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Zusammenfassung:

Bei einer Enzympraparation zur Transformation von Ergopeptinen ist we_nigsétens eine
_Ergopeptine aus Cyclolring hydrolytisch spaltende o/ Hydrolase und wenigstens ein:e Abbau-
produktion der hydrolytischen Spaltung transformierende Amidase enthélten, sowie E\leffahren
zur Herstellung derselben ‘und ein Futtermittel- und Silagezusatz. | o

(Fig. ©)
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den. Weitere Ergota!kaloude produzuerende Pilze dieser Familie sind die Grasendo hyten der
Gattung Epichloé, Neofyphodium und BJIansra aber auch Aspergillus fumigatus uf
Penicillium spp. kdnnen Ergotalkaloide prclduzieren
Aligemein haben die Ergotalkaloide einen tetrazyklischen Ergolinring als charakteristi-
sches Grundgerist, welcher an Position 6 einen methylierten Stickstoff hat und an Pasitibn c-8
verschiedene Substituenten aufweisen kann. Basierend auf diesen Substituenten we enErgot—
alkaloide unterteilt in Clavine, einfache Lysergsaureamide, Ergopeptine und Ergopep me.i :

Ergopeptin
Erpoveiin
Ergotatin
oEigodin
€ 1igconin

o-E mgocryting
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verbesserter Reinigungsmethoden in Muhlen im Humanbereich kein Problem mehr dar.
Allerdings stellen sie in der Tierzucht nach wie vor éin Problem dar und verurse

hen eine
Mehrzahl von nachteiligen Symptomen. Insbesondere zdhlen zu den bei Tieren d; rch Ergot-
alkaloide verursachten Symptomen Gangrane, Lahmheit, eine reduzierte Gewichtzuﬁahme,
eine erhdhte Atemfrequeni, Reduktion des Gehalts an Serumprolaktin,'reduzierte M chproduk-
tion und ein geringerer Reproduktionserfolg (Strickland et al., 2011). Hierbei stellen var allem die
Endophyten in Weidegrdsern in Amerika, Neuseéland. und Australien ein Problem flr die Vieh-
zucht dar. So verursachte die Infektion von'Rohrschwingel durch den Endophyten [Neotypho-
dium coenophialum hohe Verluste fiir die Nutztierproduzenten.

Far einen GroBteil der oben beschriebenen Effekte bzw. bewirkten Symptome sind die
Ergopeptine, welche die formenreichste Gruppe der Mutterkornalkaloide darstelien, erantwort-
lich, welche selbst wiederum nach der unmittelbar an D-Lysergséure'gebundenen A minbsaure
unterteilt werden. Vertreter sind hierbei die Ergotamin-Gruppe, umfassend unter andgrem
tamin, Ergovalin und Ergosin, bei weichen die erste Aminos#ure L-Alanin ist. Eine wejtere Grup-

saure eine a-Aminobutterséure ist. Vertreter hiervon sind Ergostin und Ergonin.

Von diesen ist Ergovalin eines der Hauptalkaloide der endophytisch in Wai
wachsenden Neotyphodium- und Epichiog-Arten und ist von veterinér-toxikologischer Bedeu-
tung, wie z.B. bei Fescue toxicosis. 9,10 Dihydroergopeptine kommen in der Natur gehr selten
vor und konnten bisher nur in Sphacelia sorghi nachgewiesen werden. Teilweise synt etisch ge-
wonnene Dlhydroergopeptine wie z.B. Dihydroergotamin und Dihydroergotoxin besitzen eine
therapeutische Bedeutung in der Behandlung von ‘Migréne und von Herz-Kreis!af erkrankun-
gen. Neben den beschriebenen positiven Wirkungen, insbesondere der therapeutischen Bedeu-
tung von Ergopeptinen ist jedoch ihre toxische Wirkung von nicht zu vefnachléssig_eher Bedeu-
tung, da insbesondere ihre Toxizit4t aufgrund von beispielsweise der Konsumation vgn kontami-
nierten Kdrnern oder toxischen Endophyten in der Zerstérung bzw. Beeintrachtigung o der Scha-
digung von zahlreichen physiologischen Systemen, wie den Fortpflanzungsorganen, den wachs-
tumsorientierten Systemen sowie dem kardiovaskularen Strukturen innerhalb des Kb{pers eines
Tieres oder Menschen resultieren. Weiterhin gibt es gegenwartig kaum Zweifel, dass durch die
Aufnahme von mit Ergotaminen bzw. Ergopeptinen befallenen Kérnem auch das Mgeri-Darm-
System direkt nachteilig betroffen ist und somit nicht nur die Gesundheit der Tiere sohdem auch
ihre Leistungsfahigkeit stark beeintrachtigt ist.

Die vorliegende Erfindung zielt nun darauf ab, Enzympréparationen zur Vrf('xgung Zu
stellen, welche in der Lage sind, Ergopeptine in wenig toxische Metaboliten, msbeso der§ in Ly-
sergséure abzubauen. Weiterhin zielt die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren ab, mit wel-
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chem die enzymatische Transformation von Ergopeptinen in einen nicht-vasokonstrikt
boliten, nadmlich insbesondere in Lysergsiure gelingt, sowie schlieflich auf einen Futt
satz, mit welchem einerseits der Abbau von Ergopeptinen zu wenig toxischen Met:
mdglicht ist und somit eine Leistungssteigerung von Nutztieren zur Verfigung gestetit
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Zur Losung der Aufgabe ist die ErﬁndUng im Wesentlichen dadurch geke

dass wenigstens eine Ergopeptine am Cyclolring hydrolytisch spaltende o/f Hydrolaj
r{igstens eine Abbauprodukte der hydrolytischen Spaltung transformierende Amidase
ist. Indem durch die in der Enzympréparation enthaltenen /B Hydrolasen Ergopeptihe am Cy-
clolring enzymatisch gespalten werden, gelingt es, Ergopeptine in gesundheitlich wenrg bedenk-
liches Ergin abzubauen und in einem weiteren Schritt wird dieses Ergin mit einer Amidase in ge-
sundheitlich wenig bedenkliche Lysergsiure abgebaut.

e und we-
enthalten

o/B Hydrolasen sind Mitglieder einer Enyzmkiasse mit verschiedensten kafalytischen
Funktionen, welchen unter anderem am Cyclolring native Ergopeptine angreifen knnen und
diese Giber ein sekundéres Lysergssdureamid (Ergohydroxyséure)zu Ergin abbauen kpnnen. Mit
den weiterhin in der Enzymzubereitung enthaltenen Amidasen g’elihgt es, die Amid_grupbe von
Ergin zu katalysieren bzw. abzuspalten und Ergin volistandig in Lysergséure und Amn i
zubauen.

GemaR einer Weiterbildung der Erfindung sind die Enzympraparationen hier
sentlichen dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens eine Ergopeptine am Cycl
tende o/B Hydrolase eine katalytische Triade, bestehend aus einer nukleophilen Aminoséure,
aus Histidin und aus einer sauren Aminosaure aufweisen. Eine besonders volistandige enzyma-
tische Spaltung des Ergopeptins wird dadurch erreicht, dass die katalytische Triade aus der
nukleophilen Aminosaure Serin, aus Histidin und aus einer der sauren Aminos&ur: Aspartat
oder Glutamat besteht und dass die Triade in einer Peptidkette mit der Faltung einer p/ Hydro-
lase enthalten ist. Mit einer Enzympraparation enthaltend ein Enzym, welches die oben genann-
te katalytische Triade aufweist, ist es Oberraschenderweise gelungen, Ergopeptine e zyrﬁatisch
volistandig in Ergin abzubauen. Die enzymatische Spaltung findet hierbei an der Stelle '3' des
Cyclolrings der Ergopeptine staft, bei welchem hydrolytischen Spalten die Gruppe aus drei Rin-
gen, ndmlich dem Cyclolring, Lactamring und Pyrrolidinring in mehreren Schritten a espalten
wird und schlielich Ergin gebildet wird, wie dies dem nachfolgenden'Reaktionss;chema‘ ent-
nehmbar ist.

noniak ab-
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Gemaf einer Waeiterbildung der Erfindung ist die Enzympraparation im Wesentli

Sequenz Gly-Gin-Ser-Arg-Asn-Gly aufweist, gelingt eine besonders rascher enzyma
bau von Ergopeptin zu Ergohydroxysaure, weiche spontan in Ergin umgewandelt|wird. Der
nukleophile Ellbogen ist hierbei ein zentrales Element der o/ Hydrolasen. In diesem befindet
sich die katalytisch aktive Aminoséure mit der nukleophilen Seitenkette in einer Struld ur mlt un-
Oblichen Bindungswinkeln, die in unglinstigen Bereichen des Ramachandran-Plots li geri (Ollis
et al.,, 1992). Die Aminos#uresequenz des nukieophilen Ellenbogens, im vorliegend - Fall Gly-
Gin-Ser-Arg-Asn-Gly, ist konserviert und kann z. B. auch zur Klassifizierung von a/B Hydrolasen
herangezogen werden (Kourist et al., 2010).

Gemdl einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung gelingt ein vollsténdi
dadurch, dass die a/f Hydrolase die Sequenz ID Nr. 1 aufweist. Die a/p Hydrolase
quenz ID Nr. 1 hat sich als fiir die katalytische Spaltung von Ergopeptinen in Ergin;
ders wirkungsvoll erwiesen. Die nukieophile Aminosdure Serin nimmt hierbei eine zer
in einer konservierten Struktur, den nukleophilen Ellbogen ein. Der nukieophile Ell
schen dem B5-Strang und der darauffolgenden a-Helix lokalisiert und weist die Con
quenz Sm-X-Nu-X-Sm auf, wobei Sm eine kleine Aminosé4ure ist, X eine beliebige Aninésaure
ist und Nu eine nukieophile Aminoséaure bedeutet. Die Sequenz ID Nr. 1 lautet G-Q-S-R—N. Die
/B Hydrolase der Sequenz ID Nr. 1 gehért hierbei zu den Enzymen, welche fiir ihre Wirkungs-
weise keineriei Cofaktoren benétigen.

5/32 '
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GemaR einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist die Enzymprépjratibn da-
durch gekennzeichnet, dass die a/B Hydrolase éine voh der Sequenz ID Nr. 1 versc| iedén,e N-
oder C-terminale Sequenz aufweist, insbesondere ein Enzym der Sequenz ID Nr. 1 ist und dass
sie wenigstens 96 % Sequenzidentitit mit der Sequenz ID Nr. 1 aufweist, insbesondére ein En-
zym der Sequénz IDNr. 5 odér 7 aufweist. Uberraschender Weise konnte gezeigt wdeeldér@, dass
neben der Sequenz ID Nr. 1 auch eine Modifikationsbreite derselben mbglich ist, wabei i,inébe-
sondere der N-Terminus verandert werden kann. Besonders gute Ergebnisse werden hierbei er-
zielt, wenn das Enzym mit veréndertef Startsequenz eine Sequenzidentitit von wehngsténs 96
% der Sequenz ID Nr. 1 aufweist.

Enzyme mit einem von der Sequenz ID Nr. 1 abweichenden N-Terminus sind F" glelcher
Weise befahigt, Ergotamin vollstandig zu Ergin umzusetzen. ‘

GemaR einer Weiterbildung der Erfindung ist die Enzympraparation im W sentlichen
dadurch gekennzeichnet, dass die wenigstens ein Abbauprodukt der hydrolytische Spaltung
transformierende Amidase ein Enzym der Sequenz ID Nr. 3 ist. Mit einem derartigen Enzym
gelingt es, dass Abbauprodukt von Ergotaminen, namlich Ergin vollstédndig und scl nell in die
nicht-vasokonstriktive Lysergsaure und Ammoniak abzubauen. Bei dem Enzym der quénz ID
Nr. 3 handelt es sich um eine Amidase mit der katalytischen Triade SercisSer-Lys und der Ami-
dase Signatur (AS) GGSS. Im Vergleich zu bis dato bekannten mikrobiellen Umsetzlingen von
Ergin zu Lysergsaure oder der Spontanreaktion, welche beispielsweise in nativer Pansenflora
erfolgt, gilt es mit dem Enzym der Sequenz ID Nr. 3 Ergin besonders schnell, mit einer deutlich
htheren Aktivitat und insbesondere héherer Verdinnung abzubauen.

Ein volisténdiger Abbau, insbesondere chne jegliche Ergopeptinrncksténdfe' kann da-
durch erzielt werdén, wenn, wie dies einer Weiterbildung der Erfindung entspn'cht.:_ eni@stens
eines der Enzyme gewahlt aus der o/ Hydrolase oder der Amidase aus einer Rh:docoocus
erythropolis, bevorzugt Rhodococcus er_ythropooly DSMZ 25948 Kultivierung stammt, Uﬁerdies
hat sich herausgestellt, dass eine nahezu quantitative Umwandlung von Ergopeptiné dann er-
zielt werden kann, wenn die Enzympréparation so ausgebildet ist, dass wenigsten einés_ der
Enzyme, gewahit aus der a/B Hydrolase oder der Amidase ein rekombinant in einer w{szelle.
gewahit aus Pichia pastoris, E. coli, Bacillus subtilis, Streptomyces, Hansenula, Sé haromy-
ces, Trichoderma, Lactobacillus, Aspergillus, einer Pflanzenzelle und/oder Sporen v n Bacillus
subtilis, Trichoderma oder Aspergillus hergestelites Enzym ist.

Da Oblicherweise kontaminierte Nahrungs- oder Futtermittel h#ufig nicht nur tie Konta-
mination durch ein Mykotoxin aufweisen und um méglichst viele gegebenenfalls in einem
Futtermittel oder Nahrungsmittel enthaltene bzw. daran anhaftende Mykotoxine
abbauen zu kénnen und insbesondere, um auf der Oberfldche von Getreide \ :
Mykotoxine mdéglichst volistindig enzymatisch abbauen zu kénnen, ist die Ehzym' réparation
bevorzugt so weitergebildet, dass wenigstens ein weiteres Enzym oder wenigstens elne weitere

09/10/2012 15:43 Nrg /3249 P.008/038
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detoxifizierende Komponente, gewdhit aus einem Mykotoxin abbauenden Enzym, einem
Mykotoxin abbauenden Mlkroorgamsmus oder einem Adsorptnonsmltte| zur Detoxnfi atioin von

Futtermittelenzymen erreicht werden. Solite ein weiteres Mykotoxine abbauendes E
halten sein, ist dieses bevorzugt aus Alfatoxin Detoxizymen, Zeara'lenon‘ Esterasen, Zearalenon
Lactonasen, Ochratoxin Amidasen, Fumonisin Carboxyl&etefasen Fumonisin Amiri transfera—
sen, Aminopolyol Aminoxidasen, Deoxynivaleno! Epoxidhydrolasen gewdhit. Beso ders gute
Ergebnisse werden hierbei dadurch erzielt, dass als Mykotoxin abbauende Mlkrco anismus
Bacillus subtilis eingesetzt wird. .
Zur Vervolistandigung der Umsetzung und insbesondere zum Binden von gégebenen-
falls weiteren in dem Futtermittel bzw. Nahrungsmittel enthaltenen gefahrlichen Sub tan?en ist
die Enzympréparation dadurch weitergebildet, dass Adsorptionsmittel gewahit aus
Zeliwanden oder anorganischen Materialien, wie Bentoniten enthaiten sind.
Die Erfindung zielt weiters darauf ab, ein Verfahren zur Verfiugung zu stelle‘rt mit wel-
chem die Transformation von Ergopeptinen in wenig-vasokonstriktive Metaboliten s
vollstandig gelingt.
Zur L8sung dieser Aufgabe wird das Verfahren hierbei so gefiihrt, v
- dass der Cycloiring der Ergopeptine mit einer o/f Hydrolase zu einem ehzyn‘iatisch
transformierten Metaboliten gespalten wird,
- dass der enzymatisch transformierte Metabolit spontan in Ergin umgewandelt wird, und
- dass Ergin mit einer Amidase enzymatisch zu Lysergsiure umgesetzt wird.
GemaR einer weiterhin bevorzugten Weiterbildung wird das Verfahren hierbei

ikrobiellen

hnell und

der Sequenz ID Nr. 1 verschiedenen N- oder C-terminalen Sequenz, insbesondere
der Sequenz ID Nr. 5 oder der Sequenz ID Nr. 7 gespalten wird.

Fir eine insbesondere vollstéindige Umsetzung in wenig-vasokonstriktive
wird gemin einer'Weiterbildung das Verfahren so gefiihrt, dass das spontan gebildet Erﬁin mit
dem Enzym der Sequenz ID Nr. 3 weiter zu Lysergséure umgesetzt wird.

Gemaf einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung wird die Enzympraparation ge-
méR der vorliegenden Erfindung in einem Futtermittel sowie Futtermittel- oder Silage. usa{tz ein-
gesetzt. Bei einem derartigen Einsatz gelingt es, lediglich durch-Beimischung vor} geringen
Mengen der Enzymprédparation die auf den Futtermitteln bzw. Silagen vorhandenen Ergopepti-
ne, insbesondere auf den darin enthaltenen Getreiden oder Grasemn quantitativ in wenig-vaso-
konstriktive Metaboliten, insbesondere in Lysergsdure und Ammoniak abzubauen.

GeméR einer Weiterbildung der Erfindung wird der native Ursprungorganismyis der En-
zyme mit der Sequenz ID Nr. 1 und Nr. 3, der Stamm Rhodococcus erythropolis (MT t3) DSMZ

09/10/2012 15:44 r7'/§‘249 P.009/038
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25948, als Futtermittel, Futtermittel- oder Silagezusatz eingesetzt. Der Stamm Rhmdoo;‘occus
erythropolis DSMZ 25948 mit der Fahigkeit Ergopeptine zu Ergin zu hydrolysieren und Ergin zu
Lysergséure umzusetzen wurde unter Verwendung eines Minimalmediums mit Erg

Fahigkeit organische Verbindungen abzubauen. Eine Reihe an Stoffwechselwegen wurde be-
reits beschrieben und eine Vielzahi der Gene, welche die metabolische Aktivitat kodiefen, ist auf
Plasmiden lokalisiert (Warhurst and Fewson, 1994, Larkin et al., 2008, Martinkova et al., 2009).
Das Enzym mit der Sequenz ID Nr. 1 wurde mittels lonenaustauschchromatographie und fhydro-
phober Interaktionschromatographie aufgereinigt und Peptidsequenzen wurden bes immt.v Die
Gesamtgenomsequenz von Rhodococcus erythropolis MTHE3 wurde mittels 454 d noyo-Se-
quenzierung ermitteit. Die Peptidsequenzen passten zu dem Gen mit der Sequenz ID Nr. 2, wel-

Sequenz ID Nr.2 lokalisiert werden.
SchlieRlich zielt die vorliegende Erfindung auf das Bereitstellen eines Futtermi

Rhodococcus erythropolis DSMZ 25948 enthalt. Derartige Futtermittel oder Futte ittel- oder
Silagezusitze haben sich als besonders wirkungsvoll bei der Detoxifikation von Ergopeptinen
erwiesen, indem sie die Fahigkeit zeigen, die in Futtermittein enthaltenen Ergopepting zu Wig-
vasokonstriktiven Metaboliten, insbesondere zu unbedenklichen Metaboliten abzubauen, wie
beispielsweise Ergin und Lysergséure. :

GemadR einer Weiterbildung der Erfindung ist in dem Futtermittel- bzw. Silagezusatz we-
nigstens ein physiologisch unbedenkliches Tragermaterial, wie Maltrbdextrin, Cyclod xtnn Kal-
ziumcarbonat, Weizen, Weizenkleie, Reis, Reiskleie, Starke, Dinatriumsuifat, Talkum, SEQcha-
rose oder Mischungen davon enthéit. Insbesondere durch Zusatz von speziell au gevééhlten
Trégern, wie Zeolite, Bentonite oder dgl. oder Maltodextrin oder auch Hefezellwanden belingt
es, zusétzlich in bzw. auf dem Futtermittel und insbesondere dem Futtergetreiden oder qrésem
vorhandene Mykotoxine physikalisch zu binden bzw. zu immobilisieren und somit u hédlich
2u machen.

Die Erfindung wird nachfoigend anhand von Figuren und AusfOhrungsbeispiélen niher
erlautert. In diesen zeigen:

Fig. 1 die Kinetik der Umsetzung von Ergotamin mit Sequenz ID Nr. 1 zu Ergin

09/10/2012 15:45 Nr.8/329 P.010/038
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Fig. 2 die Umsetzung von Ergin mit Sequenz ID Nr. 3 zu Lysergsaure,
Fig. 3 die Umsetzung der Ergopeptine Ergocornin, Ergocryptin, Ergosin, Ergpvalin und
[Ergotamin durch das Enzym der Sequenz ID Nr. 1 mit den exemplarischen Negativkélﬁrollen far
Ergocryptin und Ergosin, v
‘ Fig. 4 diebarstellung des P. pastoris Expressionsvektors pGAPZ alphaC niit der'Se-
quenz ID Nr. 2, o : ) o | ,
Fig. 5 die Darstellung..von B. subtilis Expressionsvektor pET43 mit der Sequenz ID Nr. 2,
Fig. 6 die Darstellung des £. pastoris Expressionsvektors pGAPZ alphaC niit der Se-
quenz ID Nr. 2,
Fig.7 die Umsetzung von Ergotamin und Ergin durch den Stamm Rhodococeys erythro-
polis DSMZ 25948
und _
Fig. 8 die Umsetzung von Ergotamin und Ergin durch den Stamm Rhe¢dococcus
erythropolis DSMZ 25948 und dem Enzym mit der Sequenz ID Nr. 1 im Pansenmodell]

Beispiel 1:

Bestimmung der katalytischen Aktivitat von dem Enzym der Sequenz ID Nr. 1 :

Das Gen mit der Sequenz ID Nr. 2, welches eine eine katalytische Triade aus 94-D234-
H270 aufweisende a/B-Hydrolase codiert, wurde unter Anwendung von Standardy ahren in
den Expressionsvektor pET28a(+) kloniert, in E. coli transformiert und exprimiert. Na der Ex-
pression in E. coli BL21(DE3) wurde das his-getaggte Enzym mitte!s Affinitatschrom tographie
gereinigt. Die Enzymkonzentraﬁon wurde mittels Pierce BSA Protein Assay Kit bev imr'fnt'und ,
das Enzym in Aktivitatsversuchen eingesetzt. Die Versuche wurden in 50 mM Nat um-Phos-
phatpuffer (pH 7,0) bei 25 °C durchgefiihrt. :

im Rahmen der Detoxifikationsversuche wurden eine Enzymkonzentration
ug/ml und eine Ergotaminkonzentration von 5 mg/kg eingesetzt.

Fur einen weiteren Versuch zur Umsetzung der 6 Ergopetine, né&mlich Ergot
valin, Ergocomin, Ergocristin, Ergocryptin oder Ergosin sowie deren jeweiligen iso
men, namlich Ergotaminin, Ergovalinin, Ergocominin, Ergocristinin, Ergocryptinin so
nin wurden 1,58 pg/ml des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1 und 10 mg/kg Ergotamin b

ie Ergosi-

setzt. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt.
Die Proben wurden mittels HPLC-FLD bzw. HPLC-MS/MS analysiert, wobei.

der Ergohydroxyséure (Metabolit 1) und des Ergoprolin-cyclo-dipeptids (Metabolit 2) obachtet.
Im weiteren Reaktionsverlauf wurde die Umsetzung von Metabolit 1 zu Ergin detekii

09/10/2012 15:46 Nr.g./r?srz'-lg P.011/038
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In Fig. 1 ist exemplarisch die Kinetik der Umsetzung von Ergotamin mit Sequerz IDNr. 1
gezeigt. Im Laufe der Reaktion wurden geringe Mengen eines instabilen Zwischenpradukts de-
tektiert, das Endprodukt der Reaktion war Ergin. Aus Fig. 1 ist ersichtlich, dass innerhalb von 4
Stunden ein nahezu vollstandiger Abbau von Ergotamin durch Sequenz ID Nr. 1 zu Ergin erfolg-
te. Es blieben etwa 5 % Restmenge an Ergotamin. Die restlichen 5 % Ergotamin wefden lang-
sam Uber einen Zeitraum von weiteren 16 Stunden'VOIIsténdig zu Ergin abgebaut. Der Réak- ]
tionsverlauf sdmtlicher anderer Ergopeptine, namlich Ergovalin, Ergocornin, Ergocri tin,?Ergo-
cryptin oder Ergosin sowie deren jeweiligen isomeren Formen, namlich, Ergovalinin| Ergocor-
ninin, Ergocristinin, Ergocryptinin sowie Ergosinin ist vergleichbar.

Beispiel 2:

Identifizierung des N-Teminuses des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1
Zur Identifizierung des N-Terminuses des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1 wurden die| Gene mit
der Sequenz ID Nr. 2 und der Sequenz ID Nr. 6 unter Anwendung von Standardvel ‘
pET28a(+) kioniert und E. coli transformiert.

Nach Expression wurden die Bakterienzellen in 50 mM Natrium-Phosphat

rfahren in

umsetzen, die lingere Variante zeigte bereits in der 1:100 Verdinnung nur mehr geri
tat.

Beispiel 3: _

Ermittlung des Temperaturbereichs der Aktivitdt und die Temperaturstabilitgt des En-
zyms der Sequenz iD Nr. 1.

Zur Emittlung der optimalen Temperatur fir die Aktivitdt des Enzyms der S uénz iD
Nr. 1 wurden 0.1 pg/mi Enzym in Teorell-Stenhagen-Universalpuffer (pH 9.0) mit 5 mg/kg Ergo-
tamin bei unterschiedlichen Temperaturen im Bereich von 10°C bis 50°C inkubiert. D be;i%zeigte
das Enzym in einem Bereich von 10°C bis 35°C Aktivitat, mit einem auf die Anfang e's;:hwin-
digkeit bezogenen Optimum von 35°C.

Zur Bestimmung der Temperaturstabilitdt wurde das Enzym bei unterschiedli en Tem-
peraturen im Bereich von 10°C bis 80°C far 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden di Enkymlb—
sungen in einer Konzentration von 0.1 pg/mi in Teorell-Stenhagen-Universalpuffer (gH 7.0) mit
0.1 mg/ml BSA und 5 mg/kg Ergotamin bei 25°C inkubiert. Die Ergebnisse zeigen, dass das En-

. naa P.012/03
"10/32° 8
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Zym bis zu einer Temperatur von 30°C stabil ist, es nach einer Inkubation bei 40°C ngch Aktivi-
tat zeigte, es allerdings zwischen 35°C und 40°C zu einem Abfall der Aktivit4t kam. Zysammen-
fassend zeigte sich, dass des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1 im Wesentlichen bei den im Ver-
dauungstrakt vorherrschenden Temperaturbedinguhgen das Temperaturoptimum hat.

Beispiel 4: o -

Ermittlung des pH-Optimums der Aktivitat und die pH-StaBilitét .'des Enzyms der Sequenz
ID Nr. 1

Zur Ermittlung des optimalen pH-Bereichs fir die Aktivitat von ErgA wurden (0.1 ug/mi
Enzym mit 5 mg/kg Ergotamin bei unterschiediichen pH-Werten unter Verwendung des Teorell-
Stenhagen-Universalpuffers bei 25°C inkubiert. Dieser Puffer wurde ausgew#hit da man durch
die Kombination von Citrat, Phosphat und Borat mittels Salzsdure in einem Bereich voh pH 2 bis
pH 12 die gleiche Pufferkapazitét einstellen kann. Dabei zeigte das Enzym in einem Bereich von
pH 6 bis pH 11 Akdtivitét, mit einem kleinen Aktivititsplateau bei pH 8 bis pH 9.

Zur Bestimmung der pH-Stabilitdt wurde das Enzym bei unterschiedlichen pH-Werten im
Bereich von pH 2 bis pH 12 far 1 h bei 25°C inkubiert. Anschlielend wurden die En wmbsun-
gen in einer Konzentration von 0.1 pg/ml in Teorell-Stenhagen-Universalpuffer (pH 7(0) mit 0.1
mg/mi BSA und 5 mg/kg Ergotamin bei 25°C inkubiert. Auch hier zeigte sich ein Al ivﬁétSpla-
teau, diesmal im Bereich von pH 6 bis pH 9, mit stark abfallender Aktivitat auBBerhalb iesés Be-
reichs. Durch die Aktivitat in diesem Bereich ist eine technologische Anwendung Enzyms
der Sequenz ID Nr. 1 als Futtermittelzusatz gewihrleistet. i

Beispiel 5:

Expression des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1 in Picha pastoris v

Das Gen der Sequenz ID Nr. 2 wurde in pGAPZ alphaC kloniert, in P. pastoris transfor-
miert und unter Verwendung von Standardmethoden exprimiert. Der Expressionsveczror pGjAPZ
alphaC mit dem Gen der Sequenz ID Nr. 2 ist in Fig. 3 gezeigt. Ein Abbauversuch wurde in 50
mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7.0) mit 5 mg/kg Ergotamin bei 25°C durchgefthrt. Vdfn Kul-
turiiberstand wurde eine 1:100 Verdlinnung eingesetzt. Die Proben wurden mittels_HPLC-FLD
analysiert. Anhand von Ergebnissen aus SDS-PAGE und Abbauversuchen konnte eine Expres-
sion des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1 in den Kulturiiberstand bestétigt werden. '

Beispiel 6:

Expression des Enzyms der Sequenz ID Nr. 1 in Bacillus subtilis

Das Gen der Sequenz ID Nr. 2 wurde in pHT43 kloniert, in B. subtilis transformiert und
unter Verwendung von Standardmethoden exprimiert. Der Expressionsvektor pHT. 43 niit dem
Gen der Sequenz ID Nr. 2 ist in Fig. 4 gezeigt. Ein Abbauversuch wurde in 50 ml+1 Nétrium-

‘ 11/32 ’
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Phosphatpuffer (pH 7,0) mit 5 mg/kg Ergotamin bei 25 °C durchgeftthrt. Vom Kulturfiberstand
wurde eine 1:10 Verdinnung eingesetzt. Die Proben wurden mittels HPLC-FLD analysiert. An-
hand der Ergebnisse aus SDS-PAGE und Abbauversuchen konnte eine Expression des En-
zyms der Sequenz ID Nr. 1 in den Kulturberstand bestatigt werden. :

Beispiel 7:
Katalytlsche Aktivitat des Enzyms der Sequenz ID Nr. 3

Das Gen der Sequenz ID Nr. 4, welches eine eine katalytische Triade aus 5»94-0234-
H270 aufweisende Amidase codiert, wurde unter Anwendung von Standardve

gins zu Lysergsaure umgesetzt sind und die restlichen 50 % Uber einen weiteren Z
etwa 15 Stunden volistdndig zu Lysergséure abgebaut werden. !

Beispiel 8:

Expression des Enzyms der Sequenz ID Nr. 3 in P. pastoris

Das Gen der Sequenz ID Nr. 4 wurde, wie bereits in Beispiel 5 flir das Gen der Sequenz
ID Nr. 2 beschrieben und in P. pastoris transformiert und exprimiert

Beispiel 9:
Anreicherung, Isolierung und Identifizierung des ergotalkaloid-abbauenden Stammes
DSM 25948 |
Zur Anreicherung von Mikroorganismen in natGricher Umgebung wurde g mablénes
Mutterkorn auf Felder im Siidburgenland vergraben. Nach drei Monaten wurden Bo en;}roben
genommen, welche als Inokulum in Anreicherungskulturen verwendet wurden. 2 g B adeﬁpfobe
wurden in 18 ml Minimalmedium, welches 5 mg/kg Ergbtamin als einzige Stickstoffquelle ent-
hielt, aufgenommen und fur 14 Tage bei 25°C am Schuttler (200 rpm) inkubiert. An jecremfdritten
Tag wurden weitere 5 mg/kg Ergotamin hinzugegeben. Im Anschiuss wurden 100 pll der Anrei-
cherung in eine Verdiinnungsreihe eingésetzt. Von den Verdinnungsstufen 107 bis 10° wur-
den Aliquote auf Minimalmedium-Agarplatten mit 5 mg/kg Ergotamin ausplattiert ung bei 25°C
inkubiert. Im Anschluss wurde eine Reinzucht der kultivierten Mikroorganismen durch: efahrt.

|

|

09/10/2012 15:49 12/.1:-3'29 P.014/038
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Die 165 rRNA des ergotalkaloid-abbauenden Stammes DSM 25948 wurde mittels

Seite 15

PCR unter

Verwendung der Universalprimer 27F (5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3") und 1492R

(5"- TAC GGY TAC CTT GTTACG ACT T -3') (Weisburg et al., 1991) amplifiziert.

Das PCR-

Produkt wurde mittels QlAqmck PCR purification Kit nach Herstellerangaben aufgenelmgt Die

ampllfmene 168 rRNA wurde extern sequenziert.

Die anschlieBende BLAST Suche zeigte, dass der Stamm DSM 25948 zum Typstamin von

Rhodococeus erythropolis (DSM 43066) eine Sequenzidentitat von 99.8% aufweist.

Beispiel 10: Umsetzung von Ergin und Ergotamin durch Rhodococcus erythro
25048

polis DSM

Sowoh| die Kultivierung der Mikroorganismen als auch die Inkubation der A

uversu-

che wurde am Schittler (200 rpm) im Dunkeln bei 25°C durchgefihrt. Der Stamm R doqoccus

erythropolis DSM 25948 wurde Uber Nacht in TSB-Medium angeziichtet und die
der Ernte (2 655 x g, 20°C, 5 min) im gleichen Volumen 50 mM Phosphatpuffer (pH 1
nommen und mit 5 mg/kg Ergin bzw. Ergotamin versetzt. Als Negativkontrollen diente

versetzt mit 5 mg/kg Ergin bzw. Ergotamin. Im Verlauf der Versuche wurden Proben gg

nach dem Zentrifugieren (2 655 x g, 20°C, 10 min) wurden 320 |JI l"Jbers_iand in ein
vial Oberfuhrt und die Proben bei -20°C bis zur Analyse mittels HPLC-FLD gelagert.

ltlen nach
.0) Eaan.lfgee
der:Puffar
nommen,
radnglas-

In Fig. 7 ist die Umsetzung von Ergin und Ergotamin durch den Stamm Rfldo@ccus

erythropolis DSM 25948 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass in beiden Fallen Lyser
Endprodukt der Reaktion darstelit und Ergin als Zwischenprodukt der Umsetzung von
detektiert werden konnte.

Beispiel 11:
Abbauversuch im Pansenmodell

éure das
Ergotamin

Die Aktivitét des Stammes Rhodococcus erythropolis DSM 25948 und des E
der Sequenz ID Nr. 1 wurde in einem in vitro Pansenmodell getestet. Dafir wurde fri

HPLC-FLD.

naa

09/10/2012 15:50 13/329
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in Fig. 8 ist die Umsetzung von Ergotamin und Ergin durch den Stamm Rh
erythropolis DSM 25948 und dem Enzym mit der Sequenz ID Nr. 1 im Pansensaftmil

Seite 16

bdococcus

ieu darge-

stellt. Es ist ersichtlich, dass der Stamm DSM 25948 sowohl Ergotamin als auch Efgin zu Ly-
sergsaure umsetzen konnte. Im Ansatz mit Ergotamin erfoigte diese Umsetzung so r. sch, dass
Ergin nicht als Zwischenproddkt detektiert wefden konnte. Das Enzym mit der Sequenz ID Nr. 1
" konnte Ergotamin im Reaktionsmillieu fast vollstandig umsetzen, Ergin wurde als Endprodukt
dieser Umsetzung detektiert. In der Negativkontrolle mit Ergotamin wurde nur das inggsétzte
Ergotalkaloid detektiert, wobei anscheinend das Ergotalkaloid vom Reaktionsmillieyi teilweise
gebunden wurde. In der Negativkontrolle mit Ergin wurden geringe Spuren an Lyse séqré de-
tektiert. Dies kénnte auf die naturliche Aktivitat in den Pansenflora zurickzufihren seif. |
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<110> Erber Aktiengesellschaft
Thamhesl, Michaela

Moll, wulf-Dieter
schatzmayr, Gerd

Binder, Eva Maria

<120> Enzyme zur Transformatio

. . hierfir .
' <130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

8
PatentIn version 3.5

1

309

PRT

Rhodococcus erythropolis

1

Met Pro Leu val ga] Leu Ser Asp
1

ser Gly Asn Gly val Ala

20

Pro Leu

Glu
35

Pro Phe Thr pPhe Glu

40

Arg Gly

Phe val Glu val

50

Asn Arg Gly Thr

55

Glu val Ala

65

Ser Leu Asp Ile

Arg
70

Gln Leu Leu Gly Egu Asp Lys val

Gly Met Ala Ala His Ala

100

Met Tyr

val Thr Ile Thr

115

His Leu Gly Pro

120

Glu
130

Glu Phe

135

Tyr Trp Asn Ala Ala

Ala
150

Ala Glu Asn Asp Ala Met Glu
145

Ala Glu

165

Asn Leu Asn Thr Lys Ile

Ala Phe

180

val Tyr Tyr Asp Pro Thr

09/10/2012 15:51
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SEQUENTPROTOKOLL

n von Ergopeptinen sowie Verfahren

Glu Thr

15

Gly Thr Arg Ile His val
10

val
25

Pro val ser val

30

Cys Gly ser

Glu Leu Lys Thr asp Ile GIn

TYr
45

Ser Arg Ser %(s)p Gly Glu Pro Ser

ser Asp Asp Glu Glu val

75

Leu Arg

80

Ala
a0

Ile Leu Gly Gln Ser Arg

95

Asn

GIn Lys Tyr Pro Asn Ser val
105

110

Leu

Ala Ser Leu Ser Met Ile

125

Lys Asn

Asp Asp Glu Lys Arg Leu Arg

Gl
15

Arg Glu Leu Asp Leu

val Ar Phe

17

Glu
175

Leu Asp Leu

Thr
185

Leu Met Asn Asp Trp Trp

Asp
190

15/32
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Ala

Gly

- Pro

225

Pro

Ile

Tyr

Ala

Asn
305

ser

Trp

210

Ala

Lys

Pro

Trp

Thr

290

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
atgccattgg

Leu
195
Ala
Phe
Pro
Gly
Glu
275

Leu

Ile

2

930
DNA
Rhodococcus erythropolis

2

gtecectgege
gaattgaaga
ggcgaaccga
cagttgttgg
gctcactacg
gcgtctttga
aaacgcctcce
aacctgaata
tacgatccaa
gaagtcgtca
aattctgatg
ccgaaaccag
cgggtagagg
gctcgecget

Leu

Asp

val

Gly

val

260

Gln

Pro

Arg

CUNOW PATENTANWALTS KG

Ser

Phe

Thr

Asn

245

Arg

Glu

Glu

GIn

tggttctgag
trgttccatg
cggatattca
gtgaggtcgc
gtttggacaa
cgcagaagta
gtatgatcaa
gcgctgaaaa
ctgccgaaaa
cgacactcat
tggcgtcgaa
tcccegettt
gaaatccggt
tcttcgagaa
atcgegattg

Arg

Asp

Phe

230

Pro

val

Gin

Ser

Thr
Leu
215
Gly
val
Glu

Glu

Ala
295

Phe
200
val
Lys
Asp
val
Phe
280

val

cgacggcaca

Glu
Glin
Tyr
Gly
Ses

Ala

Arg

-15 -

val

Thr

ASp

Lys

250

Glu

Arg

Ala

val

Leu

Phe

235

Ala

Lys

Arg

Ala

Met

Gln

220

Met

Gly

Ser

Tyr

Glu
300

+431406372510

(X ]

Ala
205
AsSh
val
Leuy
Gly
Ar

28

Ala

oe
*
[
L]

Ser
Ser
Ser
Phe
His
270

Asp

Met

L ] L 4
. ®ese
[ [}

Asn
Asp
Pro
Glu
255
Phe

Trp

Thr

Met

val

Leu

240

Asp

Pro

val

Pro

cgtgggatcyg
gtacaacttc
ctcactcgat
ggtcatcgea
tccgaattcg
gaacgaagaa
cgacgcggeyg
gatcgttcgce
gaatgattgg
tatgggttgg
cgtaacgttc
tgacggaaaa
gagtgggcac
ggtcgcaacc

09/10/2012 15:52

cgcattcacg
agcgttcegt
gtcgaggtcc
cgtatttccg
ctcggecagt
gtcctacacc
tactggaacg
atggagcgcg
ctcttcgatc
tgggacgctt
gcagacttcg
ggaaagtacg
gccggectct
ttcccgtatt

cttccggaat

1812

tcgaaacttc
tcgageggac
gcggtaccte
acgacctcga
cgcgtaacgg
tggtaaccat
cgttcgcaga
agggtctcct
ttgaaggcge
cacttctcag
acctcgttca
acttcatggt
tcgaagatat
gggagcagga
ccgctgtacy

u-1~r9

aggcaacggc
gttcggtgag
caggtccgac
agaggtccgt
catgatggcc
cggcaccect
cgacgagegt
cgaccttgac
agtgtacttc
ccggacattc
aacactgcag
ctceecgetg
tccgggtgtc
acaggaattt

cgctgcagaa

60
120
180
240

Seite 18

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

P.018/038
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gctatgacgce ccaatggcat tcggcagtga 930
<210> 3
<211> 543
<212> PRT
<213> Rhodococcus erythropolis
<400> 3

¥a1 Arg Tyr Lys grg Ala Phe Ala val Aga I1e Thr Ala Gly Xg] Ala
1 ) .

Leu Ala Leu ggr Gly Cys Ser Asp §1u Thr ser Ala Pro g&n Thr Thr
5

Pro Met ggr Ala Leu Gln Pro QAa Ser Ala Met GIn géy Asp val Ala

Asn ggy Glu Ala Pro Leu g;u Leu Thr Ile Lys gén val Lys Asp Ala

Phe Ala His Gly Ala Tyr Thr Ser Glu GIn Leu Thr Lys Ala Tyr Leu
65 70 75 80

Asn Arg Ile Asp Arg Tyr Glu Pro Ala Tyr Asn Ala Leu Thr Phe Met
85 90 95

Asn Glu His Ala Leu Ala Asp Ala Arg Ala Ser Asp Glu Ala Arg Ala
100 10 110

Ala Gly Lys Pro Gln Gly Ala Leu Ala Gly val Pro val Leu Ile Lys
115 120 125

Glu Ala Met Ash Thr Lys G

Al8 Phe Pro Met Thr Ala Gly Trp Ala Pro

140

[y
w —
g

Leu Ser Pro Glu Leu Gly Gly Leu Ser Leu Met Pro Asp Lys Asp Ala
145 150 155 160

Pro Met val Arg Arg Ile Arg Asp Ala Gly Ala Ile Ile Leu Gly Lys

Thr Asn Ile Pro val Phe Cys val Arg Gly Asp Ala Asn Asp Ser Trp
180 18 190

Ala Gly pro Thr Tyr Asn Ala val Asp Arg Ser Leu Ile Pro Gly Gly
195 200 205

ser Ser Ala Gly Ser Ala Thr Ala val Ala Ala Asn Phe Gly val Ile
210 215 220

Ala Leu Gly Ala Glu Thr Met Gly Ser Leu Thr Leu Pro‘G1y Ser Ala
225 230 235 240

17132
09/10/2012 15:52 Nr.: r449 P.019/038
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Gln
Gly
-Thr
val
Pro
305
Arg
Gln
Arg
Gly
Glu
385
Leu
Ala
Ash
Tyr
Ar
46
Glu

Tyr

ser

ser
Asp
Arg
290
Gly
Ile
Glu
Gly
Leu
370
Phe
Ala

Phe

Leu

val
Glu

Asp

Ile

Asn

Ser

275

Pro

Gly

Gly

Glu

Ala

355

Pro

Leu

Ala

Leu

Ala

435

Leu

His

Asn

Asn

Ser
515

val

Pro

260

val

Glu

Phe

Ile

Thr

340

Thr

Arg

Lys

Lys

Ala

420

Asp

Asp

Pro

Tyr

Gly

500

Arg

CUNOW PATENTANWALTS KG

val
245
Met
Glu
Asp
Thr
Leu
325
Ala
Leu
Asn
Asp
Leu
405
Asp
Gln
Gly
ASp
Thr
485

ser

Met

Met

Ala

Asp

Pro

Ser

310

ser

Leu

val

Met

Phe

390

AsSh

ASp

Tyr

Pro

Leu

09/10/2012

Lys

val

Ala

Lys

295

Ser

Pro

Tyr

Asp

Leu

375

Ser

Pro

Pro

Arg

val

455

Glu

Met

Phe

ser

Pro
Asp

Ala

280

Thr

Leu

Gly

AsSp

Asn

360

Pro

Gly

Glu

Ala

Ala

440

Leu

Lys

Pro

Ala

Phe
520

15:53

Thr

Thr

265

Thr

Lys

Asn

Tyr

Asn

345

Ala

Thr

Ser

Asp

Lys

val

Pro

Trp

Ser

val

505

Ala

-17 -

Phe
250

Thr

val
Ala
Asnh
Ar

33

Ala
Phe
ser
Gly
Leuy
410
Pro
Phe
Thr
ASp
val
490

Ala

Tyr

Gly

Asp’

Lhu

Ser
Glu
315
Lys
v%1
Va1
Met
Ile
395
Lys
ASp

Ala

Met

Phe

Asp

18 /32
r.: Ha49

Met

Thr

Asp

Glu

300

Ser

Asp

Asn

Gly

ser

Glu

Met

Ser

val

460

Met

val

val

Tyr

+431406372510

val

val

val

285

Gly

Leu

Leu

Glu

Ser

365

His

Ser

Gly

Ser

Ile

445

Gly

Leu

Pro

Gly

v e

Gly

Leu

His

Asn

val

Leu

350

Gly

Asp

Thr

ser

‘Glu

430

val

Glu

Ala

Pro
510

GIn

Asn
255

Pro

Ala.

Ile

Gly

Arg

335

Arg

Leu

Trp

Ala

Pra
415

Tyr

Lys

Ile

Asn

Gl

49

Asp

Ala

Leu
Met
Gly
Pro
Ala
320
ser
Thr

AsSp

ASh

ASn
Gln
Pro
Pro
480
Arg

Trp

Thr
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18- Toe® Tee® ee®ene® oleteet
His His Arg Ile val Pro Thr Leu Thr¥ Thr Asp Leu Pro Ser Ser
530 5 540
<210> 4
<211> 1632
:5%5:' gggdococcus erythropolis
<400> 4 ° : :
gtgagataca aacgtgcatt tgcggtcgcg attaccgctg gcgtggecact cgegetgtee 60
gggtgctcgg atgaaactag cgetccccaa accacaccga tgacggcatt gcagcccgee 120
tcggcgatgc'aaggagacgt agccaatggg gaagcgcccc ttgagttgac tattaagcag 180
gtaaaggacg ccttcgcgca tggtgcttac acctctgaac agctgacgaa ggegtatttg 240
aaccgaattg acaggtacga gcctgcctac aacgecttaa ccttcatgaa tgagcacgca 300
ctcgcggacg cgagggcgag cgatgaagcg cgcgeggcag ggaagecgca gggtgegetg 360
gceggegtac ctgtgetgat caaagaggcg atgaacacga aagggttccc gatgactgcec 420
gggtgggcac cattatcgcc tgagttaggt ggactcagcc tgatgcccga caaggacgcet 480
ccaatggtgc ggcggattcg cgatgccggg gcaatcatat tgggtaagac aaacattccg 540
gtgttctgcg tgcgcggaga cgcaaacgac agetgggecg gcccgacgta caacgctgte 600
gacaggtcgc tgatacccgg cggaagttct gctggttcag caacggcagt agcggcaaac 660
ttcggtgtaa tcgccctcgg tgctgaaacc atgggttcac tgactctgec cggatcageg 720
cagagcatcg ttgtgatgaa gccgacattt ggaatggttg ccaaccttgg tgataacccg 780
atggccgtgg ataccactga cacggttggg ccaatgactc ggagtgtcga agatgcggcet 840
acagrgcttg acgtcctage cggcgtcgac ccggaagatc cgaaaacgaa agcgtccgaa 900
ggacatattc cgcccggcgg attcacttca tcactaaaca afgaatctct caacggggcc - 960
cggatcggga tcctaagtcc ggggtaccga aaagaccttg tgcgttctca agaggaaacc 1020
gcogctgtacg acaacgccgt taacgaattg cgaacccgag gtgccacgct cgtcgacaac 1080
gccttcgtcg gcagcgggtt ggacggtttg cctcgaaaca tgttgcctac ctccatgacc 1140
cacgattgga atgagtttct gaaagacttc agcggatccg ggattagtag cacggcagat 1200
ctggcagcta aattgaaccc cgaggatctg aaggaaggca gtccgggege gttcttggec 1260
gacgatcccg ccaagcectga tatgtccgag tacaacaact tggcecgacca gtaccgtgeg 1320
gtatttgcct ctatcgtaaa gcagtacgat ctcgacggat ttgtgctgec aacaatggtt 1380
ggggagatcc cgcgcctgca tcctgattgg gaaaagtggg atgacatgct caccaacccg 1440
gaagtgaact acacaggtat gccttcggtt gtcgttcccyg ccggacgata cgagaatggce 1500
tcgcccttcg cggttgegtt cgtgggecct gactggtccg attcgcgaat getgagettt 1560
gcatatgact atgagcaagc cacgcatcac cggatagtgc caacccttac caccgacctg 1620
ccatcgagtt ag 1632
<210> 5
09/10/2012 15:54 Nr.1:9/n§+39 P.021/038
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<211> 319
<212> PRT
<213> Rhodococ;us erythropolis

<400> S

Met Ala Arg Pro %ys Arg Arg Arg Ser i&a Met Pro Leu val {g] Leu
1 ' .

Ser Asp Gly Thr Arg ITe His val Glu Thr Ser Gly Asn Gly val Pro .
20 : 25 . 30

Ala Leu val Pro Cys val Gly Ser Ser val Pro Phe Glu Arg Thr phe
35 40 45

Gly Glu Glu teu Lys Thr Asp ITe GIn Tyr Asn phe val Glu val Arg
50 55 60

Gly Thr Ser Arg Ser Asp Gly Glu Pro Ser Glu val Ala Ser Leu Asp
65 70 75 80

Arg Ile Ser Asp ggp Leu Glu Glu val Sag GIn Leu Leu Gly bgu Asp

Lys val 1le Ala Leu Gly GIn Ser Arg Asn Gly Met Met Ala Ala His
100 10 110

Tyr Ala GIn Lys Tyr Pro Asn Ser val Leu His Leu val Thr Ile Gly
115 120 125

Thr Pro Ala Ser Leu Ser Met Ile Lys Asn Glu Glu Tyr Trp Asn Ala
130 135 140

Phe Ala Asp Asp Glu Arg Lys Arg Leu Arg Ala Glu Asn Asp Ala Ala
145 15 155 160

Met Glu Arg Glu Gly Leu Leu Asp Leu Asp Asn Leu Asn Thr Ala Glu
16 170 175

Lys Ile val Leu Phe Asp Leu Glu Gly Ala val Tyr Phe Tyr Asp

Ar
18 185 190

Pro Thr Thr Leu Met Asn Asp Trp Trp Asp Ala Ser Leu Leu Ser Arg
195 200 205

Thr phe Glu val val Met Ala Ser Asn Met Gly

Trp Ala Asp Phe Asp
210 215 22

Leu val GIn Thr Leu Gln Asn Ser Asp Val Pro Ala Phe val Thr phe
225 230 235 240

Gly Lys Tyr Asp Phe Met val Ser Pro Leu Pro Lys Pro Gly Asn Pro
24S 250 255

09/10/2012 15:54 Nrog /329 P.022/038
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val Asp Gly Lys Ala Gly Leu Phe Glu Asp Ile Pro Gly val Arg val |
260 265 . 270

Glu val phe Glu Lys Ser Gly His Phe Pro Tyr Trp Glu GIn Glu GIn :
275 280 285 ‘

Glu Phe Ala Arg Arg Tyr Arg Asp Trp val Ala Thr Leu Pro Glu Ser |
290 29 300 . i

Ala val Arg Ala Ala Glu Ala Met Thr Pro Asn Gly Ile Arg.G1n

305 310 315

<210> 6

<211> 960

<212> DNA

<213> Rhodococcus erythropolis

atggctcgec ccaagagaag gagatctgec atgccattgg tggttctgag cgacggcaca ¢80
cgcattcacg tcgaaacttc aggcaacggc gtccctgege ttgttccatg cgtgggatcg 120
agcgrtcegt tcgagcggac gttcggtgag gaattgaaga cggatattca gtacaacttc 180
gtcgaggtcc gcggtacctc caggtcecgac ggcgaaccga gtgaggtcge ctcactcgat 240
cgtatttccg acgacctcga agaggtccgt cagttgtitgg gtttggacaa ggtcatcgca 300
ctcggccagt cgcgtaacgg catgatggec gectcactacg cgcagaagta tccgaattcyg 360
gtcctacace tggtaaccat cggcacccet gegtctttga gtatgatcaa gaacgaagaa 420
tactggaacg cgttcgcaga cgacgagcgt aaacgcctcc gcgctgaaaa cgacgeggceg 480
atggagcgcg agggtctcct cgaccttgac aacctgaata ctgccgaaaa gatcgttegce 540
ctcttcgatc ttgaaggcgc agtgtacttc tacgatccaa cgacactcat gaatgattgg 600
tgggacgctt cacttctcag ccggacattc gaagtcgtca tggcgtcgaa tatgggttgg 660
gcagacttcg acctcgttca aacactgcag aattctgatg tccccgettt cgtaacgtte 720‘
ggaaagtacg acttcatggt ctccccgetyg ccgaaaccag gaaatccggt tgacggaaaa 780
gccggectect tcgaagatat tccgggtgtc cgggtagagg tcttcgagaa gagtgggcac 840
ttccegtatt gggagcagga acaggaattt gctcgecget atcgcgattg ggtcgcaacc 500
cttccggaat ccgetgtacg cgctgcagaa getatgacge ccaatggcat tcggeagtga 960
Q210> 7
<211> 316 i
<212> PRT . ;
<213> Rhodococcus erythropolis ;
<400> 7

get Gly Pro Leu ¥a1 val Leu Ser Asp g&y Thr Arg Ile His X§1 Glu

Thr Ser Gly ggn Gly val Pro Ala sgu val Pro Cys val §8y Ser ser

21/32 -
09/10/2012 15:55 Nes: 449 P.023/038
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val

TYr

Ser

65

- Arg

Asn

Leu

Asn

Ar

14

Asp

Gly

Asp

Met

val

225

Leu

Asp

Pro

val

Pro
305

Pro
Asn
50

Glu

Gln

Gly

Glu

130

Ala

Asn

Ala

Ala

Gly

210

Pro

Pro

Ie

Tyr

Ala

290

Asn

Phe
35

Phe

val

Leu
Met
Leu
115
Glu
Glu
Leu
val
Ser
195
Trp
Ala
Lys
Pro
Trp

Thr

Gly

Glu

val

Ala

Leu

Met

100

val

Tyr

Asn

ASn

TYy"r

180

Leu

Ala

Phe

Pro

Leu

Ile

CUNOW PATENTANWALTS KG

Arg

Glu

ser

Gly

85

Ala

Thr

Trp

Asp

Thr

165

Phe

Leu

Asp

val

GIn

Pro

Arg

Thr

val

Leu

70

Leu

Ala

Ile

ASN

Ala

150

Ala

Tyr

Ser

Phe

The

230

Asn

Arg

Glu

Glu

Gln
310

Phe

Arg

55

Asp

ASp

His

Gly

Ala

135

Ala

Glu

Asp

Arg

Asp

215

Phe

Pro

val

Gin

Ser

295

His

Gly

40

Gly

Arg

Lys

Tyr

Thr

120

Phe

Met

Lys

Pro

Thr

200

Leu

Gly

val

Glu

Glu

280

Ala

His

09/10/2012 15:55

Glu

Thr

Ile

val

Ala

105

Pro

Ala

Glu

Ile

Thr

185

phe

val

Lys

ASp

val

265

Phe

val

His

~21-

Glu
Ser
ser
Ile
90

GIn
Ala
ASp
Arg
val
170
Thr
Glu

Gln

Tyr

Ala
Arg

His

Leu
Arg
Asp
?5

Ala
Lys
ser
Asp
Glu
Arg
Leu
val
Thr
Asp
Lys
Glu
Arg

Ala

His
315

Lys Thr
45

Ser Asp
60

Asp Léu
Leu Gly
Tyr Pro
Leu Ser

125

Glu Arg
140

Gly Leu
Leu Phe
Met Asn
val Met

205
Leu GlIn
220
Phe Met
Ala Gly
Lys Ser
Ar'g '!'yr

285
Ala Glu
300

His

Ni22/32)9

Asp
Gly
Glu
GlIn
Asn
110
Met
Lys

Leu

Asp

Ash
val
Leu
Gly
Arg

Ala

Ile
Glu
Glu
Ser
95

ser
Ile
Arg
Asp
Leu
175
Trp
ser
ser
ser
Phe
255
His
ASp

Met

+431406372510

GIn

Pro

val

80

Arg

val

Lys

Leu

Leu

160

Glu

Trp

ASn

Asp

Pro

240

Glu

Phe

Trp

Thr
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 8
atgggcccat

8 .
951
" DNA

ggcgtecctg
gaggaattga
gacggcgaac
cgtcagttgt
gccgctcact
cctgegtett
cgtaaacgec
gacaacctga
ttctacgatc
ttcgaagtcg
cagaattctg
‘ctgccgaaac
gtccgggtag
tttgctcgec
gaagctatga

13:31

tggtggttct
cgcttgttec
agacggatat
cgagtgagot
tgggttigga
acgcgcagaa
tgagtatgat
tcegegetga
atactgccga
caacgacact
tcatggcgtc
atgtcccecge
caggaaatcc
aggtcttcga
gctatcgega

cgcccaatgo

Rhodococcus erythropolis

gagcgacggc
atgcgtggga
tcégtécaac
cgcctcactc
caaggtcatc
gtatccgaat
caagaacgaa
aaacgacgcg
aaagatcgtt
catgaatgat
gaatatgggt
tttcgtaacg
ggttgacgga
gaagagtgag
ttgggtcgca
cattcggcag

09/10/2012 15:56
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acacgcattc
tcgagcgttce
ttecgtegagg
gatcgtattt
gcactcggcec
tcggtcctac
gaatactgga
gcgatggagce
cgcctetteg
tggtgggacg
tgggcagact
ttcggaaagt
aaagccggece
cacttcccgt
acccttcegg

catcaccatc

23/32
Nr.:

acgtcgaaaﬁ
cgttcgagcg
tccgeggtac
ccgacgacct
agtcgcgtaa
acctggtaac
acgcgttege
gcgagggtct
atcttgaagg
cttcacttct
tcgacctcgt
acgacttcat
tcttcgaaga
attgggagca
aatccgctgt

accatcactg

K449

+431406372510

ttcaggcaac

gacgttcggt
ctccaggtcc
cgaagaggtc
cggcatgatg
catcggcacc
agacgacgag
cctcgacctt
cgcagtgtac
cagccggaca
tcaaacactg
ggtctccecg
tattccgggt
ggaacaggaa
acgcgetgea

a

120
180
- 240

300
360

- 420
| 480

540
600
660
720
780
840

| 900
| 951

Seite 25
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Patentanspriche:

1. Enzympraparatlon zur Transformation von Ergopeptinen, dadurch gekennzelchnet
dass wenigstens eine Ergopeptine am Cyclolring hydrolytisch spaltende o/f Hydrolasé und we-
nigstens eine Abbauprodukte der hydrolytischen Spaltung transformierende Amldasegenthalten

| ist. | |

2. Enzympréaparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet dass die vqemgstens
eine Ergopeptine am Cyclolring spaitende o/ Hydrolase eine ‘katalytische Triade, bestehand
aus einer nukleophilen Aminosaure, aus Histidin und aus einer sauren Aminoséure auﬁweusen

3. Enzympréparation nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass dle wenig-
stens eine Ergopeptine aus Cyclolring spaltende o/§ Hydrolase eine katalytische Tnac?e aus der
nukleophilen Aminoséure Serin, aus Histidin und aus einer der sauren Aminosaure:*;\ Aspariat
oder Glutamat besteht. |

4. Enzympraparation nach einem der Anspriche 1, 2 oder 3, dadurch gekenhzelchnet
dass die o/f Hydrolase einen nuklieophilen Ellbogen mit einer Sequenz GIy-Gln-Ser-Arg.Asn-
Gly aufweist. |

5. Enzympraparation nach einem der Ansprliche 1 bis 4, dadurch gekennzeuchnet dass
die o/B Hydrolase insbesondere ein Enzym der Sequenz ID Nr. 1 ist.

6. Enzympraparation nach Anspruch 5, dadurch gekennzsichnet, dass die o/f Hydrolase
eine von der Sequenz ID Nr. 1 verschiedene N- oder C-terminale Sequenz aufweist, Iinsbeson-
dere ein Enzym der Sequenz ID Nr. 5 oder 7 ist.

7. Enzympréparation nach Anspruch 5 oder 8, dadurch gekennzeichnet, da#s die o/
Hydrolase wenigstens 96 % Sequenzndentitat mit der Sequenz ID Nr. 1 aufweist, Insbesondere
ein Enzym der Sequenz ID Nr. 5 ist. ;

8. Enzympraparation nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeicpnet dass
die wenigstens ein Abbauprodukt der die hydrolytische Spaltung transformierenden Argimda:se ein
Enzym der Sequenz ID Nr. 3 ist. :

9. Enzympraparation nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzetchnet dass
wenigstens eines der Enzyme gewdhlt aus der o/ Hydrolase und der Amidase ! :‘aus_ einer

Rhodococcus erythropolis, bevorzugt Rhodococcus erythropolis DSMZ 25948 Niultiv‘ierung
stammt. ‘

10. Enzympraparation nach einem der Ansprache 1 bis 8, dadurch gekennzelehnet dass
wenigstens eines der Enzyme gewéhlt aus der o/f Hydrolase und der Amidase ein re;kombu_nam
in einer Wirtszelle gewahlt aus Pichia pastoris, E. coli, Bacillus subtilis, Streptomyceé, Hansen-

09/10/2012 15:57 r24 /n§+?+9 | P.026/038
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ula, Saccharomyces, Trichoderma, Lactobacillus, Aspergiilus, einer Pflanzenzelle und/oder Spo-
ren von Bagcillus subtilis, Trichoderma oder Aspergilius hergestelltes Enzym ist. :

11. Enzympréparation nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch geken@zeich_net,
dass wenigstens ein weiteres Enzym oder wenigstens eine weitere detoxifizierende Kémppnen-
te, gewahlt aus einem Mykotoxih abbauenden Enzym einem Mykotoxin abbauenden Mikroorga-
nismus oder einem Adsorptionsmitiel zur Detoxifikation von von Ergopeptinen verschledenen
Mykotoxinen enthalten ist. ‘ ;

12. Enzympréparation nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass djas wenig-
stens eine beim Abbau von Proteinen beteiligte weitere Enzym ein Futtermittelenzym |$t

13. Enzympréparation nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das lj\/lykotoxin
abbauende Enzym aus Alfatoxin Detoxizymen, Zearalenon Esterasen, Zearalenon LaEtonaSen
Ochratoxin Amidasen, Fumonisin Carboxylesterasen, Fumonisin Aminotransferasen, Amlnopo-
lyol Aminoxidasen, Deoxynivalenol Epoxidhydrolasen gewahit ist. '

14. Enzympréaparation nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Mykotoxln
abbauende Mikroorganismus Bacillus subtifis ist. ;

15. Enzympréaparation nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Adsorp-
tionsmittel aus mikrobiellen Zellwénden oder anorganischen Materialien, wie Bentorglt gewahlt
ist.

16. Verfahren zur enzymatischen Transformation von Ergopeptinen in eint}n ‘wenig-
vasokonstriktivien Metaboliten, insbesondere in Lysergs&ure, dadurch gekennzeichnef dass der
Cycloiring der Ergopeptine mit einer o/f Hydrolase zu einem enzymatisch transiorrmerten
Metaboliten gespalten wird, '

- dass der enzymatisch transformierte Metabolit spontan in Ergin umgewandeﬂ iwird, und

- dass Ergin mit einer Amidase enzymatisch zu Lysergssure umgesetzt wird. ‘ A

17. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der Cyclolrin;b mit dem
Enzym der Sequenz ID Nr. 1 oder einem ein Enzym mit einer von der SequenzE ID Nr. 1
verschiedenen N- oder C-terminalen Sequenz, insbesondere ein Enzym der Sequenz IDNr. 5
oder der Sequenz ID Nr. 7 gespalten wird.

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass dds spontan
gebildete Ergin mit dem Enzym der Sequenz ID Nr. 3 weiter zu Lysergséure umgesetzt wird.

19. Futtermitte! sowie Futtermittel- oder Silagezusatz enthaltend eine Enzympraparatlon
nach einem der Anspriiche 1 bis 15. :

20. Futtermittel sowie Futtermittel- oder Silagezusatz nach Anspruch 19, dai;duri:h ge-
kennzeichnet, dass ein Rhodococcus erythropolis Stamm, insbesondere Rhodococcafls thm—
polis DSMZ 25948 enthalten st f

21. Futtermittel sowie Futtermittel- oder Silagezusatz nach Anspruch 19 oder 20, da-
durch gekennzeichnet, dass zusatzlich wenigstens ein physiologisch unbedenkliches !Trégerma-

09/10/2012 15:58 ur 25132, P.027/038
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terial, wie Maltrodextrin, Cyclodextrin, Kalziumcarbonat, Weizen, Weizenkleie, Reis, Reiskleie,
‘Starke, Dinatriumsulfat, Talkum, Saccharose oder Mischungen davon enthalten ist.

Wien, 9. Oktober 2012 Erber Aktienggsettscha

durch: P
Cunow Patentanwa!ts KG

26/ 32
09/10/2012 15:58 Nr.: K449

P.028/038



r------------------.----------...---..--.-------

09 0Okt 2012 13:34 CUNOW PATENTANWALTS KG +431406372510

Seite 30
] 118 | -
6 a /. r
E \A a1 .
é; \k /// '
g 4 ! . g ‘ ’ . .
: / o - FIG.1
[ T g
g . | T . . .
|- . .
% .
£ H .
)% ; O ——— o
0 - Jﬂ/ ~. ‘h-—‘—"‘——~_*~__‘.
6 ’ & E - ﬁ
Zeit (h)
Umsetzung von Ergotamin durch das Enzym der Sequenz 1D Nr. 1 ((A( Ergotamm), (W) Ergin;
(®) Zwischenprodukt - _
;
10
. n
E
P -
: v
:
§ 2
[ R s ) :
: 5 10 15 20
Zelt (h)

? 2 Umsetzungvon Ergin durch das ((A)Ergin; (m) Lysergsaure)
ﬁ~ Endym oS Sequens 1> Ur 3

’ 27132
09/10/2012 15:59 Nr.: K449

P.030/038



09 Okt 2012 13:34

CUNOW PATENTANWALTS KG +431406372510 Seite 31
[ X ) (2] e [ XX R J * L X J
L LN LN J [N L X ] [ ] [ ]
L ] e LN g [ X2 L ] [ ] [ ]
. e @ E] *ee - L] [ ] L]
L] L L ] L] . L L ]
e *® e o0 o0 L X ]
2[5
FIG. 3
Ergocornin +ErgA Ergocristin + ErgA
v00£¢07 = — | 2.508407
. 1p0f07 | ) .
S.0CEY . o 200N w1
§ 5008407 £ 15007
= 400507 = ;
S sco£07 et EqgOCOE NI § Loct0? g Erpaieristin
& 1.00E+07 e Ergin < 5005406 sl Ergin
1.O0EH07 -
D.OOEH0 0.0bz+00 »
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 4 50
Zeit [h) Zeit (hy
Ergocryptin + ErgA Ergosin +ErgA
6.00€407
$.00E+07
.g £,00€407
i, L.00Fa0Y .
* 2006407 & —v—fotin .
S —
obesdo y . 5
0 10 20 3B 4 S0
Zeit (h)
Ergotamin +ErgA :
4008407 : !
$5QEi07 : i
8008307 : !
£ 2506107 b !
& 200EK0 : :
-1.S0E¥07 e E1Y oy i
6 100507 Pasriin
S00E+08 k :
0008400 : : i
0 10 20 30 4 0
et h) |
|
A |
Negativkontrolle Ergbcryptin Negativkontrofle Eigosin: !
1ACE:07 2508007 '
Lageo7 m 20080 4;&.,__@___,
LooEaT | ,g .
8.006106 = 30807 :
5.008408 a— ¥ 1ooes et Ergosin
4.008:06 wfi~=Lrgin a 5.008406 -I—E:||n
2.008106 - :
0.00E+00 Sev00 BN L —
0 10 20 30 40 S0 0 o 20 30 4 50
Zeit'(hy Zeit (h)

Peakflachen (Y-Achse) von LC-MS/MS

tin, Ergosin, Ergovalin und Ergotamin,

gegen die Inkubationszeit mit oder ohne
Nr.1 in Stunden

09/10/2012 15:59

Analytik der Ergopeptine Ergocornin. Emocifistin.' Ergocryp-

in Summe mit dem jeweiliger.Isomeren,g aufgetragen
(Negativkontrollen) dem Enzym der Seguenz ID

Nr28 /329 P.031/038




08 Okt 2012 13:35 CUNOW PATENTANWALTS KG +431406372510

Seite 32
/5
PGAP
Xhe!
al phpfado'
pGAPZalphaC ErgA FIG%. 4

4020 bps

Xbal ‘
Darstellung des P. pastoris Expressionsvektors pGAPZ alpha C mit dem Gen der Sequenz IDNr. 2

pHT43_ErgA,_ - FIG. &
8996 bps |

BamHJ

e o0

. Aatil ;
Darstellung des B. subtilis Expressionsverktors pET43 mit dem Gen der Sequenz ID Nr. 2

29/32 - |
09/10/2012 16:00 Nr- - K449 P.032/038



09 Okt 2012 13:35 CUNOW PATENTANWALTS KG

+431406372510 Seite
RIS SR I
L4 LN ] [ ] (X X} : : : :
4/6’ e e® oo see one oo
e N _
,  alpha-factor
[ e
4000
pGAPZalphaC_EsgB
Mn\n'i».
Xbal
?—"(;o C * Darstellung des P. pastoris Expressionsvektors pGAPZalphaCmitdemGen o ;
Sequeny () M-
A B
16
14
=12
E 8
-] 6
2 4
21
o
0 5 10 1s 20 25
zeit (h)

Fig.7 Umsetzung von (A) Ergin und (B) Ergotamine durch den Stamm DSM 25948 {{s) Ergin; (m) Lysel'gsauref'. Ergotamln
(4).

09/10/2012 16:00 :.3(.)/339 P.033/038



09 Okt 2012 13:35 CUNOW PATENTANWRLTS KG

+431406372510 Seite 34
ee (1] ee oeee . LA 4
o o8 o0 oo e o
e 069 o8 Seee e o o
° s e s seo . o o ®
e e Py e o L]
se oo

OSM 25948 mit Ergotamin

7
36
=3

c

.g 4

£3

[=4

g2
& .

21

0 5 10 15 20 25
Zeit {h)
DSM 25948 mit Ergin Enzym mit Sequenz ID.Nr.1 mit.

12 Ergotamin '
S0 8
2 s
g 8 =X .
= 6 8
g Za
£ 4 g
1S 2 g2
2 € —h

o *0 - sl
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 - 25
Zeit (h} Zeit (h} '
Negativkontrolie mit Ergotamin Negativkontrolle mit Ergin -

5 14 ‘ »
3o 3 10 —*
[~
% 3 .g 8
%z ’ oar 3 E 6 '

g, g 4
2 ! é 2 T
0 - - o -_w.‘mvm’«
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeit (h) Zeit (h)

Fig.8 Umsetzung von Ergin und Ergotamine durch dan Stamm DSM 25948 und dem Enzym mit der Soquénz ]D Nr. 1 im
Pansensaftmoadell {(¢) Ergin; (w) Lysergsiure; (4) Ergotamin).
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