 1976) waren hier allerdings nicht zu erkemnen.

Da die Alkoholoxidase 4 - 5% des Gesamtproteins von Mycelien

der Braunfiulepilze Poria contigua und Lenzites trabea ausmacht,
stellt sich die Frage nach der Funktion des Enzyms im Stoffwech-
sel dieser holzzersetzenden Organismen. Zwel Bestandtelle des
Holzes k&nnen als potentielle Quellen filr Methanol gelten: die
Methoxylgruppen des Lignins und die Methylester des Pektins. Beil
einigen Monilinia species, die die Braunfdule von Steinfriichten
verursachen, wurden pektinolytische Enzyme nachgewiesen (WILLETTS
et al., 1977). Da Poria contigua kein Wachstum auf Pektin zei-
gte, und Pektinmethylesterase—Aktivitdt weder in Kulturfiltra-
ten, noch in Mycelextrakten nachgewiesen werden konnte, ist das

Lignin der wahrscheinliche Donator des Substrats der Alkoholoxi-
dase.

Die in dieser Arbeit durchgefitihrten Untersuchungen zum enzyma-—
tischen Angriff auf die methoxylierte Lignin~Modellsubstanz
Vanillinsdure (3-~Methoxy-4-Hydroxybenzoesiure) durch Poria con-
tigua zeigten, daB diese Substanz in den Zellen zunlchst zu
einem wahrscheinlich ebenfalls aromatischen Produkt umgewandelt
wird. Da diese Ergebnisse qualitativer Axt sind, erlauben sie
keine Aussage dariiber, ob diese unidentifizierte Verbindung in
einer langsameren, enzymatischen Folgereaktion weiter metaboli-
siert wird., Zellfreie Extrakte von Porig contigua enthalten ein
Enzym, welches die oxidative Decarboxylierung von VanillinsHure
zu Methoxyhydrochinon katalysiert,eine Reaktion,die auch fiir Poly-
porus dichrous (KIRK und LORENZ, 1973) und Sporotrichum pulveru-
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lentum (BUSWELL et al., 1979; YAJIMA et al., 1979) kiirzlich be-
schrieben wurde.Methoxyhydrochinon wird offensichtlich in den
Zellen von Poria contigua rasch weiter umgesetzt, denn es war
in Extrakten von verschieden alten, auf Vanillins3ure-haltigen
Medien kultivierxrten Mycelien nicht nachweisbar. Die Frage, ob
Braunfdulepilze neben der Demethylierung auch die Ringe aroma-
tischer Lignin-Modellsubstanzen spalten (KIRK, 1975 a), kann
hier nicht beantwortet werden; die oxidative Decarboxylierungs-
reaktion weist aber darauf hin, daB8 in diesem Braunfiulepilz
ein &hnlicher Abbauweg existiert, wie er fiir den WeiBfiulepilz
Sporotrichum pulverulentum (BUSWELL und ERIKSSON, 1979; ERIKS-
SON, 1979) vorgeschlagen wurde.

Obwohl die Frage nach der Art der Demethylierung noch offen-
bleibt, gibt es Hinweise auf einen Zusamﬁenhang zwischen dieser
Reaktion und dem Buftreten von Alkoholoxidase-Aktivitdten. (a)
In Abwesenheit einer Kohlenstoffguelle wie Glukose oder Cello-
biose, hatte Vanillins#ure einen deutlich steigernden Einflus
auf die Alkoholoxidase-Aktivititen der Kulturen. (b) Die Bil-
dung der Alkoholoxidase ist in Gegenwart von Glukose reprimiert;
HATDER und TROJANOWSKI (1978) beobachteten eine Hinderung der
Freisetzung von 14Coz, besonders aus den Methoxylgruppen von
DHP-Lignin, durch die Anwesenheit von Glukose, Cellobiose,oder
Xylose. Die Autoren diskutierten eine Katabolit-Repression von
Enzymen des Ligninabbaus durch diese Zucker, oder deren inter-
medifire Abbauprodukte. (c) Mit einer Gruppe der von HAIDER und
TROJANOWSKI (1978) bearbeiteten Pilze wurde gezeigt, dag die
Stimme, die am besten die Methoxylgruppen aus DHP~Lignin abspal~
ten, auch die h&chsten Alkoholoxidase-Aktivitdten aufwiesen.

Bel Verwendung von methoxylierten Benzoes#dure-Derivaten als Lig-
nin-Modellsubstanzen muf in Betracht gezogen werden, daB diese,
im Gegensatz zu dem wasserunldslichen, polymeren Lignin, in die
Zelle aufgenommen werden kénnen. Fiir den Abbau des intakten
Lignocellulose-Polymers milssen also extrazellulire , oder an der
Zellwand lokalisierte Enzyme postuliert werden (CRAWFORD und



_88_.

CRAWFORD, 1980). Bei Organismen, die als Ligninzersetzer bekannt
sind, kann jedoch angenommen werden, daB die Abbaureaktionen fiir
monomere Ligninbestandteile und fiir Lignin miteinander korreliert
sind. Das Arbeiten mit monomeren Verbindungen zum Versté&ndnis
enzymatischer Mechanismen, um darauf aufbauend komplexere Lignin-
modelle und schlieBflich Lignin als Substrate einzusetzen ist,
trotz der erwidhnten Einschrédnkung, ein allgemein akzeptiertes
Vorgehen (ERIKSSON, 1979; CRAWFORD und CRAWFORD, 1980).

Es ist bisher noch unklar, wie Enzyme von Braunfiulepilzen nach
auBen abgegeben werden. Da auch bei wachsenden Kulturen hSherer
Pilze Autolyseprozesse eine Rolle spielen (RIEMAY und TROGER,
1978 a, 1978 b), und bei holzzersetzenden Basidiomyceten zur
Wiedergewinnung von Stickstoff auf extrem stickstoffarmen Stand-
orten, wie Holz, solche Vorgdnge diskutiert wurden (COWLING und
MERRILL, 1966), ist es denkbar, daB bei Braunfiulepilzen die
Zellautolyse eines Teils der Kulturen auch der Mechanismus zur
Ausscheidung von Enzymen ist (ANDER und ERIKSSON, 1978).
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V. Zusammenfassung

Uber das Vorkommen und die Bedeutung C1—oxidierender Enzyme in
holzzersetzenden h¥heren Pilzen ist, im Gegensatz zu den Methanol
~verwertenden Hefen, noch wenig bekannt. Da beli dem mikrobiellen
Abbau von Lignin sehr wahrscheinlich reduzierte C1—Verbindungen
freigesetzt werden, stellte sich die Frage, ob in holzzersetzen-
den Basidiomyceten c1-oxidierende Enzyme existieren und in einem
Zusammenhang mit dem Abbau von monomeren Lignin-Modellsubstanzen
stehen.

1. In zellfreien Extrakten mehrerex, submers kultivierter Braun-
und WeiBfHulepilze wurden Alkoholoxidase (EC 1.1.3.13), Formalde-
hyd Dehydrogenase (EC 1.2.1.1) und Formiat Dehydrogenase (EC 1.2.
1.2) nachgewiesen., Keiner der untersuchten Stémme konnte jedoch
auf Methanol wachsen.

2. Die Alkoholoxidase aus dem Braunf&ulepilz Poria contigua, in
welchem dieses Enzym bis zu 4.5% des Gesamtproteins zellfreier
Extrakte ausmachte, wurde gereinigt. Das Enzym hatte ein Moleku~
largewicht von 610 00O # 5000 und enthielt acht mol FAD/mol als
prosthetische Gruppe. Aus dem Molekulargewicht der Untereinhei~
ten (79 000) und elektronenmikroskopischen Analysen lieB sich
folgern, daB8 das Enzym aus acht, wahrscheinlich identischen Unter-

einheiten aufgebaut ist.

3. Die Alkoholoxidase aus Poria contigua war nicht spezifisch
fir Methanol, sondern oxidierte auch kurzkettige, primdre Alko-
hole (c1 - c4) und Formaldehyd. Der apparente K -Wert fir
Methanol war 0.2 mM, und der fiir Pormaldehyd 6.7 mM. Natriom-
azid inhibierte das Enzym kompetitiv mit Methanol.

4. 7Zwischen den Alkoholoxidasen aus zwel Methanol~verwertenden
Hefen und den Alkoholoxidasen aus vier Basidiomyceten erfolgte
kelne immunologische Kreuzreaktion. Die Absorptionsspektren der
Alkoholoxidasen aus Poria econtigua und aus zwel anderen Basidio-
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myceten waren deutlich unterschiedlich von denen der Alkoholoxi-
dasen aus Methanol-verwertenden Hefen.

5. Wie durch elektronenmikroskopische Untersuchungen in Verbin-
dung mit einer cytochemischen Férbetechnik gezeigt werden konnte,
ist Katalase (EC 1.11.1.6), und sehr wahrscheinlich auch die
Alkoholoxidase in den Zellen von Poria contigua in Microbodies
lokalisiert.

6. Wdhrend die Alkoholoxidase durch Glukose reprimiert wurde,
wirkte die Lignin-Modellsubstanz Vanillins&ure (3-Methoxy-4-
-Hydroxybenzoesdure) steigernd auf die Alkoholoxidase-Aktivi-
tét in Poria contigua. Mit einer Gruppe holzzersetzender Basi-
diomyceten konnte eine Parallelit#dt von Demethylierungs-Akti-
vititen aus DHP-Lignin und dem Auftreten der Alkoholoxidase
festgestellt werden. Wie enzymatische Untersuchungen zeigten,
wird der Abbau von Vanillinsdure in Poria contigua durch eine
oxidative Decarboxylierung zu Methoxyhydrochinon initiiert.
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