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1. Zusammenfassung

Das aus dem Lake Bogoria isolierte Bakterium Anaerobranca gottschalkii vereint zwei
Extreme miteinander. Es wachst optimal bei hohem pH-Wert (9,5) und hoher Temperatur
(60°C). Zusammen mit der Tatsache, dass A. gottschalkii ein breites Spektrum an
Kohlenhydraten als C-Quelle nutzen kann, nimmt das extremophile Bakterium aus diesem
Grund eine Sonderstellung unter allen extremophilen Bakterien ein. Durch die Sequenzierung
des kompletten Genoms von Anaerobranca gottschalkii konnten eine Reihe biotechnologisch
relevanter Biokatalysatoren identifiziert werden. In Kooperation mit den Projektpartnern
gelang die heterologe Expression der fiir eine intra- und eine extrazellulare Amylase, ein
Entzweigungsenzym (Pullulanase), ein intrazellulares Verzweigungsenzym (branching
enzyme) und eine CGTase (Cyclodextrin-Glycosyltransferase) kodierenden Gene in den
mesophilen Wirtstammem E. coli und Staphylococcus carnosus. Die in E. coli produzierten
Enzyme lagen in aktiver Form im Cytoplasma vor. Die in S. carnosus produzierten Enzyme
(Verzweigungsenzym und CGTase) konnten in aktiver Form zur Sekretion gebracht werden
und lagen daher im Kulturtiberstand vor. Die Sekretion wurde erreicht durch die Herstellung

von Fusionsgenen bestehend aus dem fir das jeweilige Enzym kodierenden Gen aus A.
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gottschalkii und verschiedenen Signalsequenzen. Dabei wurden Signalsequenzen aus dem
Sec- und dem jlngst entdeckten Tat-Proteintranslokationsweg sowie sogenannte Propeptid-
Sequenzen, die in friheren Versuchen eine sekretionstimuliernde Wirkung gezeigt hatten,
verwendet. Bei beiden Enzymen wurde die hdchste extrazellulare Aktivitat durch Anheftung
einer Tat-Signalsequenz aus E. coli beobachtet. Nach Kontrollversuchen konnte daher nicht
nur gezeigt werden, dass Staphlococcus carnosus Uber einen funktionalen Tat-
Translokationsapparat verfiigt, sondern es konnte im Rahmen dieser Arbeit auch erstmalig in
Gram-positiven ein Tat-abhdngiges Expressionssystems zur sekretorischen Gewinnung von
Enzymen etabliert werden. Gegenubertiber der cyctoplasmatischen Produktion bieten
sekretorische Expressionssysteme die Vorteile, dass zum einen die Gefahr von
proteolytischem Abbau der rekombinanten Enzyme durch Wirtsproteasen und zum anderen
die Neigung zur Bildung von ,,inclusion bodies* (Proteinaggregationen) drastisch reduziert
ist. Eine sekretorische Expression in Gram-postiven bietet gegentber der Expression in Gram-
negativen Bakterien den Vorteil, dass die rekombinanten Enzyme nicht im Periplasma,
sondern im Kulturtiberstand vorliegen, aus welchem sie leicht aufzureinigen sind. Die
Nutzung des Tat-Systems schlieBlich bietet gegeniiber der Nutzung des Sec-Systems den
Vorteil, dass die rekombinanten Enyzme in gefalteter und somit aktiver Form sekretiert
werden konnen.

Die rekombinant produzierten Enzyme wurden aufgereinigt und charakterisiert. Die pH-
Optima der extrazellularen Enzyme lagen im Bereich des optimalen Wachstums von A.
gottschalkii, die Temperaturoptima lagen ca. 10°C daruber. Es bewahrheitete sich die im
Projektantrag formulierte Hoffung, dass extrazellulare Enzyme thermoalkaliphiler
Mikroorganismen in einem weiten pH- und Temperaturbereich aktiv sind. Die Substrat und
Produktspezifitaten der Enzyme wurden mit verschiedenen Methoden (HPLC, DC, HPAEC,
SEC) bestimmt. Eine 6kologische und dkonomische Evaluation der Cyclodextrinproduktion

wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Heinzle durchgefiihrt.

2. Anlass und Zielvorstellung
Biopolymere wie Starke bzw. Amylopektin und Amylose sind wertvolle nachwachsende

Rohstoffe. Sie bestehen aus Glucose-Monomeren, die durch a-1,4-glycosidische und o-1,6-
glycosidische Bindungen miteinander verknupft sind. Ziel des Projekts war es, mit Hilfe von
thermostabilen Enzymen (a-Amylase, CGTase, Verzweigungsenzym, Entzweigungsenzym)

aus dem thermoalkaliphilen Bakterium A. gottschalkii umweltfreundliche Verfahren zur
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Herstellung von hochwertigen Kohlenhydraten (Cyclodextrine, verzweigte Dextrine und
Oligosaccharide) aus nachwachsenden Rohstoffen zu entwickeln.

Die enzymatische Starkeverfliissigung zur Produktion von HFCD (high fructose corn syrup)
ist ein bereits in der industriellen Anwendung etabliertes Verfahren (Schafer und Dalbgge,
1999). Die einzelnen Verfahrensschritte laufen mit Amylasen, Pullulanasen und
Glucoamylasen unter verschiedenen Temperatur- und pH-Bedingungen ab, was zum einen
energieaufwendige Heiz- und Kihlschritte erforderlich macht und zum anderen eine hohe
Salzfracht (aus der Neutralisation) mit sich bringt. Neuartige Biokatalysatoren aus
extremophilen Mikroorganismen sind daher gefragt, um den Prozess mit weniger Schritten
und unter konstanteren Prozessbedingungen ablaufen zu lassen.

Cyclodextrine werden ebenfalls enzymatisch aus dem nachwachsenden Rohstoff Stérke
produziert. Die bisher eingesetzten Cyclodextringlycosyltransferasen (CGTasen) sind
thermolabil. Daher kommt ein zweistufiges Verfahren zum Einsatz, bei dem die Stdrke
zunachst durch thermostabile o-Amylasen hydrolysiert (>90°C) und anschliefend bei
niedrigeren Temperaturen (40-50°C) durch CGTasen zu einem Gemisch von a-, 3- und y-
Cyclodextrinen konvertiert wird. Diese werden anschlieBend in aufwendigen Verfahren mit
Hilfe von umweltschadlichen, organischen Ldsungsmitteln voneinander getrennt. Der Einsatz
einer thermostabilen CGTase mit spezifischer Produktbildung konnte einen einstufigen
Prozess ermdglichen und die Aufreinigungsschritte Giberflissig machen.

3. Verwendete Methoden

® shotgun- Genomsequenzierung

® bioinformatische Auswertung der produzierten DNA-Sequenzen

® Herstellung von Fusiongenen zur Sekretion ausgewahlter Enzyme in Staphylococcus
carnosus

® Klonierung, Reinung und Charakterisierung von Enzymen

® Zucker und Polymeranalytik mit HPLC , DC (Dunnschichtchromatographie), HPAEC
(high performance anion exchange chromatography), SEC (size-exclusion chromatography)

® Enzymoptimierung durch rationales Protein-Design bzw. gerichtete Evolution

® Messung von Thermostabilitat mittels Differential scanning calorimetry

® Herstellung von Enzymen durch grof3technische Fermentation

4. Ergebnisse und Diskussion
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Genomsequenzierung

Ziel des Teilprojekts war, es unter geringst méglichem Aufwand und innerhalb kirzester Zeit
alle oder maoglichst viele Gene des Kohlenhydratstoffwechsels des extremophilen Bakteriums
Anaerobranca gottschalkii zu identifizieren. Die Sequenzinformationen sowie Klone, die die
gewtiinschten DNA-Fragmente enthielten, sollten den Kooperationspartnern zur Verfligung
gestellt werden.

Die partielle Genomanalyse erfolgte Uber eine sogenannte shotgun-Sequenzierung. Dabei
wurde die genomische DNA mechanisch geschert, kloniert und an den Fragmentenden
sequenziert. In 14.865 Sequenzierungsansatzen wurden 11.634 brauchbare Sequenzen mit
einer Rohsequenz von 11,97 Mbp generiert. Die produzierten Sequenzfragmente wurden in
einer Datenbank zusammengefasst und assembliert. In einer ersten automatischen Annotation
wurden die Sequenzen mit den in der hausinternen Datenbank gespeicherten Informationen
aus ca. zwei Dutzend mikrobiellen Genomen verglichen. Die Sequenzen der Contigs und die
Liste der identifizierten Gene wurden von der Firma Epidauros an die Kooperationspartner
ubergeben. Nach Durchsicht der Genlisten wurden verbliebene Sequenzldcher in
biotechnologisch relevanten Genen geschlossen (insgesamt ca. 60 Gene). Der letzte Stand der
Genomsequenz: 12.355 gute Sequenzen sind in 510 Contigs assembliert. Die Gesamtlange
dieser Contigs betragt 1.921.832 bp mit einer Qualitat von PHRED 38 (entspricht einem zu
erwartenden Sequenzfahler in ca. 8.000 bp). Es wurden ca. 95% des Genoms bei 3,7-facher
Sequenzabdeckung sequenziert. In der letzten Annotationsrunde wurden 1.956 ORFs
identifiziert. 1.541 (78 %) der potentiellen Gene wiesen Homologien zu bereits bekannten
Genen auf. Unter ihnen fanden sich 593 potentielle Membranproteine und insgesamt 93 Gene
des  Zuckermetabolismus. Den  Projektteilnehmern  wurden  Password-geschiitzte
Zugangsrechte auf den die Informationen enthaltenen Server eingerichtet. Ein Manuskript

wird in Kirze zur Publikation in Gene eingereicht werden.

Etablierung eines Systems zur sekretorischen Expression von Enzymen aus A. gottschalkii
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Ziel des Teilprojekts war die Etablierung effizienter mesophiler Expressionssysteme flr die
biotechnologische Gewinnung ausgesuchter Enzyme (intrazelluldres Verzweigungsenzym,
extrazellulare CGTase) aus dem thermoalkaliphilen Bakterium Anaerobranca gottschalkii. Im
Gegensatz zu Ansatzen zu einer intrazellularen Enzymproduktion bietet eine sekretorische
Proteingewinnung mit mesophilen Gram-positiven Bakterien wie Staphylococcus carnosus
den Vorteil, dass die gewiinschten Proteine direkt in den Kulturiiberstand sekretiert werden. S.
carnosus eignet sich als Produktionswirt deshalb besonders, weil dieser im Gegensatz zu den
meisten anderen Gram-positiven Bakterien keine Proteasen in den Kulturiiberstand sezerniert,
die die Ausbeute an sekretierten heterologen Proteinen beeintrachtigen kénnen. Prinzipiell
stehen in den meisten Gram-positiven Bakterien zwei Sekretionswege zur Verfugung. Dabei
handelt es sich einerseits um den allgemeinen Sec-Weg, der bereits seit langem fir die
sekretorische Proteingewinnung verwendet wird. Die Sec-abhangige Sekretion von
heterologen Proteinen, bei der diese in ungefalteter Form (ber die Plasmamembran
transloziert werden und auBerhalb des Cytosols ihre korrekte Konformation einnehmen
mussen, verlauft allerdings haufig ineffizient. Fremdproteine sind oft nicht in der Lage, nach
erfolgter Membrantranslokation in der Zellhille schnell genug zu falten, um einem Abbau
durch in der Zellwand lokalisierten Proteasen zu entgehen. Der erst kiirzlich entdeckte Tat-
Weg, fiir den eine biotechnologische Anwendung in Gram-positiven Bakterien bislang noch
nicht beschrieben wurde, besitzt dagegen die herausragende Eigenschaft, bereits fertig
gefaltete Proteine aus der Zelle auszuschleusen. Die flur die Tat-abh&ngige
Membrantranslokation notwendige Faltung von Vorlauferproteinen im Cytosol vermeidet
dabei die genannten Probleme, die die Sec-abhangige Gewinnung heterologer Proteine
beeintrachtigen. Dieser neue Exportweg erdffnet zum ersten Mal die Mdglichkeit, Proteine,
v.a. jene von biotechnologischer Relevanz, in Bakterien sekretorisch zu gewinnen, die mit
einer Sekretion tber den Sec-Weg bislang nicht oder mit nur geringer Effizienz produziert
werden konnen.

Um die Nutzung des Tat-Weges flr eine heterologe Proteinsekretion im Wirt S. carnosus zu
erschlielen, wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst untersucht, ob S. carnosus einen
funktionellen Tat-Weg besitzt und, wenn ja, ob dieser in der Lage ist, Fremdproteine aus der
Zelle zu sekretieren. Es konnte gezeigt werden, dass die Fusion des intrazelluldren
Verzweigungsenzyms sowie des reifen Teils der extrazellularen CGTase mit der
Signalsequenz des E. coli Tat-Substrates TorA zur Sekretion beider Enzyme in aktiver
Konformation in den Kulturiberstand von S. carnosus fuhrte. Die Inaktivierung des in der
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Zwischenzeit klonierten Gens fur den putativen Rezeptor der Tat-Translokase (TatC) von S.
carnosus fihrte zur vollstandigen Inhibierung der Sekretion der beiden Enzyme (Abb.1).
Damit wurde erstmalig nachgewiesen, dass S. carnosus einen funktionellen Tat-Weg besitzt,
der grundsétzlich fur die heterologe Proteingewinnung geeignet ist.

Tat+ ATatC

ZF  US ZF  US

Abb. 1: Tat-abhangige Sekretion des Verzweigunsenzyms (VE) von A. gottschalkii durch
S. carnosus. Die Fusion von VE mit dem Tat-Signalpeptid TorA aus E. coli fihrtin S.
carnosus Wildtyp (Tat+) zur Translokation des Enzyms Uber die Plasmamembran.
Diese ist in Abwesenheit des Rezeptors der Tat Translokase (ATatC) vollstandig
blockiert. Auftrennung und Sichtbarmachung der aktiven Formen des
Verzweigunsgenzymserfolgte durch native Gelelektrophorese mit anschliessender
Jod-Starke-Reaktion. p: TorA-VE Vorlauferprotein; M: reifes VE-Protein; ZF:
Zellfraktion; US: Kulturiiberstand.

Im Hinblick auf die maximal erreichbare Ausbeute an sekretiertem Enzym wurden
vergleichende Untersuchungen zur Ausschleusung der Enzyme (ber den generellen Sec-Weg
bzw. den alternativen Tat-Weg durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass eine Sec-abhangige
Produktion von Verzweigungsenzym und CGTase in S. carnosus nur bedingt geeignet ist. Die
alleinige Fusion der Modellproteine mit der Signalsequenz einer Sec-abhdngigen Lipase aus
S. hyicus fihrte in beiden Féllen nicht zur Sekretion ber den Sec-Weg von S. carnosus. Eine
Sec-abhangige Sekretion wurde erst durch zusatzliches Einfugen eines Propeptides mdglich,
fir das bekannt ist, dass es sich positiv auf die Sekretion heterologer Proteine auswirkt.
Allerdings war der Einsatz des Propeptids fiir eine sekretorische Gewinnung der beiden
Modellenzyme trotz der Sekretion grofRer Mengen an Propeptid-Fusionsprotein ebenfalls
ungeeignet. Das Propeptid interferierte mit der korrekten Faltung des Verzweigunsgenzyms,
so dass ausschlieflich enzymatisch inaktives Protein in den Kulturiiberstand gelangte,
wéhrend im Falle der CGTase das sekretierte Pro-CGTase Fusionsprotein durch

zellassoziierte Proteasen in der Zellhille abgebaut wurde und nur geringe Mengen des
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intakten Fusionsproteins in den Uberstand gelangten. Eine Sekretion der authentischen
CGTase mit ihrer eigenen Signalsequenz Uber den Sec-Weg von S. carnosus war zwar
prinzipiell moglich, fuhrte jedoch nur zur Sekretion relativ geringer Mengen an reifer CGTase
in den Kulturliberstand. Dennoch zeigte dieser Befund, dass Sec-Signalsequenzen aus
extremophilen Bakterien mit dem Sec-Apparat mesophiler Bakterien produktive
Wechselwirkungen eingehen kdnnen.

Im Vergleich zu den Ansétzen zur Sec-abhangigen Sekretion der Modellproteine konnten mit
einer Tat-abhangigen Sekretion von Verzweigungsenzym und CGTase jeweils die hochsten
Enzymaktivitaten im Kulturiiberstand erzielt werden. Dieser Weg stellt demnach die Methode
der Wahl fir eine sekretorische Gewinnung dieser Enzyme in S. carnosus dar. Die
erfolgreiche Tat-abhdngige Gewinnung je eines heterologen intra- und extrazelluldren
Enzyms, deren Sekretion Uber den Sec-Weg in S. carnosus nur mit geringer Effizienz
stattfand beweist, dass der Tat-Weg eine vielversprechende Alternative zur Sec-abhangigen
Proteingewinnung darstellt. Offensichtlich ist es vorteilhaft, wenn heterologe Proteine ihre
native Konformation unter Ausnutzung der cytosolischen Chaperone einnehmen kénnen und
erst anschlielend im gefalteten Zustand Uber den Tat-Weg aus der Zelle ausgeschleust
werden. Es wurde jedoch auch nachgewiesen, dass das Potential der Tat-abhangigen
Sekretion heterologer Proteine durch den Siebeffekt der Zellwand limitiert wird. An Hand der
Tat-abhangig sekretierten Enzymvarianten konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter
Anteil der translozierten Enzyme im Zellwandkompartiment akkumuliert und sehr
wahrscheinlich erst  durch den wéahrend des Wachstums der Zellen stattfindenden
Zellwandturnover in den Kulturiiberstand freigesetzt wird. Eine Tat-abhangige Gewinnung
heterologer Proteine in Gram-positiven Bakterien bietet sich daher vor allem fur kleinere

Proteine an, flr die eine Diffusion durch die Poren der Zellwand ungehindert moglich ist.

Vergleichende Charakterisierung der intra- und extrazellularen a-Amylase

Die fur eine extrazelluldre (amyA) und eine intrazellulare (amyB) a-Amylase kodierenden
Gene konnten erfolgreich in E. coli kloniert und aktiv exprimiert werden. Die Enzyme, die
10% bzw. 4% des l6slichen Gesamtproteins des jeweiligen E. coli-Stammes ausmachten,
wurden mittels Anionenaustauch- und hydrophober Interaktions-Chromatographie gereinigt.
Um die native Molekularmasse der rekombinanten Proteine zu bestimmen, wurden

Gelfiltrationen (Superdex 200 Saule) durchgefihrt. Fir AmyA wurde so eine Molekularmasse
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von ~58 kDa ermittelt, was gut mit der errechneten Molekularmasse von 59 kDa (ohne
Signalpeptid) tbereinstimmt. Damit ist davon auszugehen, dass die rekombinante AmyA als
Monomer vorliegt. Fir AmyB war das Resultat der Gelfiltration nicht eindeutig: Das Protein
eluierte Uber einen breiten Bereich entsprechend einem GroRenbereich von 78 - 142 kDa, was
sich deutlich unterscheidet von dem Ergebnis der SDS-PAGE-Analyse (~55 kDa) und der
errechneten Groflie von 52 kDa. Bei der nativ-PAGE Analyse dringt das Protein kaum in das
Gel ein. AmyB ist daher vermutlich kein monomeres Enzym, der genaue
Oligomerisierungszustand ist aber noch unklar. AmyA zeigte ihre hdchste Aktivitat in
HEPES-Puffer, wohingegen AmyB in MES-Puffer am aktivsten war. Die extrazellulare o-
Amylase ist iber einen pH-Bereich von pH 6,0 bis 9,5 und einen Temperaturbereich von 45
bis 70°C aktiv. Das Optimum der enzymatischen Aktivitat liegt bei einer Temperatur von
70°C und einem pH-Wert von 8,0. Der Aktivitatsbereich der intrazellularen o-Amylase
AmyB erstreckte sich von pH 5,5 bis 7,5 und von 40 bis 65°C. Ihr Aktivitatsoptimum liegt bei
55°C und pH 6,0. Bei der Untersuchung des Einflusses diverser Metall-lonen auf die Aktivitat
der rekombinanten Amylasen stellte sich heraus, dass die Aktivitdt von AmyA, nicht aber von
AmyB, durch die Gegenwart von Calcium-lonen etwa 2-fach gesteigert wurde. AmyA ist aber
andererseits nicht Calcium-abhangig, denn in Gegenwart von 5 mM EDTA liel3 sich kein
signifikanter Riickgang der Aktivitat beobachten. Die Calcium-Unabhéngigkeit wére flr den
maoglichen industriellen Einsatz von Vorteil.

Das Substrat, auf dem beide a-Amylasen die hochste spezifische Aktivitat zeigten, ist
Amylose. Beide Enzyme sind auflerdem in der Lage, Starke, Amylopektin, Pullulan, sowie
a-, B- und y-Cyclodextrin abzubauen. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Enzymen
wurde darin gefunden, dass AmyA das Trisaccharid Panose spalten konnte, AmyB dagegen
nicht. Trehalose, Saccharose, Melibiose oder Raffinose wurden von keinem der Enzyme
gespalten.

Durch dunnschichtchromatographische Analyse konnten Maltose und Glucose als
Hauptprodukte der Hydrolyse von loslicher Starke und Amylose fiir beide Amylasen
nachgewiesen werden. Beide rekombinanten Enzyme spalten mit einem Endo-Mechanismus
a-1,4-glycosidische Bindungen, und wurden daher als a-Amylasen Kklassifiziert. Eine
bemerkenswerte Eigenschaft von AmyA ist, dass das Enzym mit Maltooligosaccharid-
Substraten (Konzentration im Ansatz: 25 mM) starke Transferaseaktivitit zeigte. Nach

Umsetzung eines definierten Maltooligosaccharidsubstrates (DP2-DP7) entstanden jeweils
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aus einem Substrat bestimmter Kettenldnge sowohl kiirzere als auch langere Produkte. Bei
ausgedehnter Inkubation wurden die langerkettigen Produkte wieder abgebaut.
Interessanterweise fiel bei der dunnschichtchromatographischen Analyse der Produkte auf,
dass mit Ausnahme des Inkubationsansatzes mit Maltose bei allen Auftrennungen der
Reaktionsprodukte ein Produktspot erschien, der auf Grund seines Laufverhaltens kein
lineares Maltodextrin sein konnte. Weitere Analysen, unter anderem unter VVerwendung eines
Phenolphthalein-Komplexierungs-Assays, ergaben Hinweise darauf, dass es sich dabei
vermutlich um B-Cyclodextrin handelt. Unseres Wissens ist Cyclodextrinbildung durch
Transferaseaktivitét bisher fur keine andere a-Amylase beschrieben worden.

Frihere Versuche zur Untersuchung der Bestandigkeit von AmyA gegen Hitzeinaktivierung
haben gezeigt, dass dieses Enzym bei Temperaturen bis 60°C sehr stabil war. Die
Enzymaktivitat lag nach 58 h bei 60°C noch bei 84% der Ausgangsaktivitat, wahrend bei 70
°C eine Halbwertzeit von ~40 h ermittelt wurde (siehe letzten Projektbericht). Somit ist dieses
Enzym unter den fur A. gottschalkii physiologischen Bedingungen (Top~55°C, pHop~8)
aullerordentlich stabil. Auch AmyB war bei Temperaturen bis 60°C relativ stabil, jedoch
deutlich weniger widerstandfahig als AmyA. Nach vier Stunden bei 60°C wurde bei AmyB
ein Aktivitatsverlust von 21 % festgestellt, und bei 70°C war eine Halbwertszeit der
Inaktivierung von etwa 60 min zu beobachten. Die hohere Stabilitdt von AmyA konnte darin
begriindet liegen, dass dieses Enzym sekretiert wird und daher ungeschitzt vom
intrazellularen Milieu bestehen muss, wahrend AmyB als cytoplasmatisches Enzym
maoglicherweise durch die im Zellinneren vorliegende hohe Makromolekiilkonzentration oder

durch stabilisierende Faktoren stabilisiert wird.

Tab. 1: Vergleich der A. gottschalkii a-Amylasen AmyA und AmyB
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Eigenschaft AmyA AmyB
Extrazelluldr (Signalpeptid) + -
pH-Optimum 8,0 6,0
“Temperatur-Optimum’ 70°C 55°C
t 12 (70°C) 40 h 1h
Spaltung von Panose + -
Transglykosidierung von + -

Maltooligosacchariden

Produktion des Entzweigungsenzyms (Pullulanase) zur effektiven Umsetzung von Stérke zu

linearen Maltodextrinen

Aus der von der Gensequenz abgeleiteten Aminosduresequenz von PulA konnte abgeleitet
werden, dass das Enzym in seinem natlrlichen Wirt A. gottschalkii wahrscheinlich als
Vorlaufer mit Lipoprotein-Signalpeptid synthetisiert und nach posttranslationaler
Modifizierung als Lipoprotein in der Cytoplasmamembran verankert vorliegt. Um bei der
heterologen Expression Probleme zu vermeiden, wurde der ORF ohne Signalpeptid
uberexprimiert. Die Expression erfolgte in E. coli. Im Rahmen dieser Expressionsversuche
wurden neben der Pullulanase (rPulA) mit kompletter Sequenz eine N-terminal um 252
Aminosduren trunktierte Pullulanse (rPulA™) aufgereinigt. Aulerdem wurde die native
Pullulanse (PulA) gereinigt. Die Temperatur und pH-Spektren aller drei Enzyme sowie die
Temperatstabilitdt von rPulA wurden bestimmt (Abb. 2). Alle drei Enzyme waren optimal bei
einer Temperatur von 65-70°C und einem pH-Wert von 8-8,5 aktiv. Bei 65°C war rPulA flr

mehrere Stunden stabil.
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Abb. 2: EinfluR des pH-Wertes und der Temperatur auf die Aktivitdt von rPulA( ),
rPulA’(®) und PulA(O) und die Thermostabilitdt von rPulA. Die Thermostabilitat
von rPulA wurde mit der rekombinanten Pullulanase bei 50°C (O), 65°C (), 70°C ( ),
75°C () und 80°C (®) bestimmt, indem nach unterschiedlichen Inkubationszeiten
Proben entnommen und auf ihre Restaktivitat gestestet wurden.

rPulA zeigte hochste Aktivitdt mit Pullulan als Substrat (100%), das Enzym konnte jedoch
auch B-Grenzdextrine (24%), Amylopektin (14%) und Starke (15%) hydrolysieren. Andere

Polysaccharide (Glykogen, Dextran, Cellulose, Mannan, Laminarin), Oligosaccharide (o-

oder B-Cyclodextrin, lineare Maltotdextrine) oder Di- und Trisaccharide (Isomaltose,
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Trehalose, Turanose, Cellobiose, Melibioose, Sucrose, Panose, Melizitose, Raffinose) wurden

nicht hydrolysiert.
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Abb. 3: Dunnschichtchromatographische Analyse der Produktbildung von rPulA mit

Pullulan, Amlyopektin und B-Grenzdextrin. 200ul 0,5% Pullulan (A), 0,25%
Amylopektin (B), oder 0,25% R-Grenzdextrin(C) wurden zusammen mit 2 pg (Pullulan)
oder 5 pg (Amylopektin und Grenzdextrin) rPulA bei 60°C inkubiert. Wahrend der
Hydrolyse wurden nach O bis 180 min Proben (Spuren 1-8) genommen und
dunnschichtchromatographisch getrennt. M, Maltodextrinmarker, bestehend aus
Glucose (G1) bis Maltoheptaose (G7).

Aus Pullulan entstand durch rPulA-Hydrolyse ausschlieRlich Maltotriose (Abb. 3), was darauf
hinweist, dass das Enzym ausschliel3lich die a-1,6-glycosidischen Bindungen des Substrates
spaltet. Aufgrund seiner Substrat- und Bindungsspezifitat konnte rPulA als Typl-Pullulanase
klassifiziert werden. Das untersuchte Enzym stellt somit die erste bekannte Typl-Pullulanase
aus einem thermoalkaliphilen Bakterium dar. Die kinetischen Konstanten K, und vy flr die
Pullulanhydrolyse durch rPulA bei 60°C betrugen 0,75 mg/ml bzw. 62 U/mg. Die Aktivitat
von rPulA wurde durch Cyclodextrine gehemmt, wobei die starkste Hemmung mit -
Cyclodextrin beobachtet wurden (Ki=6 mM). Somit wird rPulA im Vergleich zu bestimmten
anderen Pullulanasen wie der aus Thermotoga maritima (K;=0,075 mM fir -Cyclodextrin)
nur moderat gehemmt. Das charakterisierte Entzweigungsenzym ist von Interessse in der
Stéarkehydrolyse. Es spaltet spezifisch die a-1,6 Bindungen und eignet sich daher zur
Produktion linearer Dextrine, die in vielfaltiger Weise eingesetzt werden. Unter anderem

dienen Maltodextrine im Rahmen der Produktion von Glucose aus Starke als Substrate fiir
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Glucoamylasen, die diese zu Glucose abbauen. Der Einsatz thermophiler Pullulanasen in der
Herstellung von Glucose aus Starke bietet den Vorteil, dass der energieaufwendige
Kuhlschritt nach dem ersten Schritt entfiele und Amylasen, Pullulansen und Glucoamylasen
kdnnten in einem Schritt eingesetzt werden.

Die Untersuchungen zur A. gottschalkii-Pullulanase wurden in enger Kooperation zwischen
den Arbeitsgruppen Liebl und Antranikian durchgefuhrt. Ein Manuskript Uber die Resultate
wurde in Form eines gemeinsamen Manuskripts im November 2003 zur Veroffentlichung in

Applied and Environmental Microbiology eingereicht.

Produktion des Verzweigungsenzyms zur Umwandlung linearer Glucane in verzweigte

Glucane

Verzweigungsenzyme (EC 2.4.1.18) sind intrazelluldre Enzyme, die die Spaltung von a-1,4-
glycosidischen Bindungen in o-Glucanen und die anschliefende «-1,6- glycosidische
Anknupfung der freigesetzten Oligomere katalysieren. Die Verzweigungen im Glykogen oder
im Amylopektin von Starken gehen auf die Aktivitat des Verzweigungsenzyms zuriick. Da
die Loslichkeit der Molekile mit steigendem Verzweigungsgrad zunimmt, kann die
Loslichkeit von Starke durch Behandlung mit dem Verzweigungsenzym erhoht werden und
somit z.B. das Ausfallen (Retrogradation) von Starke in Lebensmitteln reduziert werden. Des
Weiteren besteht innerhalb der Starkeindustrie stets Interesse an modifizierten Starken (z.B.
in der Papierbeschichtung).

Die Arbeitsgruppe Freudl stellte Fusionsgene aus dem Gen fir das Verzweigungsenzym und
verschiedenen Signalsequenzen her. Es gelang dabei die Herstellung von Staphyloccus
carnosus—-Stammen, die das Verzweigungsenzym in aktiver Form sekretieren. Aus dem
Uberstand wurde das Verzweigungsenzym gereinigt und der Arbeitsgruppe Freudl gereinigtes
Enzym zur Herstellung von Antikorpern zur Verfligung gestellt (s. letzter Zwischenbericht).
Das rekombinate Enzym wurde in der Arbeitsgruppe Antranikian charakterisiert. In
Zusammenarbeit mit Prof. Puls und Dr. Saake vom Institut fir Holzchemie und chemische
Technologie des Holzes der Bundesforschungsanstalt fiir Holz- und Forstwirtschaft wurde die
Umwandlung von Amylose durch das Verzweigungsenzym mittels high performance anion
exchange chromatography (HPAEC) und size exclusion chromatography (SEC) analysiert.
Uber die HPAEC-Analyse konnte nach Spaltung der neusynthetisierten o-1,6- Bindnugen die

Lange der transferierten Oligosaccharidketten bestimmt werden (Abb. 4A). Diese lag
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zwischen Dp 4 und Dp 40, bei einem Maximum bei Dp 16. Mit der HPAEC kénnen nur
Molekdile bis zu einer maximalen Kettenldnge von Dp 50 analysiert werden. Daher war zu
diesem Zeitpunkt nicht klar, wie hoch der Anteil an nicht umgesetzter Amylose war. Deshalb
wurden die bei Umwandlung von Amylose entstehenden Produkte mittel SEC analysiert, die
Glucane bis zu einem DP von ca. 6000 erfassen kann. (Abb. 4B). Dabei zeigte sich, dass am
Reaktionsende alle Produkte nach Isoamylaseverdau Molekulargewichte von 10° bis 10*
g/mol hatten, demnach allenfalls noch vernachl&ssigbare Mengen an nicht umgesetzter
Amylose vorlagen.

0,18 - 15
A L B

0,16 \

0,14

0,12

Zur Anzeige wird der QuickTime™
Dekompressor “Foto - JPEG”
benotigt.

5 10 15 20 25 30 35
elution time (min)

Abb. 4. Analyse der Produkte des Verzweigungsenzyms zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Umwandlung von Amylose. Die neusynthetisierten a-1,6-
Bindungen wurden mit Isoamylase gespalten und die Proben mittels HPAEC (A) und
SEC (B) analysiert.

Es konnte damit gezeigt werden, dass das rekombinante Verzweigungsenzym aus A.
gottschalkii die Viskositat von Amyloselosungen signifikant zu senken imstande ist und somit
ein attraktiver Kandidat fir die Anwendung in der Lebensmittelindustrie ist.

Cyclodextrinproduktion

Cyclodextrine (CD) sind zyklische Oligosaccharide aus sechs bis acht Glucoseeinheiten (a-,
B- und y-CD), die durch Cyclodextrin-Glycosyltransferasen (CGTasen) aus Starke und
anderen Polysacchariden synthetisiert werden. Zur Herstellung von Cyclodextrinen, die in

ihrem Inneren Gastmolekile komplexieren kdnnen und deshalb vielfaltige industrielle
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Anwendung finden (z.B. zur Einkapselung von Wirkstoffen in der Pharmaindustrie oder zur
Aromastabilisierung in der Lebensmittelindustrie) sind thermostabile CGTasen erwiinscht, da
der Prozess zur Losung und Hydrolyse des Ausgangssubstrates (Starke) bei hohen
Temperaturen erfolgt. In diesem Zusammenhang wurde die CGTase aus dem
thermoalkaliphilen Bakterium Anaerobranca gottschalkii hergestellt und charakterisiert,
sowie Versuche zu ihrer Stabilisierung mittels gerichteter Evolution unternommen

Das cgtase-Gen wurde ohne Signalsequenz in das Plasmid pET24a (Novagen) kloniert und in
Escherichia coli BL21(DE3) Zellen aktiv exprimiert, wonach sich der uberwiegende Teil des
Proteinproduktes im ldslichen Teil des Zellextraktes fand. Die CGTase konnte Uber
Cyclodextrin-Affinitdtschromatographie und Gelfiltration gereinigt werden (s. letzter
Zwischenbericht). Um die Anwendbarkeit der rekombinanten CGTase zu untersuchen, wurde
der Umsatz verschiedener Glucane bestimmt. Amylose, Amylopektin, Paselli-Starke und
native Kartoffelstarke wurden komplett umgesetzt, Glykogen hingegen nur zu ca. 50%.
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass das Produkspektrum vom Verzweigungsgrad
des Substrates abhdngt. Mit steigendem a-1,6-Verzweigungsgrad der Substrate erhohte sich

der relative Anteil an B-Cyclodextrin. Wahrend mit Amylose als Substrat o-Cyclodextrin das
Hauptprodukt darstellte, wurden mit Glykogen gleiche Mengen an a- und B-Cylodextrin
gebildet (Abb. 5). Auch steigende Substratkonzentrationen verschoben das Produktverhéltnis
zugunsten des P-Cyclodextrins. Bei Konzentrationen unter 10% Paselli-Starke war o-
Cyclodextrin das Hauptprodukt. Bei 10% Paselli-Starke wurden gleiche Mengen an o~ und 3-
Cylodextrin gebildet, wohingen bei hoheren Konzentration die Menge gebildeten (-
Cyclodextrins die des a-Cylodextrins Gberwog (Abb.6). Es stellte sich daher heraus, dass
Produktspektrum und Enzymeigenschaften sich unter analytischen und industrienahen
Bedingungen stark voneinander unterschieden. In Anwesenheit von Glucose wurde ein
beschleunigter Starkeumsatz beobachtet. Die HPLC- Analysen zeigten, dass dieser jedoch auf
eine  Erhdhung der Disproportionierungsreaktionen, und nicht auf eine erhohte
Cyclisierungsrate zuriickgeht. Obwohl das pH- und Temperaturoptimum der CGTase bei pH
8,5 und 60° C liegt, wies das Enzym selbst in wassrigen Starke-Ldsungen, deren pH bei ca. 6
lag, bei 70°C und ohne Zusatz von Ca®*-lonen hohe Aktivititen auf. Durch
glucoamylolytischen Verdau der mit Amylose als Substrat gebildeten Produkte konnte
nachgewiesen werden, dass die CGTase auch in der Lage ist, grélere (> Dp 8) cyclische

Verbindungen (Cycloamylose) zu synthetisieren. Die Menge der intermediar gebildeten,
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groReren cyclischen Verbindungen war unter gewéahlten Bedingungen jedoch nicht hoch.
Solche Verbindungen sind fir die Pharmaindustrie zur Einkapselung hdéhermolekularer
Wirkstoffe von groRem Interesse. Aullerdem konnte “Cycloamylose” bereits erfolgreich zur
Proteinriickfaltung eingesetzt werden. Unter Umstanden lieRe sich durch die Wahl der
Reaktionsbedingungen die Ausbeute an grofReren cyclischen Ringen erhéhen. Desweiteren
sind zur genauen GroRen- und Ausbeutebestimmung SEC- Messungen erforderlich.

Zur Erhohung der Thermostabilitdt der CGTase wurden durch Error Prone PCR zwei
Genbanken erstellt, wobei jeweils eine mutagenisierte Halfte des die CGTase kodierenden
Gens mit einer unverdnderten Halfte fusioniert war. Die Genbanken wurden im Rahmen eines
neu entwickelten Screeningverfahrens auf stabilisierte CGTasen durchsucht. Bislang konnte

jedoch noch keine thermostabilisierte Mutante gefunden werden.
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Abb. 5: Substratspezifitdt der rekombinanten CGTase aus A. gottschalkii. 10 ml

0,5 %iger Losungen der Glucane Amylose (A), Amylopektin (B), Glykogen (C),
nativer Kartoffelstarke (D) und Paselli-Starke (E) wurden mit 2 U CGTase bei
60°C inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeiten wurden Proben genommen und
mit HPLC analysiert.
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Abb.6: EinfluR der Substratkonzentration auf die Cyclodextrinbildung. 10 ml Paselli-
Starke-Lésungen mit Endkonzentrationen von 0,5% (A), 2 % (B), 10 % (C) und 20%
(D) wurden mit 0,4 U CGTase pro mg Starke bei 60°C inkubiert. Zu unterschiedlichen
Zeiten wurden Proben genommen und mit HPLC analysiert
Starke (), a-Cyclodextrin (Q), B-Cyclodextrin (&), y-Cyclodextrin ( ).

Es ist damit gelungen, das die CGTase kodierende Gen A. gottschalkii zu identifizieren, zu
klonieren und in aktiver Form zu exprimieren. Das rekombinante Enzym wurde gereinigt und
charakterisiert.

Das thermostabile Enzym wurde auf seine Anwendbarkeit getestet. Im Verlauf dieser
Versuche zeigte sich, dass das die Versuchsbedingungen einen hohen EinfluR auf die
Ausbeute und die Zusammensetzung der Cyclodextrine haben. Durch Variation der
Prozessbedingungen sollten daher weitergehende Optimierungen mdglich sein.
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5. Soll/Ist-Vergleich

Wie geplant, wurde das Genom von Anaerobranca gottschalkii erfolgreich sequenziert und
die Daten an die Projektpartner weitergegeben. Entsprechend den Meilensteinen wurden
insgesamt funf (zwei a-Amylasen, ein Entzweigungsenzym, eine CGTase und ein
Verzweigungsenzym) Kohlenhydrat-metabolisierende Enzyme in aktiver Form rekombinant
produziert und charakterisiert. Neben der Expression in E. coli wurden das
Verzweigungsenzym und die CGTase wie geplant in Staphyloccocus carnosus exprimiert und
in aktiver Form in den Uberstand sekretiert. Somit konnte im Rahmen dieser Arbeit ein
attraktives System zur sekretorischen Expression bereits gefalteter, industrierelevanter
Enzyme etabliert werden. Die Herstellung thermostabilisierter CGTase-Varianten verzogerte
sich infolge anfénglicher Klonierungsschwierigkeiten. Es wurden zwei Genbanken
zufallsmutagenisierter Klone auf CGTasen hergestellt. Bislang konnte jedoch im
phanotypischen Screening auf erhdhte Thermostabilitdt, keine thermostabilisierte CGTase
isoliert werden. Die Experimente mit dem rekombinanten Enzym zeigten jedoch, dass sich die
Eigenschaften der CGTase durch die Inkubationsbedingungen positiv beeinflussen lassen, so
dass, durch die thermostabilisierende Wirkung hoher Stérkekonzentrationen, eine
Optimierung  der  Produktion bei 70°C mdglich ist. Infolge anfanglicher
Klonierungsschwierigkeiten wurden die gereinigten Enzyme bislang noch nicht im
Industriemalistab eingesetzt.

In Tabelle 2 sind anhand der Meilensteinplanung des Antrages Erreichtes und noch

Ausstehendes dargestellt.

19



DBU Verbund Biokatalyse Abschlussbericht 13040/09

Tab. 2: Graphischer Soll/Ist-Vergleich der im Antrag formulierten
Meilensteinplanung. Erfolgreich bearbeitet (v'), noch ausstehend (n).

Antranikian( ) Sterner ( ) Freudl ( )
Liebl ( ) Klenk( )
Arbeitsschritt Monat

2 |4 |6 (8 |10 (12 |14 |16 |18 |20 |22 |24 |26 |28 |30 |32

Reinigung und biochemische
Charakterisierung der bereits identifi- v
zierten Enzyme (CGTase, Verzwei-
gungsenzym, o.-Amylase) aus

A. gottschalkii

Detektion neuer Kohlenhydrat- v
metabolisierender Biokatalysatoren v
Bioinformatische Auswertung der | | | |
Ergebnisse aus der Genomsequenzierung v

Klonierung und Expression ausgewahlter
industrierelevanter Enzyme (CGTase,
Verzweigungsenzym, a-Amylase) aus v

NN

A. gottschalkii

Reinigung, biochemische und
physikochemische Untersuchungen der
rekombinanten Glycosylhydrolasen- und

NN

transferasen

Produktion und Charakterisierung

hochwertiger Kohlenhydrate mit Hilfe
der Biokatalysatoren

NN

Optimierung der CGTase hinsichtlich
der Thermoaktivitat und -stabilitat durch
PCR Evolution und DNA Shuffling

Uberexpression der CGTase in Bacillus
subtilis bzw. Staphylococcus carnosus v

Optimierung der Kultivierung im 300 |

Malstab

Einsatz der Biokatalysatoren zur

Herstellung hochwertiger Kohlenhydrate
(Cyclodextrine, verzweigte Dextring,

und Oligosaccharide)

6. Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen

Das Teilprojekt zur Cyclodextrinproduktion wurde von Herrn Biwer aus der Arbeitsgruppe
von Prof. Heinzle 6konomisch und 6kologisch bewertet. Da der Schwerpunkt des Projektes
auf der Enzymentwicklung lag, stand in diesem Fallbeispiel das Aufzeigen und Bewerten von
Potenzialen und nicht die Bewertung konkreter Prozessergebnisse im Vordergrund.

Die Evaluation erfolgte zu einem frihen Zeitpunkt (s. letzter Zwischenbericht), an dem erst
seit kurzer Zeit aktives rekombinantes Enzym zur Verfugung stand. Deshalb konnte nur ein
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Teil der experimentellen Daten bericksichtigt werden. Zunéchst wurde daher zur Ermittlung
von Verbesserungspotentialen das bestehende Standardproduktionsverfahren zur Herstellung
von a-Cyclodextrin modelliert und bewertet. Grundlage der Modellierung waren deshalb
Angaben der konventionellen Herstellung von o-Cyclodextrin in  Anwesenheit des
organischen Komplexbildners Decanol.

Im Verlauf der Experimente zeigte sich, dass die Menge der von der rekombinanten CGTase
aus A. gottschalki gebildeten o- und B-Cyclodextrine stark von den Reaktionsbedingungen
abhangt. Vor allem bei hohen Substratkonzentrationen war nicht a-Cyclodextrin das
Hauptprodukt, sondern wurden a- und B-Cyclodextrinen zu &hnlichen Anteilen gebildet. Eine
Ursache hierfur ist, dass die Anwesenheit hoher a-Cyclodextrinkonzentrationen die Bildung
der anderen Cyclodextrine begunstigt, welches der Grund dafr ist, das in der konventionellen
a-Cyclodextrin-Herstellung Decanol als Komplexbildner zugegeben wird. Des Weiteren wird
bei hohen Cyclodextrinkonzentrationen der Abbau der Cyclodextrine durch Kopplung-,
Hydrolyse- und Disproportionierungsreaktionen begunstigt.

Im ndchsten Schritt ist es daher wichtig, zu untersuchen, wie die Cyclodextrinbildung
verlauft, wenn das a-Cyclodextrin, das zu Reaktionsbeginn in hdchster Rate synthestisiert
wird, durch Affinitatssdulen aus dem Reaktionsgemisch entfernt wird.

Grundsatzlich sind  Alternativverfahren nur dann ©kologisch und  6konomisch
konkurrenzfahig, wenn sie Ausbeuten und Selektivtaten des Standardsverfahrens erreichen.
Bisherige Versuche bilden daher die Grundlage fiir Versuche zur Cyclodextrinproduktion in

Anwesenheit von Cyclodextrin-Affinitatssaulen.

7. Kooperation innerhalb des Projektes

Zur erfolgreichen Durchfiihrung des Projekts war eine enge Zusammenarbeit aller Partner
erforderlich. Das Genom von Anaerobranca gottschalkii wurde von der Arbeitsgruppe Klenk
sequenziert und die Daten an die Projektteilnehmer weitergegeben. Die Arbeitsgruppe Freudl
stellte Fusionsgene aus den Genen fur die CGTase und das Verzweigungsenzym und
verschiedenen Sekretionssignalen her und transformierte diese in Staphylococcus carnosus.
Diese Stamme wurden an die Arbeitsgruppen Sterner bzw. Antranikian weitergegeben. In der
Arbeitsgruppe Antranikian wurde das Verzweigungsenzym aus dem Uberstand gereinigt und
der Arbeitsgruppe Freudl zur Herstellung von Antikorpern zur Verfiigung gestellt.(s. letzter
Bericht) Die Produktspezifitat der rekombinant hergestellten CGTase (Arbeitsgruppe Sterner)
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wurde mit Hilfe einer HPLC in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Antranikian
bestimmt. Das Teilprojekt wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Heinzle evaluiert.
Die Arbeiten zu den o-Amylasen und der Pullulanase erfolgte in Zusammenarbeit der

Arbeitsgruppen Liebl und Antranikian.
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Staphylococcus carnosus: secretory expression and single-step recovery by expanded bed

adsorption. Process Biochemistry 38, 1351 - 1361.

Sterner, R., and Liebl, W. (2001) Thermophilic adaptation of proteins. Crit. Rev. Biochem.
Mol. Biol. 36, 39-106.

In Vorbereitung/eingereicht (2 Verdffentlichungen)
Ballschmiter, M., Armbrecht, M., Ivanova, K., and Liebl, W. (2004). Recombinant production
and properties of two o.-amylases from Anaerobranca gottschalkii. Manuskript in

Vorbereitung.

Antranikian, G., Ruepp, A., Freudl, R., Liebl, W., Sterner, R., Klenk, H.-P. (2004). Insight
into the carbohydrate metabolism of the thermoalkaliphilic bacterium Anaerobranca

gottschalkii from a genomic perspective. Manuskript in VVobereitung.
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9. Prasentationen

Ballschmiter, M., Ivanova, K., Antranikian, G., Liebl, W. (2002). a.-amylases from the
thermoalkaliphilic bacterium Anaerobranca gottschalkii. Poster, biocat2002, Hamburg, 28.-
31. Juli 2002.

Bertoldo, C., Liebl, W., Armbrecht, M., Duffner, F., Schéfer, T., Antranikian, G. (2002)
Purification and characterization of a thermoalkalistable pullulanase type | from the
thermophilic anaerobic bacterium Anaerobranca gottschalkii after cloning and expression of
its gene in Escherichia coli. Poster, biocat2002, Hamburg, 28.-31. Juli 2002 and 4™

International Congress on Extremophiles, Neapel, 22.-26. September 2002.

Jurgens, C. Prowe, S.G., Thiemann, V., Sterner, R., Antranikian, G. (2003). Purification and
characterisation of the native and the heterologously expressed CGTase from the anaerobic
thermoalkaliphile Anaerobranca gottschalkii, VAAM Tagung Berlin, 23.03.-26.03.2003 und
5" Carbohydrate Bioengineering Meeting, Groningen, 6.4. — 9.4. , 2003.

Klenk, H.-P. Comparative genomics and evolution of extremophiles @ Extremophiles I11.
Hamburg, September 2000 und Whole genome comparisons @ International Conference on

Structural Genomics. Yokohama, November 2000.

Thiemann, V., Vollstedt, A., Freudl, R., Reisen, M., Saake, B., Puls, J., Antranikian, G. (2002
und 2003). Purification and characterization of the heterologously expressed branching
enzyme from the thermoalkaliphilic bacterium Anaerobranca gottschalkii. Vortrag VAAM
Tagung Gottingen, 24.-27.04.2002 und Poster biocat2002, Hamburg, 28-31. Juli 2002,
VAAM Tagung Berlin, 23.03.-26.03.2003 und 5™ Carbohydrate Bioengineering Meeting.
Groningen, 6.4. — 9.4.2003.
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10. Dissertationen

abgeschlossene Dissertationen (2)

Catharina Jirgens (AG Prof. Sterner)

"Reinigung und Charakterisierung der Cyclodextrin Glycosyltransferase (CGTase) aus dem
thermoalkaliphilen Bakterium Anaerobranca gottschalkii”. Dissertation, Universitat zu Koln,
2003.

Angela Vollstedt (AG Prof. Freudl)
"Sekretorische Gewinnung von Enzymen aus dem thermoalkaliphilen Bakterium
Anaerobranca gottschalkii im mesophilen Wirt Staphylococcus carnosus”. Dissertation,

Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf, 2003.

laufende Doktorarbeiten (1)

Volker Thiemann (AG Prof. Antranikian)  Fertigstellung Juli 2004
"Characterization of the branching enzyme and the cyclodextrin glycosyl transferase

(CGTase) from the thermoalkaliphilic bacterium Anaerobranca gottschalkii*

11. Wirtschaftliche Verwertung, Patente und Folgeprojekte

Die Firma Novozymes A/S hat ihr Interesse an einer Verwertung von Stérke-prozessierenden
Enzymen aus A. gottschalkii bekréftigt. Im Rahmen dieser Kooperation wurden bereits zwei
Enzyme (Amlyase und CGTase) patentiert (EP939801A1, EP956346A1).

Die Arbeitsgruppen von Professor Antranikian und Professor Freudl haben auf der Basis des
in diesem Projekt weiterentwickelten Expressionssystems ein neues Vorhaben bei der DBU
(AZ 13092) begonnen.
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