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(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid sequence according to SEQ ID NO:1 or to its derivative or fragment or the
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tide with the biological activity of an arbutin synthesis, and to a polypeptide coded by these nucleic acid sequences. The invention
also relates to a method for producing the inventive polypeptides and to a method for producing glycosides.
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsduresequenz gemd8 SEQ ID NO:1 oder deren Derivat
oder Fragment oder die Variante der Nukleinsduresequenz gemi SEQ ID NO:1 oder ein Derivat oder Fragment der Variante, codie-
rend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitit einer Arbutin-Synthase sowie ein von diesen Nukleinsduresequenzen codiertes
Polypeptid. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemiBen Polypeptide sowie ein Verfahren zur
Herstellung von Glykosiden.
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Neue Glykosyltransferase, ihre Herstellung und Verwendung

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsiuresequenz gemdB SEQ ID NO:1 oder deren
Derivat oder Fragment oder die Variante der Nukleinsiduresequenz gemal SEQ ID NO:1 oder ein
Derivat oder Fragment der Variante, codierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitit
einer Arbutin-Synthase sowie ein von diesen Nukleinsiuresequenzen codiertes Polypeptid. Die
Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméfen Polypeptide

sowie ein Verfahren zur Herstellung von Glykosiden.

Glykosyltransferasen sind wichtige Enzyme in pflanzlichen Zellen, wo sie fiir die Entgiftung der
Zelle verantwortlich sind z.B. durch Uberfithrung toxischer Verbindungen in gut akkumulierbare
vakuolire kompartimentierte Glykoside. Das Glykosid Arbutin ist im Pflanzenreich
insbesondere verbreitet in Ericaceae, z.B in der Birentraube Arctostaphylos uva-ursi und der
Preiselbeere Vaccinium vitis-idaea, in Saxifragaceae z.B. Bergenia crassifolia, aber auch in
Chimaphila umbellata (Walddolde), Origanum majorana (Majoran) oder Blittern des
Birnbaums. Wegen seiner antibakteriellen Wirkung wird es z.B. in Form von Teeaufgiissen bei
Entziindungen der Harnwege eingesetzt. Das Glykosid ist auch in der Lage, das Enzym
Tyrosinase, welches einen wichtigen Schritt in der Melaninbiosynthese katalysiert, in vivo zu
inhibieren. Das Glykosid ist von biotechnologischem Interesse, da es in Japan in betrdchtlicher
Menge (1-2 t pro Jahr) in kosmetischen Zubereitungen aufgrund seiner hautaufhellenden
Wirkung, bedingt durch die Inhibierung der Melaninbiosynthese, verwendet wird. Wihrend im
europdischen Markt die Arbutin enthaltenden Zubereitungen vorwiegend bei Altersflecken,
Leberflecken oder Sommersprossen eingesetzt werden, sollen im asiatischen Markt die
Schénheitsideale einer hellen makellosen Haut durch ganzkorperliche Behandlung mit Arbutin
enthaltenden Zubereitungen erreicht werden; vgl. Blume G., Teichmiiller E., Orndorff S., (1999),
SOFW-Journal 2/3, 20-24.

Glykosid ist die Sammelbezeichnung fiir eine umfangreiche Gruppe von Pflanzenstoffen und
synthetetischen Verbindungen, die aus ein oder mehreren Kohlenhydraten (Mono- bzw.

Oligosaccharide) und ein oder mehreren Aglykonen, d.h. Nichtzuckern, bestehen. In den
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Glykosiden ist das Aglykon, das auch Genin genannt wird, durch ein Sauerstoff-Atom in einer
hier glykosidischen Bindung genannten Ether-Bindung an ein Halbacetal-C-Atom des
Kohlenhydrats gebunden.

Die Herstellung und Aufreinigung von Arbutin durch Isolierung aus den genannten Arbutin
enthaltenden Pflanzen oder durch Umsetzung von Hydrochinon mittels Pfanzenzellen ist
bekannt; vgl. z.B. Lutterbach R., Stockigt J., (1992), High yield formation of arbutin from
hydrochinon by cell-suspension cultures of Rauwolfia serpentina, Helv. Chim. Acta, 75, 2009 —
2011. Allerdings haben diese Verfahren groBe Nachteile: Da Arbutin ein intrazellulares Produkt
ist, ist die Aufreinigung mit enormem Aufwand verbunden und die Ausbeute niedrig. Daneben
konnen aus Pflanzen nur natiirlich vorkommende Glykoside wie z.B. Arbutin erhalten werden.
Es besteht aber ein groBer Bedarf an gezielt hergestellten neuen Glykosiden. Enzymatische in-
vitro-Verfahren zur Herstellung von Glykosiden sind iiblicherweise auf Alkylglycoside
beschrinkt und zeigen fiir aromatische Glykoside sehr geringe Ausbeuten, die geringer als 10%
betragen; vgl. Vic G., Thomas D., Crout D.H.G., (1997), Solvent effect on enzyme-catalyzed
synthesis of B-D-glucosides using the reverse hydrolysis method: Application to the preparative-
scale synthesis of 2-hydroxybenzyl and octyl B-D-glucopyranosides. Enzyme Microb. Technol.
20:597-603; Vic G., Biton J., Le Beller D., Michel J.M., Thomas D., (1995), Enzymatic
glucosylation of hydrophobic alcohols in organic medium by the reverse hydrolysis reaction

using almond-B-D-glucosidase. Biotechnol. Bioeng. 46:109-116.

Ein weiteres Herstellungsverfahren von Glykosiden besteht in der chemischen Darstellung von
Glykosiden ausgehend von ungeschiitzten Zuckern. Das chemische Herstellungsverfahren fiihrt
aber tiblicherweise zu unspezifischen Gemischen aus ein- und mehrfach alkylierten Zuckern, so
daB die Einfihrung und Entfernung von Schutzgruppen notwendig ist, wenn ein bestimmtes
Produkt gezielt synthetisiert werden soll. Durch die Verwendung aktivierter Derivate wie
Alkohol-HCI entstehen hiufig unerwiinschte Nebenprodukte, welche die Umwelt belasten, die

Aufarbeitung erschweren und die Ausbeuten des gewiinschten Produkts vermindern.

Es besteht somit der Bedarf nach einem effizienten und einfachen Herstellungsverfahren fiir
Glykoside. Ferner besteht ein Bedarf nach einem Herstellungsverfahren fiir eine

Glykosyltransferase, die zur Herstellung der Glykoside verwendet werden kann.
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird durch den in den Patentanspriichen definierten

Gegenstand gelost.

Der hier verwendete Ausdruck "Variante" bezeichnet ein zu einer ersten Nukleinsduresequenz
homologes Gen. Homolog bedeutet, dal das Gen allelisch sein kann. Homolog bedeutet ferner,
daB das Gen aus einer anderen Species stammen kann, das von diesem Gen codierte Polypeptid
aber die gleiche biologische Aktivitit besitzt wie das von der ersten Nukleinsduresequenz

codierte Polypeptid.

Der hier verwendete Ausdruck "Derivat" bezeichnet eine Nukleinsdure- oder
Aminosiuresequenz, die durch Modifikation von einer anderen Sequenz abgeleitet ist. Die
Modifikation umfafit die Deletion, Addition, Substitution, Insertion oder Inversion von

Nukleotiden bzw. Aminoséuren an einer oder mehreren Stellen der anderen Sequenz.

Der hier verwendete Ausdruck "Fragment" bezeichnet ein durch Deletion an einer oder mehreren

Stellen erzeugtes Teilstiick einer Nukleinsdure- oder Aminosduresequenz.

Der hier verwendete Ausdruck "hybridisieren" umfaBt stringente und wenig stringente
Hybridisierungsbedingungen, wie sie z.B. in Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring
Harbour Laboratory (1989), ISBN 0-87969-309-6 beschrieben sind. Ein Beispiel fiir stringente
Hybridisierungsbedingungen ist: Hybridisierung in 4 x SSC bei 65°C mit anschlieBenden 2-3
Waschschritten in 0,1 x SSC bei 65°C fiir insgesamt etwa eine Stunde. Ein Beispiel fiir wenig
stringente Hybridisierungsbedingungen ist: Hybridisierung in 4 x SSC bei 37° C, gefolgt von 2-3
Waschritten in 1 x SSC bei Raumtemperatur.

Der hier verwendete Ausdruck "Vektor" bezeichnet natiirlich vorkommende oder kiinstlich
hergestellte Konstrukte zur Aufnahme, Vermehrung, Expression oder Uberflihrung von
Nukleinsiuren, z.B. Plasmide, Phagemide, Cosmide, kiinstliche Chromosomen, Bakteriophagen,

Viren oder Retroviren.

Der hier verwendete Ausdruck "Transformation" oder "transformieren" bezeichnet jegliche
Uberfiihrung einer Nukleinsduresequenz in eine Zelle. Die Uberfiihrung kann z.B. eine
Transfektion oder Lipofektion sein oder durch das Calcium-Verfahren oder Elektroschock-

Verfahren durchgefithrt werden. Der Ausdruck bezeichnet daher nicht nur das Verfahren, das
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{iblicherweise unter dem Begriff Transformation verstanden wird.

Die Erfindung wird durch die folgenden Figuren erldutert.

Figur 1 ist eine schematische Wachstumskurve, die die Toleranz von rekombinanten E. coli
(transformiert mit der erfindungsgemiBen Glykosyltransferase-cDNA) gegeniiber Hydrochinon
in der Kulturbriihe darstellt. Die gestrichelte Linie (---BR---) zeigt das Wachstum von
rekombinanten E. coli in Gegenwart von Hydrochinon, die durchgezogene Linie (—®—) zeigt
das Wachstum von rekombinanten E. coli ohne Hydrochinon. HQ bedeutet Hydrochinon.
OD600 bedeutet optische Dichte bei 600 nm.

Figur 2 ist eine schematische Darstellung der Arbutin-Synthase-Ausbeute, die mit
rekombinanten E. coli (transformiert mit der erfindungsgemifien Glykosyltransferase-cDNA)

erzielt wurde.

Die vorliegende Erfindung betrifft Glykosyltransferasen, besonders Glucosyltransferasen,
insbesondere Arbutin-Synthasen. Ein Aspekt der Erfindung betrifft eine Nukleinsduresequenz,
die ein Polypeptid codiert, das in Rauwolfia serpentina die Umsetzung von Hydrochinon und
Glucose zu Arbutin katalysiert. Eine erfindungsgemifie Nukleinsduresequenz ist in SEQ ID
NO:1 aufgefiihrt. Ferner betrifft die Erfindung die Derivate oder Fragmente der
Nukleinsauresequenz gemiB SEQ ID NO:1. Ferner betrifft die Erfindung die Varianten der
Nukleinsduresequenz gemaB SEQ ID NO:1, die ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitit
einer Arbutin-Synthase codieren. Ein weiterer Aspekt betrifft Derivate und Fragmente der
Varianten der Nukleinsduresequenz gemiB SEQ ID NO:1, solange die Derivate und Fragmente
ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitit einer Arbutin-Synthase codieren. Besonders
betrifft die Erfindung die Nukleinsiuresequenzen der Varianten und deren Derivate und
Fragmente, die mit der erfindungsgemédBen Nukleinsduresequenz hybridisieren. Die
Hybridisierung kann unter stringenten bis zu weniger stringenten Bedingungen durchgefiihrt

werden.

Varianten der erfindungsgeméBen Nukleinsduresequenz, die ein Polypeptid mit der biologischen
Aktivitit einer Arbutin-Synthase codieren, konnen aus allen Organismen stammen. Die
Varianten kénnen insbesondere aus Rauwolfia serpentina, aus Ericaceae z.B aus der Bérentraube

Arctostaphylos uva-ursi und der Preiselbeere Vaccinium vitis-idaea, aus Saxifragaceae z.B. aus
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Bergenia crassifolia, aus Chimaphila umbellata (Walddolde), aus Origanum majorana
(Majoran) oder aus dem Birnbaum stammen. Ferner betrifft die Erfindung Derivate und

Fragmente der Varianten.

Die erfindungsgemifBen Nukleinsiuresequenzen konnen natiirlichen Ursprungs oder synthetisch
hergestellt worden sein. Die erfindungsgeméBen Nukleinsduresequenzen kénnen z.B. zur
Identifizierung und Isolierung von zur Nukleinsduresequenz gemid SEQ ID NO:1 homologen
Genen in anderen Organismen oder von homologen Genen in Rauwolfia serpentina mit Hilfe
von Hybridisierungs- oder Screening-Verfahren verwendet werden, z.B. als Sonde fiir das

Screening in DNA-Bibliotheken.

Die erfindungsgemiBen Nukleinsiuresequenzen kénnen in Vektoren, z.B. Expressionsvektoren
eingebaut werden, die dann in eine geeignete Wirtszelle iberfiihrt werden. Die Zellen
exprimieren dann das von einer oder mehreren der erfindungsgemifen Nukleinsduresequenzen
codierte Polypeptid. Geeignete Wirtszellen kénnen Mikroorganismen wie Bakterien, z.B. E. coli,
oder Hefen, oder tierische Zellen, z.B. Insektenzellen, oder pflanzliche Zellen, z.B. Algen, sein.
Die fiir den Einbau der erfindungsgemiBen Nukleinsiuresequenzen und die Uberfiihrung in die
Wirtszellen in Frage kommenden Vektoren sind dem Fachmann bekannt. Ferner koénnen die
erfindungsgemifBen Nukleinsduresequenzen in das Genom der Wirtszellen durch homologe oder
illegitime Rekombination mit Hilfe von Rekombinationselementen integriert sein. Die
erfindungsgemifBen Nukleinsduresequenzen konnen durch Modifikationen z.B. Substitution von
bestimmten Nukleotiden an die jeweilige Wirtszelle angepafit werden, um eine fiir die Wirtszelle

geeignete Expression zu gewihrleisten.

Die Erfindung betrifft ferner die durch die erfindungsgemiBen Nukleinsduresequenzen codierten
und exprimierten Polypeptide. Besonders betrifft die Erfindung das Polypetid mit der
Aminosiuresequenz gemi SEQ ID NO:2 oder dessen Derivat oder Fragment. Insbesondere
betrifft die Erfindung Polypeptide, deren Aminosiuresequenzen zur Aminosiuresequenz geméB
SEQ ID NO:2 eine Identitéit von 60% oder mehr besitzen. Bevorzugt sind Polypeptide mit einer
Identitdt von 80% oder mehr, insbesondere bevorzugt sind Polypeptide mit einer Identitdt von

90% oder mehr.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméiflen

Polypeptide, umfassend die folgenden Verfahrensschritte: Geeignete Wirtszellen, z.B.
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Mikroorganismen, tierische Zellen oder pflanzliche Zellen, werden mit einer oder mehreren der
erfindungsgemiBen Nukleinsduresequenzen transformiert. Die Nukleinsduresequenz kann in
einen Expressionsvektor integriert sein, der nach der Transformation episomal in der Zelle
vorliegt. Andererseits kann die Nukleinséuresequenz mit Transkriptionselementen funktional
verbunden sein und nach Einflihrung in die Wirtszelle in das Genom integriert sein. Nach der
Transformation der erfindungsgemifen Nukleinsduresequenz(en) wird die Zelle in einem
entsprechenden Kulturmedium, das der Fachmann fiir die jeweilige Wirtszelle im Stand der

Technik leicht findet, kultiviert und vermehrt.

Die transformierte Zelle kann ferner Selektionsmarker umfassen, die z.B. auf dem
transformierten Vektor vorliegen konnen. Selektionsmarker konnen auch mit einer oder
mehreren der erfindungsgemiBen Nukleinsduresequenzen cotransformiert werden oder mit einer
der Nukleinsduresequenzen zusammenhéngen und ins Genom integrieren. Ferner kénnen andere

iiblicherweise verwendete Selektionsverfahren verwendet werden.

Nach Isolierung der vermehrten Zellen wird das von der erfindungsgemédBen
Nukleinsduresequenz codierte und exprimierte Polypeptid aus den Zellen durch iibliche

Verfahren isoliert und aufgereinigt.

Die erfindungsgemiBen Polypeptide konnen zur Herstellung von Glykosiden verwendet werden.
Die zur Herstellung der Glykoside verwendeten Aglykon-Substrate kénnen Alkyl-, Cycloalkyl-,
Cycloalkylalkyl-, Aralkyl- oder Arylalkohole mit 1 bis 26 C-Atomen und 0 bis 10 Heteroatomen
sein, die unverzweigt oder verzweigt, einfach oder mehrfach ungesittigt sein konnen und
Substituenten, z.B. Hydroxy-, Halogen- Amino- oder Nitro-Reste, am Kohlenstoffgeriist
und/oder den Heteroatomen tragen konnen. Bevorzugte Aglykone sind aromatische Alkohole,
z.B. Hydrochinon, Vanillin, p-Nitrophenol, B-Naphthol, Thymol, Methoxyphenol, Resorcin,
Phenol, Hydroxyacetophenon, Niclosamid, Dimethoxymethylhydrochinon, Flavonoide, Flavone,
Catechol, Catechine, Anthocyanidine, Gallussiure und Tannine. Besonders bevorzugt ist
Hydrochinon. Die zur Herstellung der Glykoside verwendeten Kohlenhydrat-Substrate sind
Zucker mit einer Halbacetal-bildenden Carbonylgruppe und mehreren Hydroxygruppen im
Molekiilrest. Bevorzugte Zucker sind Glucose, Fructose, Galactose, Mannose, Lactose und

Maltose. Besonders bevorzugt ist Glucose.
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Ferner konnen fiir die Herstellung von Glykosiden verwendet werden a) Substrate, deren
Toxizitit gegeniiber dem Wirtsorganismus fiir eine in vivo Umsetzung (d.h. direkter Zusatz der
Aglykone zur Kulturbriihe) zu hoch ist, b) Aglykone, die durch den verwendeten
Wirtsorganismus selbst verstoffwechselt wiirden, c) Glykoside, die im Wirtsorganismus

verindert oder abgebaut wiirden, bzw. toxisch wirken.

Die Herstellung von Glykosiden, besonders von Glucosiden, kann sowohl in vivo als auch in
vitro durchgefiihrt werden. Das erfindungsgemifie Polypeptid kann nach Herstellung und
Aufreinigung z.B. in einem ReaktionsgefiB auf ein oder mehrere Aglykone und ein oder mehrere
Zucker einwirken. Andererseits kann der Zelle, die mit einer oder mehreren der
erfindungsgemiBen Nukleinsduresequenzen transformiert wurde, das Aglykon und
gegenbenenfalls der Zucker ins Kulturmedium gegeben werden, so daf§ das Glykosid in der Zelle
hergestellt wird. Bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem das hergestellte Glykosid exkretiert wird,

so daB es aus dem Kulturmedium isoliert werden kann.

Ferner kénnen Glykoside unter Verwendung des erfindungsgemifen Polypeptids in Matrix-

fixietem Zustand in einem "Eintopf-Verfahren" bzw. ‘"one step process" zur
Glykosidherstellung unter Erhalt der Enzymaktivitit in gebundener Form hergestellt werden.
Dabei ist z.B. das erfindungsgemiBe Polypeptid iiber Chelatkomplexe an Metalle z.B. Nickel

gebunden oder aufgrund anderer Bindungsprinzipie an eine Matrix gebunden.

Die erfindungsgemiBen Polypeptide konnen durch Modifikation ihrer Aminosduresequenz
substituiert, deletiert oder addiert sein. Die Modifikation kann durch {iibliche Verfahren
eingefiihrt werden, z.B. durch zielgerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis) oder
evolutives Proteindesign. Die Polypeptide konnen ferner ein veréndertes pH- oder Temperatur-
Optimum oder eine modifizierte Substratspezifitit besitzen. Durch die verdnderte
Substratspezifitit kann die Subtratakzeptanz variieren, so daB neuartige Glykoside hergestellt

werden konnen.

Die mit den erfindungsgemiBen Polypeptiden und/oder dem erfindungsgeméfen Verfahren
hergestellten Glykoside koénnen in kosmetischen oder pharmazeutischen Zubereitungen

verwendet werden.
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Beispiele:
1. Isolierung und Aufreinigung der Glykosyltransferase

Eine Zellsuspension von R. serpentina wurde in 1 1 Erlenmeyer-Kolben auf Linsmaier und
Skoog Medium (Linsmeier E.M., Skoog F., (1965), Organic growth factor requirements of
tabacco tissue cultures. Physiol. Plant 18:100-127) 10 Tage unter kontinuierlichem Lichteinfluf
(600 Lux) und Schiitteln (100 rpm) bei 24 °C kultiviert. Nach Emte der Zellen durch Filtration

wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei —26°C gelagert.

Die Aufreinigungsschritte wurden alle bei 4°C durchgefiihrt. Zu 5,5 kg gefrorenen Zellen von
Rauwolfia serpentina wurden 2,5 1 Puffer A (0,15 M Tris-HCL, 20 mM f3-Mercaptoethanol
(EtSH) pH 7,5) gegeben. Die Mischungs-Aliquots wurden je 1 min homogenisiert (Ultraturax),
dann filtriert (cheese cloth). Die anfallende Losung wurde 30 min bei 10.000 x g zentrifugiert.
Mit dem Protein im Uberstand (7,1 1) wurde eine fraktionierte (NHi),SO;-Féllung durchgefiihrt.
Das bei 30-70 % (NH4),SO, gefillte Protein wurde nach 30 min Zentrifugation bei 10.000 x g
gesammelt und in 500 ml Puffer A geldst und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde zweimal
8 Stunden gegen 10 1 Puffer B (20 mM Tris-HCI, 10 mM EtSH, pH 7,5) dialysiert. Nach 20 min
Zentrifugation bei 10.000 x g und ereutem Lésen des Prazipitdts wurde eine losliche

Proteinfraktion erhalten (750 ml, 7,4 mg/ml).

Die erhaltene Proteinlésung wurde durch Anionenaustauscher-Chromatographie —weiter
aufgereinigt (FluBrate 10 ml/min, fast-flow DEAE-Sepharose Séule 20,3 x 5 cm, Volumen von
400 ml, XK50/30-Siule, Pharmacia), welche mit Puffer B equlibriert wurde. Nach Waschen der
Siule mit einem Saulenvolumen (400 ml) Puffer B und einem S#ulenvolumen 0,03 M KCl in
Puffer B wurde das Enzym mit einem linearen KCl-Gradienten (4 Siulenvolumen, 0,03-0,15 M
KCI), hergestellt aus Puffer B und C (Puffer B mit 1 M KCl) eluiert. Die Enzymaktivitit wurde
bei etwa 0,1 M KCI gemessen. Fraktionen mit Transferaseaktivitit wurden gepoolt und fiir den

néichsten Aufreinigungsschritt durch Zugabe von (NH),SO, auf 250 mM konzentriert.

Die so erhaltene Proteinlosung wurde mit einer FluBrate von 5 ml/min durch eine fast-flow
Phenyl-Sepharose Siule (38 x 2,6 cm, Volumen von 200 ml, XK26/40-Siule, Pharmacia)
gepumpt. Die Saule wurde mit Puffer D (Puffer B mit 250 mM (NH4),SO4) equilibriert. Nach

Waschen der Saule mit einem Saulenvolumen (200 ml) Puffer D wurde das Enzym mit einem



10

15

20

WO 01/07631 PCT/DE00/02514

9
Gradienten von 250 bis 0 mM (NH4),SO4 (aus Puffer D und B) eluiert. Die Fraktionen mit mehr
als 9,86 nkat/mg wurden kombiniert (140 ml) und iiber Nacht gegen 3 | Puffer H (20 mM Tris-
HCI, 10 mM EtSH, pH 7,5, 20% PEG 20.000) dialysiert (Restvolumen 1 ml).

Die aufkonzentrierte Proteinldsung wurde mit Puffer E (10 mM K,;HPO4/KH,PO4, 10 mM EtSH,
pH 7,5) auf ein Volumen von 56 ml verdiinnt und auf eine Macro-Prep™ Ceramic
Hydroxylapatit (BioRad) Saule (1,5 x 1,6 cm, Volumen von 3 ml, XK16/20-S4ule, Pharmacia)
aufgegeben, die zuvor mit Puffer E equilibriert wurde. Nach Waschen der Sdule mit sieben
Saulenvolumen (21 ml) Puffer E wurden die Proteine mit einem Kalium-Phosphat-Puffer-
Gradienten (10 bis 400 mM, 35 Siulenvolumen, 105 ml) aus Puffer E und F (0,4 M
K,HPO4/KH,PO,4, 10 mM EtSH, pH 7,5) eluiert. Drei Fraktionen (15 ml) mit mehr als 4 nkat/mg
wurden kombiniert und iiber Nacht gegen 2 1 Puffer B dialysiert.

Die dialysierte Enzymlésung (55 ml) wurde iiber eine Mono P HR 5/20 Saule (Pharmacia) mit
0,5 ml/min gepumpt, die zuvor mit Puffer B equilibriert wurde. Die Proteine wurden mit 30 ml
Puffer G (Polybuffer 74, 1:20 verdiinnt, 10 mM EtSH, pH 4,0) durch Aufspannen eines linearen
pH-Gradienten von pH 7,5 bis 4,0 fraktioniert. Die Transferase-Aktivitit wurde bei einem pH-

Wert von etwa 5,3 gemessen.

TABELLE 1
Schritt Volumen  Gesamt- Gesamt- Riickge- Spezifische Anreicherung
Protein  Aktivitit  winnung Aktivitat

ml mg nkat Y% nkat/mg  x-fach
Rohextrakt 7100 7650 510 100 0,067 1
(NH4),SO4 750 5520 443 86,6 0,08 1,2
(3070 %)
DEAE-Sepharose 300 340 365 71,6 1,07 16
Phenyl-Sepharose 140 34 120 23,5 3,53 52,7
Cl-4b
Hydroxylapatit 15 2,9 13,8 2,7 4,75 70,1

Mono P 1,5 0,095 2,5 0,5 26,32 390
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2. Klonierung

Gesamt-RNA aus R. serpentina wurde mit der Lithiumchlorid-Methode prépariert. Hierflir
wurde 5 g in Stickstoff schockgefrorenes Gewebe in 15 ml Extraktionspuffer TLE (0,2 M Tris-
HCI, 0,1 M LiCl, 5 mM EDTA, 1 % SDS) homogenisiert und mit 5 ml TLE-equilibriertem
Phenol versetzt. Nach 10 sekiindigem Aufschluf im Ultraturax wurden 5 ml Chloroform
zugesetzt und erneut homogenisiert. Die Losung wurde zur Zelllyse 20 min bei 50°C im
Wasserbad inkubiert und anschlieBend 20 min bei 8.000 x g zentrifugiert. Die obere, wissrige
Phase wurde abgezogen, in ein neues Zentrifugengefd iiberfiihrt und so oft mit TLE-gesittigtem
Phenol und Chloroform (je 5 ml) extrahiert, bis an der Grenzfliche kein Protein mehr ausfiel.
Als abschlieBender Schritt wurde nochmals mit 10 ml Chloroform extrahiert. Die abgetrennte
wiissrige Phase wurde nun mit einem Drittel ihres Volumens (ca. 5 ml) 8 M LiCl versetzt. Die

Fillung der RNA erfolgte iiber Nacht bei 4°C.

Durch 20 min Zentrifugation bei 30.000 x g und 4°C bildete sich ein glasiger Niederschlag, der
mit 1 ml 2 M LiCl-L6sung gewaschen und 5 min bei 8.000 x g und 4°C zentrifugiert wurde. Der
Niederschlag wurde vorsichtig in 600 pl sterilem Wasser geldst, in ein Reaktionsgefdl tiberfiihrt
und abermals mit 200 pl 8 M LiCl-Losung versetzt. Nach zweistiindiger Inkubation bei 4°C
wurde die RNA 20 min bei 15.000 x g und 4°C abzentrifugiert, der Niederschlag mit 2 M LiCl-
Lésung 5 min zentrifugiert, bei 15.000 x g bei 4°C gewaschen und anschliefend in 200 pl

sterilem Wasser geldst.

AnschlieBend wurde eine einstiindige Ethanolfillung bei -80°C nach Zugabe von 20 pl 3 M
NaOAc und 550 pl Ethanol durchgefiihrt. Die nach 15 min Zentrifugieren bei 15.000 x g und
4°C erhaltene RNA wurde in 100 pl sterilem Wasser geldst und der RNA-Gehalt bestimmt.

Einzelstringige ¢cDNA, die in der PCR als Template verwendet werden sollte, lief} sich aus
Gesamt-RNA Priparationen herstellen. Als RNA-abhingige DNA-Polymerase wurde M-MLV

Reverse Transkriptase eingesetzt.

Reaktionsansatz der Reverse-Transkriptase-Reaktion:

RNA (in max. 10 pl Wasser): 10 pg
Oligo dT-Primer 1pl
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5x Puffer 4 ul
DTT (0,1 M) 2l
dNTP’s (2 mM) ’ 2ul

Der Reaktionsansatz wurde fiir 5 min auf 65°C erhitzt und dann auf 37°C abgekiihlt. Erst jetzt
erfolgte die Zugabe von 1 ul Enzymldsung (200 U). Die Reaktion verlief iiber eine Stunde bei
37°C und wurde durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95°C gestoppt. Die c¢DNA wurde

anschliefend zur Amplifizierung eines Teils der Arbutin-Synthase-cDNA verwendet. Als Primer
wurden degenerierte Oligonucleotide von den Peptidfragmenten 7b und 30 abgeleitet und

synthetisiert.
HGT 7b rev:
5°-ATA IGC IAA IGC ATC ATT CTG ATT CTG-3~ (SEQIDNO:3)
G G G G T G T
HGT 30 for
5°-TAC AGI CTI GCI GAA GGI ATA ATG GTIN AA-3° (SEQIDNO:4)
T C T G C

T

Die Bedingungen der PCR waren wie folgt:

dNTP-Mix (2 mM) 1ul
PCR-Puffer (10x) 2 ul
MgCl,-Losung (50 mM) 1l
Primer (200 pmol/pl) jelpul
cDNA 1 pl des RT-Ansatzes
Tag-Polymerase (10 U/ul) 0,2 ul
Wasser ad 20 pl

Das amplifizierte Fragment wurde elektrophoretisch getrennt und aus dem Gel eluiert. Nach
radioaktiver Markierung mit 32p_.ATP (Random Priming, Gibco) wurde das Fragment als Sonde
zum Durchmustern einer cDNA-Bibliothek aus R. serpentina eingesetzt. Die cDNA-Bibliothek
wurde von mRNA einer sechs Tage alten R. serpentina Zellkultur mit dem Lambda ZAP System

der Firma Stratagene hergestellt.
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Positive Klone wurden isoliert und sequenziert. Zur Expression der isolierten Klone in E. coli
wurden zwei Vektoren verwendet. Das Plasmid pSE280 (Invitrogen) diente zur Expression des
Enzyms ohne zusitzliche Aminosduren, der Vektor pQE60 (Qiagen) zur Produktion eines
Fusionsproteins (6xHis-Tag). Zur Klonierung wurde die komplette kodierende Sequenz der

¢DNA iiber PCR amplifiziert. Als Polymerase wurde die Vent-Polymerase (NEB) verwendet.

Klonierung in pSE280: (Ncol und Xhol)
Primer HGTpSErev: 5~ -GACTCTCGAGTTATGTACTGGAARATTTTG-3 " (SEQ ID NO:3)

Primer HGTpSEfor: 5~ - CGAAACCATGGAGCATACACCTCACA-3~ (SEQID NO:6)
Bedingungen: 5 min 94°C; 30 Zyklen 94°C fir 1 min, 55°C fir 1,5 min, 72°C filir 2 min;
abschlieBend 5 min 72°C.

Klonierung in pQE60:( Ncol und BglII)

Primer HGTpQEG60rev: 5~ - CTTCGAGATCTTGTACTGGAAATTTTGTTC-3~ (SEQID NO:7)
Primer HGTpQEG60 for: (wie HGTpSEfor)

Bedingungen: 5 min 94°C; 5 Zyklen 94°C fiir 1 min, 45°C fur 1,5 min, 72°C fiir 2 min; 30
Zyklen 94°C fiir 1 min, 55°C fiir 1,5 min, 72°C fiir 2 min; abschliefend 5 min 72°C.

Die PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und in die
entsprechenden Vektoren ligiert. Transformation erfolgte in TOP 10-Zellen, bei pQE60
zusitzlich in M15 Zellen.

3. Identitiit zu bereits bekannten Glykosyltransferasen

Die Sequenzierung der Glykosyltransferase-cDNA ergab einen offenen Leserahmen von 1410 bp
entsprechend 470 Aminosduren. Das errechnete Molekulargewicht betrigt 51.791,05 Da, der
berechnete pl 5,83.

Identititsvergleiche zu bekannten ~Aminosiuresequenzen —zeigten gegeniiber anderen
Glykosyltransferasen geringe Identitit. Die hochste Ubereinstimmungen betragen 60,435 % zu
einer Glykosyltransferase aus Arabidopsis thaliana. Die Identititsvergleiche wurden mit dem
Similarititsalgorithmus FASTA3_t (W.R. Pearson & D.J. Lipman, PNAS (1988), 85:2444-2448)
(database: swall, Sequenzlinge 470aa) durchgefiihrt. Identische Aminosduren sind sowohl
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gleiche als auch solche mit dhnlichen Eigenschaften.

TABELLE 2

Enzym (Organismus) Peptid (aa) |Identitdt (%)

UTP-GLUCOSE GLUCOSYLTRANSFERASE | 464 60.435
(ARABIDOPSIS THALIANA)
FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE 5 | 474 41.139
(MANIHOT ESCULENTA)
UTP-GLUCOSE  GLUCOSYLTRANSFERASE |467 43.041
LIKE PROTEIN
(ARABIDOPSIS THALIANA)
FOD12.4 PROTEIN. 458 40.830
(ARABIDOPSIS THALIANA)
PUTATIVE UTP-GLUCOSE | 470 41.489
GLUCOSYLTRANSFERASE
(ARABIDOPSIS THALIANA)
PUTATIVE UTP-GLUCOSE | 468 38.248
GLUCOSYLTRANSFERASE.
ARABIDOPSIS THALIANA

FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE 1 [ 452 33.850
(MANTHOT ESCULENTA)
ZEATIN O-GLUCOSYLTRANSFERASE. 463 31.749
(PHASEOLUS LUNATUS) Q9ZSK5
IMMEDIATE-EARLY SALICYLATE-INDUCED | 486 29.630
GLUCOSYLTRANSFERASE
(NICOTIANA TABACUM)

4. Mikrobielle Glykosidsynthese mit rekombinanten E. coli (integrierte Glykosyltransferase-
cDNA).

Topl0 E. coli wurden mit dem Plasmid pSE280 in LB-Amp-Medium (1 1 Erlenmeyerkolben,
Reaktionsvolumen von 200 ml, 40 h), in dem 200 mg/1 Hydrochinon vorlagen, bei verschiedenen
Temperaturen (25°C, 30°C, 37°C) kultiviert. Das Wachstum des Mikroorganismus wurde durch
die Gegenwart von Hydrochinon bei keiner der gewéhlten Temperaturen eingeschrénkt. Ebenso
verhielt es sich beim Upscale in 50 1 Reaktoren mit Sauerstoff-, Riihr- und pH-Wert-Kontrolle,

wo auch weitaus hhere Hydrochinonkonzentrationen von bis zu 10 % (w/w) toleriert wurden.

Die E. coli Zellen TOP10 (pSE280) als auch M15 (pQE60) exkretierten das hergestellte Arbutin
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24 Stunden bis zu 42% und nach 35 Stunden bis zu 51%. Die maximalen Enzymaktivititen

14

betrugen bei E. coli M15 (pQE60) iiber 750 nkat/l.

5. Synthese von Arbutin mittels Matrix-gebundener Arbutin-Synthase

Die in E. coli Zellen M15 (pQE60) produzierte Arbutinsynthase wurde auf einer Ni-NTA
Superflow Siule (Volumen 2 ml) gebunden. Zugabe von Hydrochinon und UDP-Glucose
variabler Konzentration in geeigneten Puffern ergab bei Raumtemperatur (23°C) und einer
applizierten FluBrate von 3 ml/h eine Ausbeute von 100% Arbutin. Inaktiv gewordene Séulen

konnen durch Lagerung in 100 mM TRIS-HCI pH 7,5 und 10 mM Mercaptoethanol bei 4°C tiber

einige Stunden problemlos wieder reaktiviert werden.

6. Substratspezifitit

Die in Beispiel 4 aufgefiihrten rekombinanten E. coli wurden unter den gleichen Bedingungen

wie in Beispiel 4 mit den in Tabelle 3 aufgefiihrten Substraten kultiviert. Die relative Aktivitat

der Arbutin-Synthase fiir die einzelnen Substrate ist in Tabelle 3 gezeigt.

TABELLE 3

Substrat Relative Aktivitdt (%)
Hydrochinon 100

Vanillin 247

p-Nitrophenol 6.7

B-Naphtol 5.4

Thymol 4.6

Methoxyphenol 22

Resorcin 22

Phenol 1.2

7. Messung der Arbutin-Synthase-Aktivitét

PCT/DE00/02514
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Das im Kulturmedium vorhandene Arbutin wurde mittels HPLC nachgewiesen. Die verwendete
Siule war LiChro CART 250-4 mit LiChrospher 60 RP-select B (5 pm) von Merck KGaA. Das
FlieBmittel (Acetonitril : H,O, 2 : 98 (v:v), pH 2,3 mit H;POy eingestellt) wurde isokratisch mit
einer Flufirate von 2 ml/min iiber die Saule gepumpt. Die Retentionszeiten betrugen fiir Arbutin

3,0-3,8 und Hydrochinon 4,0-4,8.
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Patentanspriiche

1. Nukleinsduresequenz gemiB SEQ ID NO:1 oder deren Derivat oder Fragment oder die
Variante der Nukleinsiuresequenz gemiB SEQ ID NO:1 oder ein Derivat oder Fragment der
Variante, codierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Arbutin-Synthase.

2. Nukleinsduresequenz nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsduresequenz der Variante
oder ein Derivat oder Fragment der Variante mit der Nukleinsduresequenz geméd$ SEQ ID NO:1

hybridisiert.
3. Nukleinsiuresequenz nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Nukleinsduresequenz der
Variante oder ein Derivat oder Fragment der Variante mit der Nukleinsduresequenz geméfl SEQ

ID NO:1 unter stringenten Bedingungen hybridisiert.

4. Nukleinsduresequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Nukleinséuresequenz

der Variante aus Rauwolfia serpentina, Ericaceae oder Saxifragaceae stammt.

5. Polypeptid, codiert von der Nukleinsiuresequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4.

6. Polypeptid nach Anspruch 5, wobei das Polypeptid die Aminosauresequenz gemifl SEQ
ID NO:2 oder dessen Derivat oder Fragment umfaft.

7. Polypeptid gemiB Anspruch 6, wobei die Aminosduresequenz des Polypeptids oder
dessen Derivats oder Fragments zur Aminosiuresequenz gemifl SEQ ID NO:2 eine Identitét von
60 % oder mehr, oder von 80 % oder mehr, oder von 90 % oder mehr besitzt.

8. Vektor, umfassend eine Nukleinsauresequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4.

9. Transformierte Zelle, umfassend eine Nukleinsduresequenz nach einem der Anspriiche 1

bis 4 oder umfassend den Vektor nach Anspruch 8.

10.  Zelle nach Anspruch 9, wobei die Zelle ein Mikroorganismus oder eine pflanzliche oder

eine tierische Zelle ist.
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11.  Zelle nach Anspruch 10, wobei der Mikroorganismus ein Bakterium oder eine Hefe, die

pflanzliche Zelle eine Algenzelle und die tierische Zelle eine Insektenzelle ist.

12.  Zelle nach einem der Anspriiche 9 bis 11, wobei die Nukleinsiduresequenz nach einem der

Anspriiche 1 bis 4 stabil ins Genom integriert ist.

13.  Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach einem der Anspriiche 5 bis 7,
umfassend die Schritte:
a) Transformieren einer Zelle mit einer Nukleinsiuresequenz nach einem der
Anspriiche 1 bis 4,
b) Kaultivieren und Vermehren der Zelle aus Schritt a),
c) Isolieren der Zellen aus Schritt b),
d) Isolieren des exprimierten Polypeptids nach einem der Anspriiche 5 bis 7 aus den

Zellen aus Schritt ¢).

14.  Verfahren zur Herstellung von Glykosiden, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Polypeptid

nach einem der Anspriiche 5 bis 7 auf ein oder mehrere alkoholische Substrate und ein oder

mehrere Kohlenhydrate einwirkt.

15.  Verfahren nach Anspruch 14, wobei das alkoholische Substrat ausgewihlt ist aus der
Gruppe umfassend unverzweigte oder verzweigte, einfach oder mehrfach ungesittigte Alkyl-,
Cycloalkyl-, Cycloalkylalkyl-, Aralkyl- oder Arylalkohole mit 1 bis 26 C-Atomen und 0 bis 10
Heteroatomen und gegebenenfalls Substituenten, insbesondere Hydroxy-, Halogen- Amino- oder

Nitro-Reste, an den 1 bis 26 C-Atomen und/oder 0 bis 10 Heteroatomen.

16.  Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, wobei das alkoholische Substrat ein aromatischer
Alkohol ist.

17.  Verfahren nach Anspruch 16, wobei der aromatische Alkohol ausgewdhlt ist aus der
Gruppe umfassend Hydrochinon, Vanillin, p-Nitrophenol, 8-Naphthol, Thymol, Methoxyphenol,
Resorcin, Phenol, Hydroxyacetophenon, Niclosamid, = Dimethoxymethylhydrochinon,

Flavonoide, Flavone, Catechol, Catechine, Anthocyanidine, Gallussdure und Tannine.
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18.  Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17, wobei das Kohlenhydrat ausgewdhit ist

aus der Gruppe umfassend Glucose, Fructose, Galactose, Mannose, Lactose und Maltose.

19.  Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 18, wobei das Polypeptid in vivo oder in
vitro auf das alkoholische Substrat und das Kohlenhydrat einwirkt.

20.  Verwendung des nach dem Verfahren nach Anspruch 14 bis 19 hergestellten Glykosids

in kosmetischen oder pharmazeutischen Zubereitungen.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> Henke

<120>

Verwe

<130> HEN-0

<140> xx
<141> 2000~
<150> DE 19
<151> 1999-
<160> 7

<170> Paten
<210> 1

<211> 1413
<212> DNA

<213>

<400> 1

atggagcata
ctcgttgagt
ccaaccgatg
gtaaactatg
gagacccgta
actctactcg
tttgatgttg
tgcctgtcetce
gacgtcccag
gacccagctc
taccggttag
aaagctttgc
agagcggatt
ccacgtgggt
ttcattgagc

1 KGaaA

ndung

01 PCT

07-27

9 35 140.6
07-27

tIn Ver. 2.

cacctcacat
tcgctaaacg
gacctctccc
ttcttcttce
tttgtctcac
ccaccaccaa
caattgagtt
ttttcttteca
aaccattgca
aggatcgcaa
ctgagggtat
aggaggaaga
caagcagcaa
cggttectgtt
tagctttggg

Neue Glykosyltransferase,

1

Rauvolfia serpentina

tgctatggtg
actcgtcctce
taaagcacag
cccggtaage
catcactcgce
gttagctgct
caaggtctcc
cttgcctaag
gattccagga
aaatgatgcc
catggtcaac
ccagggtaag
ggtcgacgac
tatttctttc

attagagatg

ihre Herstellung und

cccactcecgg
cgtcacaact
aagagttttc
ttcgacgact
tctcteceegt
ctagtggtgg
ccttatatct
cttgatcaaa
tgcataccca
tacaaatgcc
accttcaacg
ccaccegttt
tgtgaatgtt
ggaagcggtg

agcgagcaaa

gaatgggtca
ttggcgtcac
ttgatgctct
tacccgctga
ttgttcggga
atcttttcgg
tctatcctac
tggtgtecctg
ttcacgggaa
tccttcacca
acttggagcc
atccgatcgg
tgaaatggct
gggcagtctc
gattcttgtg

PCT/DE00/02514

tctgatcccce
ttttattatc
tcececgeecggce
tgttaggata
tgccgttaag
caccgatgca
gacggccatg
cgaatataga
ggattttctt
ggccaagdaga
aggaccctta
accactcatc
agatgaccag
ccataatcag

ggttgtccga

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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agcccaaatg
cttgcatatc
tcttgggcgc
tgcgggtgga
ctttatgcag
aggccaaaag
ggcttaatgg
gcggcatcga
tgcaagtggg

<210> 2
<211> 470
<212> PRT
<213> Rauvo
<400> 2
Met Glu His
1

ataaaattgc
tgccagaagg
cgcagactga
actctattct
agcaaaagat
ccggtgaaaa
agggagagga
gggcgctaag

agaacaaaat

1fia

Thr Pro

His

gaatgcaacg
attcttggag
aattcttagc
tgagagtgta
gaacgccgta
tggcttgata
aggaaagaag
tgatgacggt

ttccagtaca

serpentina

Ile Ala

Met

2

tatttcagca
agaaccaadg
catggttcca
gttaatgggg
atgttgacgg
ggccgagtcg
ttccgcagca
tcttecgacaa

taa

Val Pro

10

ttcaaaatca
ggcgttgtct
cgggtggatt
tgccgctaat
agggtcttaa
agatcgccaa
caatgaaaga

aagcactcgc

Thr Pro

Gly

PCT/DE00/02514

gaatgatgct
tttggtccecg
tctaacccac
tgcttggect
agtggccctg
tgccgttaag
cctaaaagat

tgaattggct

Met Gly

15

His Leu

Asn Phe

Ala Gln

50
Leu Leu
65

Glu Thr

Ala

Asp

Val Asp

Ile

Gly

35

Lys

Pro

Arg

vVal

Leu

115

Pro

20

Val

Ser

Pro

Ile

Lys

100

Phe

Leu

Thr

Phe

val

Cys

85

Thr

Gly

Val

Phe

Leu

Ser

70

Leu

Leu

Thr

Glu

Ile

Asp

55

Phe

Thr

Leu

Asp

Phe

Ile

40

Ala

Asp

Ile

Ala

Ala
120

Ala

25

Pro

Leu

Asp

Thr

Thr

105

Phe

Lys

Thr

Pro

Leu

Arg

90

Thr

Asp

Arg

Asp

Ala

Pro

75

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

Gly

60

Ala

Leu

Leu

Ala

Val

Pro

45

Val

Asp

Pro

Ala

Ile
125

Leu

30

Leu

Asn

val

Phe

Ala

110

Glu

Arg

Pro

Tyr

Arg

Val

95

Leu

Phe

His

Lys

Val

Ile

80

Arg

Val

Lys

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413
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Val

Phe

145

Asp

Lys

Cys

val

Glu

225

Arg

Leu

Gly

Glu

Lys

305

Leu

Leu

Ser

130

Phe

val

Asp

Leu

Asn

210

Glu

Ala

Asp

Gly

Met

290

Ile

Ala

Leu

Pro

His

Pro

Phe

Leu

195

Thr

Asp

Asp

Asp

Ala

275

Ser

Ala

Tyr

Val

Tyr

Leu

Glu

Leu

180

His

Phe

Gln

Ser

Gln

260

val

Glu

Asn

Leu

Pro

340

Ile

Pro

Pro

165

Asp

Gln

Asn

Gly

Ser

245

Pro

Ser

Gln

Ala

Pro

325

Ser

Phe

Lys

150

Leu

Pro

Ala

AsSp

Lys

230

Ser

Arg

His

Arg

Thr

310

Glu

Trp

Tyr

135

Leu

Gln

Ala

Lys

Leu

215

Pro

Lys

Gly

Asn

Phe
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