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Brauindustrie zur Verarbeitung gro3er Rohfruchtmengen ECORY'
eingesetzt werden kann, um die Viskositat der ECORY gcnRT Hindll @M/ EcoRI
Braumaische erhdhende Glukan-Verbindungen b‘g%j oa
hydrolytisch zu spalten; diese Glukanase muB aber auch

oberhalb von 60 °C ihre Funktionswirksamkeit beibehalten. \/

Dazu wird ohne die Verwendung von Antibiotika eine FooRT,

stabile Expression durch ein chimaeres Gen erreicht, das HindlEa’RI
aus den glukanasekodierenden DNS-Sequenzen von

Bacillus amyloliguefaciens und Bagcillus macerans

fusioniert wird, dem die Signalsequenz der Glukanase aus

Bacillus amyloliguefaciens vorhergeht. Die so gewonnene

Glukanase ist auch oberhalb 70°C ausreichend stabil, FIG.A
insbesondere bei den brauereitypischen pH-Werten. Fig. 1
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung einer thermostabilen, hybriden Bacillus-beta-1,3-1,4-Glukanase, wobei
ein geeignetes Gen fiir diese Glukanase isoliert und mittels eines Vektors in einem
Mikroorganismus-Stamm exprimiert wird und wobei ferner eine stabile Expression dieses Gens
gewsahrleistet ist, ohne daR Zusitze von Antibiotika gebraucht werden, dadurch gekennzeichnet,
daf die Glukanase aus
— einem Signalpeptid S von Bacillus amyloliquefaciens,

- einem N-terminalen Polypeptid A von 50 bis 150 Aminoséuren, das zu mehr als 90% dem
N-terminalen Teil der beta-1,3-1,4-Glukanase aus Bacillus amyloliquefaciens homolog ist, und
-~ einem C-terminalen Polypeptid M besteht, das zu mehr als 30% dem C-terminalen Teil der beta-
1,3-1,4-Glukanase aus Bacillus macerans homolog ist,
und daf3 sie nach der aligemeinen Formel

S~A-M

zusammengesetzt ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal} die Glukanase die Aminosauresequenz
wer-Lys-Arg-Val-Leu-Leu-lle-Leu-Val-Thr-Gly-Leu-Phe-Met-Ser-Leu-Cys-Gly-lie-Thr-Ser-Ser-Val-
Ser-3,-&3.-Thr-Gly-Gly-Ser-Phe-Phe-Glu-Pro-Phe-Asn-Ser-Tyr-Asn-Ser-Gly-Leu-Trp-Gin-Lys-Ala-
Asp-Gly-Tyr-Ser-Asn-Gly-Asp-Met-Phe-Asn-Cys-Thr-Trp-Arg-Ala-Asn-Asn-Val-Ser-Met-Thr-Ser-
Leu-Gly-Glu-Met-Arg-Leu-Ala-Leu-Thr-Ser-Pro-Ser-Tyr-Asn-Lys-Phe-Asp-Cys-Gly-Glu-Asn-Arg-
Ser-Val-GIn-Thr-Tyr-Gly-Tyr-Gly-Leu-Tyr-Glu-Vail-Arg-Met-Lys-Pro-Ala-Lys-Asn-Thr-Gly-lle-Val-
Ser-Ser-Phe-Phe-Thr-Tyr-Thr-Gly-Pro-Thr-Glu-Gly-Thr-Pro-Trp-Asp-Glu-lle-A32-133-Glu-Phe-Leu-
Gly-Lys-Asp-Thr-Thr-Lys-Val-Gin-Phe-Asn-Tyr-Tyr-Thr-Asn-Gly-Val-Gly-Gly-His-Glu-Lys-Val-lle-
Ser-Leu-Gly-Phe-Asp-Ala-Ser-Lys-Gly-Phe-His-Thr-Tyr-Ala-Phe-Asp-Trp-Gin-Pro-Gly-Tyr-lle-Lys-
Trp-Tyr-Val-Asp-Gly-Val-Leu-Lys-His-Thr-Ala-Thr-Ala-Asn-lle-Pro-Ser-Thr-Pro-Gly-Lys-lle-Met-
Met-Asn-Leu-Trp-Asn-Gly-Thr-Gly-Val-Asp-Asp-Trp-Leu-Gly-Ser-Tyr-Asn-Gly-Ala-Asn-Pro-Leu-
Tyr-Ala-Glu-Tyr-Asp-Trp-Val-Lys-Tyr-Thr-Ser-239 Asn
aufweist,

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafi ein fir die Glukanase kodierendes
hybrides Gen erzeugt wird, indem
— aus einem ersten Gen fiir beta-1,3-1,4-Glukanase aus Bacillus amyloliquefaciens mittels eines

Restriktionsenzyms ein — das C-terminale Polypeptid M kodierendes — DNS-Fragment entfernt,

— aus einem zweiten Gen fir beta-1,3-1,4-Glukanase aus Bacillus macerans mittels vorzugsweise
des gleichen Restriktionsenzyms ein — das C-terminale Polypeptid M kodierendes —
DNS-Fragment isoliert und

- mittels Ligase das DNS-Fragment des zweiten Gens an die Stelle desin dem ersten Gen entfernten
DNS-Fragmentes in das erste Gen eingebaut wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daf das hybride Gen aus
~ einerregulatorischen DNS-Sequenz stromaufwairts des Gens flir die beta-Glukanase aus Bacillus

amyloliquefaciens,

~ einer Signal-DNS-Sequenz dieser Glukanase bis zur Position 25,

~ der DNS-Sequenzfiir die N-terminalen Aminosiuren dieser Glukanase von der Position 26 bis zur
Position 132,

— der DNS-Sequenz fir die C-terminalen Aminosiuren der beta-Glukanase aus Bacillus macerans
von der Position 133 bis zur Position 239 und

— einem Stopkodon und terminatorischen DNS-Sequenzen stromabwarts von Position 239 ab
besteht.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daf}

— das erste DNS-Fragment ein EcoRI-EcoRV-DNS-Fragment aus einem Plasmid pEG1 ist,

— aus einem Plasmid pUC19/34 ein EcoRV-EcoRI-DNS-Fragment entfernt und

— andessen Stelle das erste DNS-Fragment einligiert wird.

Hierzu 4 Seiten Zeichnungen
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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer thermostabilen, hybriden Bacitlus-beta-1,3-1,4-Glukanase nach dem
Oberbegriff des Patentanspruches 1.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Glukanasen dieser Art werden fiir die Herstellung verschiedener Nahrungs-, GenuR- und Futtermittel sowie als Hilfsstoffe in der
biologischen Forschung eingesetzt, wenn die hydrolytische Spaltung der beta-glykosidischen Bindungen von beta-1,3-1,4-
Glukanen beabsichtigt ist. Vor allem in der Brauindustrie wird durch den Einsatz solcher pflanzenglukan-hydrolisierender
Enzyme die Verarbeitung groBerer Rohfruchtmengen, zum Beispiel von Gerste anstelle von Malz, méglich, ohne dafd dabei
Schwierigkeiten bei der Filtration und Liuterung der Braumaische infolge ungeniigend abgebauter, viskosititserhéhender
Glukan-Verbindungen zu beflirchten wiren.

Es ist seit langem bekannt, die Viskositét der Brauwilrze mit Hilfe von beta-Glukanasen mesophiler Bacillus-Stimme, etwa von
Bacillus amyloliquefaciens oder von Bacillus subtilis, herabzusetzen [1]. Auch die Verwendung gentechnisch manipulierter
Bacillus-Stdmme, die das beta-Glukanase-Gen von Bacillus amyloliquefaciens in amplifizierter Form auf einem Vektorplasmid
enthalten, istzur Verbesserung der Ausbeute von mesophiler Glukanase entsprechend einem lteren Vorschlag der Anmelderin
bereits ins Auge gefal3t [2).

Der Nachteil dieser vorbekannten Glukanasen liegtin ihrer Temperaturempfindlichkeit; sie werden nur in einer friihen Phase des
Maischprozesses wirksam, oberhalb 60°C aber sind sie nicht mehr oder nicht mehr ausreichend aktiv,

So ist es beispielsweise bekannt, daR die beta-Glukanase von Bacillus amyloliquefaciens oberhalb von 65°C schnell inaktiviert
wird und so thre Wirkung am Ende des Maischprozesses stark reduziert ist {3). Man hat versucht, diesem Nachteil durch
screening von beta-Glukanasen mit erhdhter Thermostabilitdt zu begegnen. Die beta-Glukanase von Bacillus macerans ist
beispielsweise gegenliber anderen Bacillus-beta-Glucanasen deutlich thermostabiler {4], Die bei ihrer wirtschaftlichen
Verwertung auftretenden Schwierigkeiten knnen gemaf einem weiteren Vorschlag der Anmelderin [5] behobenwerden, wenn
dasfiir diese Glukanase kodierende Gen aus einem Donorstamm von Bacillus macerans gewonnen und unter Verwendung eines
Bakterien-Stammes zur Expression gebracht wird, der der Art Bacillus subtilis nahesteht oder angehért.

Bei 70°C wird jedoch auch diese Glukanase schnell irreversibel denaturiert. Speziell im Brauprozef ist es stdrend, daf diese
Glukanasen in dem fir Braumaischen typischen pH-Bereich zwischen 4 und 5 nur einen geringen Teil ihrer vollen Aktivitit
aufweisen. So wurden fiir Bacillus-beta-Glukanase nur 20% oder weniger ihrer im pH-Bereich zwischen 6 und 7 vollen Aktivitat
nachgewiesen, wenn sie bei pH = 4,6 bestimmt wurde. Gleichzeitig ist die pH-Stabilitét reduziert, wenn diese Glukanasen bei
pH = 4 inkubiert werden.

Weil derzeit der Zusammenhang zwischen Proteinstruktur und der Aktivitdt der Glukanasen nicht sicher bekannt ist, lassen sich
theoretische Vorhersagen nicht machen, die auf solche Aminosiuresequenzen abheben, welche die Thermostabilitit eines
Enzyms erhdhen.

Es ist deshalb fachiiblich, die Aminoséuresequenzen gleicher Enzyme, die aus verschiedenen Bakterien-Stdmmen herrlihren
und unterschiedlich thermostabil sind, miteinander zu vergleichen unter der Voraussetzung, daB sich diese Enzyme nur durch
relativ wenige, am gleichen Ort der Aminossuresequenz befindliche, aber von Enzym zu Enzym verschiedene Aminosduren
voneinander unterscheiden, also hochgradig homolog sind. Einige der nicht gleichen Aminoséuren sollten dabei essentie!l fiir
die zu messenden Stabilitidts-Unterschiede sein. Durch ortsgerichtete Mutagenese ist es dann méglich, eine oder mehrere
solcher Aminosauren zu ersetzen, um auf diese Weise die Thermostabilitét zu verbessern.

Eine solche Verfahrensweise ist jedoch sehr unsicher, auch wenn sie in einigen wenigen Fillen den gewtinschten Erfolg hatte;
das Gegenteil ist jedoch ebenfalls bekannt geworden. So wurde ermittelt [6], daB der Austausch einzelner Aminosé&uren, der in
diese vorbeschriebenen Weise [7] vorgenommen wurde, bei der neutralen Protease von Bacillus stearothermophilus, deren
dreidimensionale Struktur bekannt ist, durchaus nicht regelméaBig die Thermostabilitdt des Enzyms verbessert.

Damit verbleibt derzeit als am meisten aussichtsreich, ein derartiges Enzym durch screening innerhalb einer grofien Gruppe von
Organismen, besonders innerhalb von thermophilen Mikroorganismen, zu gewinnen, eine solche Vorgehensweise ist aber
umstéandlich, langwierig und teuer.

Generell ist festzustellen, daB die Eigenschaften von natlrlichen Enzymen unterschiedlichster Art oft heutigen Anspriichen in
derindustrie nur mangethaft geniigen. In einem bekannten Vorschiag [8] wird stattdessen beschrieben, wie durch die Fusion des
N-terminalen Teiles der alpha-Amylase von Bacillus amyloliquefaciens mit der alpha-Amylase von Bacillus licheniformis die
vorteilhaften Eigenschaften beider Enzyme — darunter eben auch die gute Thermostabilitat der alpha-Amylase aus Bacillus
licheniformis — miteinander verbunden werden kdnnen,

In dhnlicher Weise kénnen auch verschiedene Gene des humanen Interleukins in vitro [9]; [10] oder in vivo {11] rekombiniert
werden, um Hybride mit verinderter antiviraler Aktivitdt zu erhalten.

Die Thermostabilitat der in dieser Weise gewonnenen hybriden Enzyme ist dabei hachstens so gut wie die beste der fiir die
Hybridkonstruktion verwendeten urspriinglichen Enzyme.

Ziel der Erfindung
Die Erfindung hat das Ziel, eine thermostabile, hybride Glukanase der eingangs néher bezeichneten Art in wirtschaftlicher

industrieller Herstellung zu gewinnen, die insbesondere der Brauerei besser als die bisher beschriebenen Glukanasen angepalt,
jedoch auch fiir andere Zwecke wie etwa die Herstellung von Kaffee-Surrogaten geeignet ist.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, die oben ausfihrlich beschriebenen Nachteile des Standes der Technik zu
vermeiden und eine gentechnisch manipulierts Glukanase zu erzeugen, die ein sicher thermostabiles Verhalten oberhalb 60°C
mit unverminderter Aktivitat im pH-Bereich zwischen 4 und 5 verbindet. .
Erfindungsgemil wird die Aufgabe durch die Verwendung einer Bacillus-beta-1,3-1,4-Glukanase mit den im kennzeichnenden
Teil des Patentanspruches 1 angegebenen Merkmalen geldst. Néhere Einzetheiten der Erfindung sind in den Unteranspriichen
aufgefiihrt.

Das?erfindungsgeméfse Verfahren kann —vor allem in der Brauerei ~ sehr effizient eingesetzt werden. Die Nachteile der bisher
verwendeten Glukanasen, auch der gentechnisch verdnderten Glukanasen, sind weitgehend beseitigt; wie im
Ausflihrungsbeispiel noch zu zeigen ist, ist mit einer hohen Enzym-Aktivitat gerade bei dem wirtschaftlich wichtigen Wert von
pH = 4,6 zu rechnen, und ganz besonders liberraschend ist es, daf die Thermostabilitdt des hybriden Enzyms deutlich besser ist
als diejenige der beiden fiir die Hybridkonstruktion verwendeten urspriinglichen, natirlichen Enzyme, wie ebenfalls weiter unten
dargelegt ist. Damit ist die erfindungsgeméf hergestelite Glukanase, die zudem im Gegensatz zu den bekannten hybriden
Enzymen auch durch In-vitro-Rekombination hergestellt werden kann, sowoh! den bisher bekannten, sowoh) natiirlichen als
auch genetisch manipulierten Glukanasen (iberlegen. Selbstverstiindlich kann die In-vivo-Rekombination fir die Herstellung der
erfindungsgemiRen Glukanase ebenfalls verwendet warden.

Ausflihrungsbeispiel

Die Erfindung wird nachstehend, unter anderem auch an Hand der Zeichnung, an einem Ausfihrungsbeispiel ndher erldutert, in
welchem die Herstellung einer neuen, chiméren Bacillus-beta-1,3-1,4-Glukanase H 1 und deren Eigenschaften beschrieben
werden.

Es zeigen

Fig.1: die Konstruktion eines rekombinanten Plasmids, das flr eine solche Glukanase kodiert, und

Fig.2bis4:  die Aktivitaten von Glukanasen aus Bacillus amyloliquefaciens, aus Bacillus macerans und der
erfindungsgeméafien hybriden Glukanase H 1 bei verschiedenen Temperaturen und Aziditdten iri
Abhéngigkeit von der Inkubationszeit

Die Gene der beta-Glukanasen von Bacillus amyloliquefaciens und Bacillus macerans werden zunéchst in bereits bekannter und

vorbeschriebener Weise kloniert {12]; {13] und sequenziert [14]. Beide Glukanasen haben eine Homologie von etwa 70% auf der

Ebene der deduzierten Aminosauresequenz. Beide Gene sind in ihrem zentralen Teil sehr stark konserviert und haben in der

gleichen Position eine unikale EcoRV-Schnittstelle.

Die Konstruktion eines zugehdrigen rekombinanten Plasmids pUC-bgiH1 ist in Fig. 1 erldutert. Aus einem rekombinanten

Plasmid pEG 1 {12] wird zunichst ein EcoRI-EcoRV-DNS-Fragment isoliert, das regulatorische DNS-Sequenzen stromaufwirts

von dem (Struktur-)Gen fiir die beta-Glukanase von Bacillus amyloliquefaciens enthélt sowie weitere DNS-Sequenzen, die das

Signalpeptid und die ersten 107 Aminoséuren am N-terminalen Ende der reifen (prozessierten) beta-Glukanase von Bacillus

amyloliquefaciens kodieren.

Gleichzeitig wird aus einem Plasmid pUC13-Mac, das einem bekannten Plasmid pUC19/34 {13] analog ist und die gesamte

genetische Information fiir das Gen der beta-Glukanase von Bacillus macerans enthilt, ein EcoRV-EcoR)-DNS-Fragment entfernt,

das neben regulatorischen DNS-Sequenzen stromaufwirts von dem Startkodon die genetische Information fiir das Signalpeptid

und den N-terminalen Teil der prozessierten beta-Glukanase von Bacillus macerans besitzt. Daher verbleibt nur der C-terminale

Teil des Gens der beta-Glukanase von Bacillus macerans auf dem nunmehr linearisierten Plasmid pUC-bgliH1.

Beide DNS-Fragmente werden zusammen ligiert; danach werden ampicillinresistente Transformanten auf Licheninagar mit

50 - 107%g/107*1 Ampiciltin selektiert. Es werden nur solche Transformanten ausgewihlt, die auf Licheninagar Aktivitét in der

Bildung von beta-Glukanase aufweisen. Die Struktur des in dieser Weise gewonnenen hybriden Gens 128t sich durch

Restriktions- und Sequenzanalyse bestatigen. Eine von einem derartigen hybriden Gen kadierte beta-Glukanase hat die

erfindungsgemaB beanspruchte Aminoséuresequenz.

Das hybride Gen setzt sich im einzelnen aus den folgenden Bestandteilen zusammen:

1) einer regulatorischen DNS-Sequenz stromaufwirts von dem (Struktur-)Gen fiir die beta-Glukanase aus Bacillus
amyloliquefaciens,

2} einer Signal-DNS-Sequenz dieser beta-Glukanase,

3) den N-terminalen Aminos&uren dieser beta-Glukanase bis zur Position 132,

4) den C-terminalen Aminoséduren der beta-Glukanase aus Bacillus macerans und

5) einem Stopkodon und terminatorischen DNS-Sequenzen stromabwirts dieser beta-Glukanase.

Die Bestimmung der Thermostabilitdt der Bacillus-beta-1,3-1,4-Glukanase H 1, isoliert aus den Zellextrakten von DH 5-Zellen von

Escherichia coli, die mit dem rekombinanten Plasmid puC-bglH1 transformiert wurden, kann in der folgenden Weise

durchgefiihrt werden,

Beta-Glukanase-haltige Zellextrakte werden in 50 mM Azetat-Puffer mit pH = 4,0 oder pH = 6,0 aufgenommen, dem 10mM CaCl

zugeflihrt worden sind, und bei 65°C oder 70°C im Wasserbad inkubiert. Die Proben werden in zeitlichen {ntervalien von 5 bis

10min entnommen und sofort auf Eis gelagert. Dann kann die Aktivitét aller Proben einschlieRlich einer nicht behandelten

+Null”-Probe in bekannter Weise mit Azo-Barley-Glukan als Substrat bei 30°C bestimmt werden {15].

Die Ergebnisse eines Kontrollversuches sind in Fig. 2 bis 4 dargestellt. Es 138t sich zeigen, daB die erfindungsgemaRe Bacillus-

beta-1,3-1,4-Glukanase H 1 unter allen zu erwartenden und experimentell realisierbaren Bedingungen eine héhere

Thermostabilitit hat, als sie den beiden urspriinglichen Enzymen immanent ist.
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Um die Aktivititen der beta-Glukanasen bei den verschiedenen Azidititen pH = 4,6 und pH = 6,0 miteinander zu vergleichen,
wurden in einem weiteren Kontrollversuch die Zellextrakts in je 50 mM Azetat-Puffer mit den beiden pH-Werten aufgenommen
und die Aktivitat in gleicher Weise wie oben bestimmt, Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaft; sie bediirfen keiner

weiteren Erlauterung.

Tab.1: Aktivitit der beta-Glukanasen im Kontraliversuch in %

beta-Glukanase pH=4,6 pH =60
beta-Glukanase aus B. macerans 10 100
beta-Glukanase aus B.amyloliquefaciens 12 100
hybride beta-Glukanase H 1 32 100
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