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2. Exocellulasen (EC 3.2.1.91): Diese Enzyme spalten Cellulose nur von déren Ende; wobei sle
die Gelluloseketten kontinuierlich: verklirzen. Durch die Reaktion der Exocellulasen werden
typischerweise Cellobioseginheiten (Disaccharidé), “abér auch Glucose, Celidtriose oder-
Cellutetraose von der Cellulosekette abgespalten..

3. Celiobiase oder beta-Glucosidase (EC 3.2:1.21); Diese Gruppe von Enzymen spaltét die beta-
glycosidische Bindung zwischen den beiden Glicosemolekilen der Cellobiose Und stellt damit:

Die: genannten drei Enzymtypen sind jwellsfur sich aflein in der Lage cellulosische Biomasse:
angreifen, Es ist jedoch davon Bmﬂgﬁﬁeﬁﬁdﬁﬁ sich eine Kﬁmﬁfﬁﬁﬁﬂ“‘-*ﬁef “genannten-
Enzymtypén in hohem MaBe synergistisch verhdlt da sie. unterschiediche natiirliche:
Struktureinheiten der cel!ulosxschen Blomasse angreifen, Insb&ondere ist bei Einsaa einer
Cellobivase 2u- emarten, dass der Abbaii der von den Endo- und Exaaailulasen bereitgesteliten
Celloblosen;, Cellotriosen und weiteren “hiheren Cellaoilq@sacchaﬁden zu Glukosé zu €iner
Gleictigewichtsverschiebung der enzymatisch katalysierten: Reaktionen flihrt und somit eine
effektivere Umsetzung gefbrdert wird:

Cellulose und Hefnicellulose sind Hauptbestandteile von. i i1 | :
damit einen leicht: verfugbaren Rohsteff dar Efne Pmbiemahk bet der Veredelung des Matenals‘
besteht jedoch in der Schwierigkeit seiner Spaltung, beispielsweise zu Glucose; was seiner
exténsiven Nutzung zur Gewinpung von Bioethanol eéntgegensteht, Im Stand der Technik
werden derzeit zur Zersetzung von: Cel lulose zu Glucose aufgeremlgte Enzyme,. die-in der- Regel
aus Pilzkulturen wie Tréhodérna reeseiader €. acetobulyticum (vgl. Shah -etal., App. Biochem.
Blotech. (1991), vol 18729, 99 — 106):iscliert werden miissen, eingesetzt. Die Aufrel inigung der
elnzelner Enzyme und Mischung eines effektiven Enzymcocktails vor Einsatz in der Zersetzung
der ceflulosischen Biomasse stellt dabet im heutigen Stand der Technik. efnen signifikanten
Kostenfaktor dar. Zudem ist-es im Stand der Technik-nicht mbglich, die entsprechenden frelen
Enzyme aus dem ethilterien Produkt 2uriickzugeminrien. Es besteht daher ein Bedarf nach einer
Konfektionierungsform von Cellulasen, die zum-einen einen vereinfachten Herstéllungs- und
Mischungsprozess ermaglicht und zum-anderen eine Rickgewinnung der Enzyme nach deren
Verwendung in einfacher Weise zuldsst.






Ein Ersetzen des matiirlichen Passagiers durch ein rekombinantes Protein flibrt zu. dessen
‘Oberflachentransiokation, ' Hierflir muss. mit' gentechnischen Verfahren ein nicht-natlrlicher
Vordufer konstruiert werden, der aus einem Signaipeptid, dem rekombinanten Passgier, dem B-
Barrel und einer Linkerregion' dazwischen, die fiir efien uneingeschrankten' Zugang zur
Oberfliche erforderlich ist, besteht. Auf diese Weise ist-bereits der AIDA-I-Autctransporter mit
Erfolg fiir eine effiziente Oberflachenprisentation, verschiedener Passagierdoménen verwendet
worden (Herdérson et al., 2004). Bei demn Autodisplay-Systent wuide eine Selbst-Assoziation
von. Untereinheiten an ein aktives Enzym beobachtet, belspielwelse bei dem dimeren Enzym
‘Sorbitol-Dehiyiliogenase (Jose, 2002; Jose und von Schwichow, 2004).

Im Besonderen st die-VAutgﬁisplayaTechne&;gjezein_ Expressionsverfahren fiir bestimmite Proteine
an der Oberfiiche der #uBeren Membran-von E. coli und anderen. gramnegativen Bakterien,
wobei das: Autedispiay—SystEm auf dem natifichén Sekretionsmecharismus  der:
Autotransporterproteine bas4ert (A, Banerjee et al. (2002)) Dabei kann der. Transport des
rekombinanten: Passagierproteins @infach ddrch Einbringen seiner codierendén ‘Sequenz im:
Leseraster zwischen das S}gnalpeptud und die translozierende Doméne des ‘Autodisplay-Vektors
uniter- Verwendung von: tiblichen.gentechnischen Veirfahten,arf@lgen.b Das: Signalpeptid kannvon
einer Untereinheit des Cholera-Toxins gewonnen werden, und es kann mit einem: naicht-
natiirlichen Promotor kombiniert werd‘énf Folglich wird das Passagierprotein, das eine.
Translokation durch. die duBere Membran etfahren soll, als rekombinantes Fusionsprotein mit
einem anderen Protein; Altotransporter genannt, an der uBeren Membran von E. coli
expririert (AIDA-I) (Jose, 2006). Der C-terminale Teil des Autotransporterproteins bildet eine
porenartige Struktur (B-Barrel) innerhalb der &UBeren Membran von E. coll. Diese porenartige:
Struktur-ermdglicht eine Translokation des rekombinanten Passierproteins an die Oberflache der
duferen Mebran von E: coli (Jose, 1995, 2006, 2007).

Das Konzept des Autodisplay-Systems, das zuerst von Jose et al. (1995) beschrieben wurde, ist
seit mehr als:15 Jahren. bekannt. In der Zwischenzeit konme}:gézgggt werden, dass sich. damit
Zellen mit darauf immeblisieren Nitrilasen (vgl. WO 2011/057820) und redoxaktiven Enzymen,
die ihrerseits Redoxfaktoren, insbesondere NAD/NADH baw: 'NADP/NADPH, regenerieren (vgl.
WO 2012/025628) herstelfen lassen, die die gewlinschte Aktivitat zeigter. Dennoch stellt diéf
Obertragung des Autodisplay-systems auf eine neue EnzymKiasse den Fachmann immer roch
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SchlieBlich betrifft ‘die vorliegende Erfindung auch die Verwendung der beschriebenen
Mikroorgariisttien bzw, Membranpraparate. 2ur ‘Herstellung von durch Celluiasekatalyse
herstellbaren ~ Reaktionsprodukten, - sowie: Verfahren zur Herstelling = entsprechender
Mikroorganismen und Membranpréparate.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Nukleinsguremoleki
mitt einer Sequenz zur Expressionsregulation funktionell verbunden. In: einer bevorzugten
Ausfithrungsform verweist der Begriff "Sequeriz zur Expressionsregulation”, wie hier gebralcht,
auf eine: Nukleinséuresequenz; welche die Hohe der Expression eines Nukleinsauremolekills,
vorzugsweise strangabwiaits von der Sequenz zur Expressionsregulation, regulleren kann. Die:
Sequenz zur Expressionsregulation kann beispielsweisé einPromotor sein. Der Fachmanin ist mit:
2ur Expressionsregulation geeigneten: Sequenzen und Verfahren zum funktionelien Verbinden
dieser Sequenzen it elnem Nukleinsiuremolekil vertraut: Im Zusammenhang rit. der
vorliegenden Erfindung sind insbesondere: Expressionsregulationssequenzen bévorzugt, die- fiir
Expressionsregulstoren kodieren, die sich mit Hife der Induktoren Isopropyithioglucopyranosid

In einer bevorzugten Ausfitirungsform’ der vorliegenden Erfindung, ist das Nuklelnsauremolekil
Tell elnes rekornbinanten Plasmids.

Tn iner bevorsugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung verweist der Begrff
“heterolog", wie' hier gebraucht, auf .ein Nukieinsduremolekll, das unter Verwendung
gentechnischer Verfahren konstruiert wurde; beispielsweise durch Zusammenfiigen -einer
Sequenz. zur Expressionsréguiation und elner 2y exprimierénden Sequenz, die normalefweise
nicht dieser Sequenz .zur Expressionsregulation untersteht, oder. durch Verwenden -einer
‘Sequenz, die beziiglich dér urspriinglichen Sequenz eine Punktmutation aufweist. Wenn auch
nur ein Abschnitt eines Konstrukts:als heterolag bezeictinet wird, imipliziert das folgiich, dass das
gesamte Konstrukt heterclog ist, Der Fachmann ist mit gentechnischen Verfahren vertraut. In
einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform - verweist der Begriff "heterolog”, wie -hier
gebraucht, auf ein. Polypeptid codierendes Nukleinsduremolekl, das mit einer Sequenz zur
‘Expressionsregulation zusammengefigt ist, und/oder eine fusionierte: Sequenz, die von einem.
anderen Organismus als die Sequenz zur Expressionsregulation stammt und 2z exprimiefenist.
In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform bedeutet der Begniff “heterolog”, wie hier im
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In eifer bevorzugten Ausfiihrungsform der voiegenden Erindung verwelst: der Begriff
“Transporterdoméne eines Autotransporters!auf eine Doméne, die verwendet werden kann, um
das Expressionsprodukt des Nukleinséuremolekils zu-erhalten, wenn s i Inneren der Zell,
vorzugsweise im bakterielien Zytoplasma, ribosomal synthetisiert und zu der duBeren Membran
der Zelle, vorzugsweise zu.der Seite der duBeren Membran, die der Zellumgebung ausgesetzt
st, transioziert wird. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform bewirkt die
Transporterdomane, dass sich das besagte Expressionsprodukt an def-AuBenfiachie der uBeren:
Membran befindet. In-einer bevorzugten Ausfilfrungsform der vorliegenden Erfindung st die
Transporterdoméne eiries Autotransporters ein Protein, dass sich an der dueren Membran der
Zelle befindet, und dér eine Cellulase codierenide: Abschriftt ist Teil elner Domane; Schieife oder
elnes anderen Teils der Transporterdoméne oder damit fusioniert, so dass die Ceflulase an der
Oberfiiche dej Zelle présentiert wird. I einer weiteren bevorzugter Ausfuhrungsform der
vorliegenden Erfindung st die Transporterdoméne. einés Autotransporters ein Protein elnes
Systems, das verwendet werden Kann, um Polypeptide an der Oberfliche einer Zelle zu
présentieren,

In einer: bevorzugten Ausflhrungsform 'sind Varianten von Aminosduren .oder
Nukteinsauresequenzen, auf-die in der vorliegenden Anmeldung explizit, belspielsweise durch
den Namen oder die Hmteﬁegungsnumme' oder gar durch den Begriff “Variante von", oder
implizit verwiesen wird, beispielswéise durch' eine Beschreibung der Funktion, im Rahmen der
vorliegenden: Erfindung, In:einer bevorzugten: Ausfihrungsform umfasst der'-Begriff "Variante”,

wie hief gebraucht; Aminosaure- baw. Nuklgmsauresequem,;dmzu 60, 70;,-_?5;5380;;85; 90.92,
94, 95, 96, 97, 98 oder 99 % mit der als Referenz dienenden Amirosdire identisch sind und
unter vergleichbaren Bedingungen: eine 3hnliche Cellulase-Aktivitst aufweisen. In eifier
bevoizigten Ausfihrungsform umfasst der Begriff "Variante” im Hinblick auf eine
Amincsiurésequeénz.  solche  Aminosduresequenzen,  die  eifen  konservativen
Aminosiureaustausch oder mehrere konservative Aminosdurenaustausche - in Beziig auf die
Réferenzsequenz aufweiseri, In -einer bevorzugten Ausfiibrungsform umfassen. die Begriffe
"Varianten" -einer Aminosduresequenz oder Nukleinsiureséquenz aktive Abschnitte und/oder
Fragmente der Aminosduresequenz baw: Nukleinsduresequenz. In elner bevorzugten
.Ausmhmngsférm-“ver‘we‘i‘sf der Begﬁfr akaver A‘bS’Gfmitt" Wié hier- gebra‘ﬁt:ﬁt auf eine

.....







Vorzugsweise ist die Cellulase mit einer Transporterdomiine eines-Autotransporters fusioniert:

Die Transporterdoméne des Autotransporters gemaB .der Erfindung kann ‘eine beliebige.
Transporterdomane eines Autotransporters: sein und ist vorzugsweise imstande, eine B-Barrel-
Struktur zu bilden, Eine ausflibrliche Beschreibung von 8-Barrel-Strukturen und- bevorzugte
Belspiele fir B-Barrel-Autotransporter sind in. WO 97/35022 offenbart und duich die
Bezughahime Bestandteil der varliegenden: Beschreibung. Henderson et al. (2004) beschrelben
Aumtaﬂsmrtemroteme mit geeignetm Autotransporterdomanén (éine Zusammenfassung kann'
der Tgbe!le 1 von Henderson et -al, 2004, entnommen werden). Die Bffenbarung von
Henderson et:al. (2004) ist duich die Bezugnahmie Bestandtell der vorliegenden Besthreibung.
Belspielsweise kanin die Transporterdomané des Autotransporters ausgewahit werden aus: Ssp
(P09489, S. marcescens), Ssphl (BAA334SS, S. marcescens), Ssp-h2 (BAAL1383, S.
marcescens), PspA (BAAIGA66, P. fluorescens), PspB (BAA36467, P. fluorescens), Ssal
(AAABO490, P. haemoalytica), ‘SphBL (CAC44081, B. pertuss;s}, Asph/NalP (AAN71715, N.

theningitidis), VacA (ww H. pylori}, AIDA-I (Q03155, E coli),. TcsA {A%2654? S ﬂexners),
MisL (AAD16954, S. enterica), TibA (AAD41751, E. coli), Ag43 (P39180, E. coll), ShdA

(AAD25110, S. enterica), ‘AutA- (CAB89117, N. meningltidis), Tsh (154632, E: coli), SepA
(CACOST86, S. flexviri), ESpC (AAC44731, E. coll, EspP (CAAG6144, E. col), Pet (AAC26634, E.
coli), Pic (AAD23953, E. coll), Sigh (AAF67320; S. flexnefl), ‘Sat (AAG30168, E. cofi), Vat
A(AM}Z?;S; E. cofi), EpeAf»(.iAAuaaz-if E. coli), EatA (AAO17297, E coli), Espl (CAC39286, E.
cofi), EaaA (AAF63237, E. coll}, EaaC (AAF63038, E. coll); Pertactin (P14283, B.. sertussis), BrkA
(AAA51646, B. pertussis), Tef (AAQB2668, B: pertussis), VagB (AAC31247, 8. pertussis), PmpD.
(084818, C. trachomatis), Pmp20 (Q9Z812, C. pneumoniae), Pmp21 (Q9Z6US, C. preumoniae),
IgA1 protease (NP_283693; N. meningitidis), App (CAC14670, N. meningitidis), IgAL protease
(P45386, H. influenzae); ﬁép‘ (P45387, H. influenzae), rOmpA (P15921;:R. rickettsiij, rOmpB
(Q53047, R. rickettsi), AGeE (AAC3B796, S. ‘enterica), EStA (AAB61674, P. aeruginosa), Lip-1
(P40601, X. luminescens); McaP (AAPS7134, M. catarrhalis), BabA (AAC380831, H. pylori), SabA
(AADO6240, H. pylori), AlpA (CABO5386, H. pylori), Aae (AAP21063, A. actinomyceter-
comitans); NanB (AAG35309; P. haemolytica) und Varianten dieser Autotransporter: Firjedes
der beispielhaften Autotransporterproteine sind in Klammern BeiSpiele fir geeignete Genbank-
Hinterlegungsnuminern und Spedies angegeben, von denen der Autotransporter erfialten
werden kann. T Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die Transporterdomane des
‘Autotransporters vorzugsweise ausgewahit aus der Gruppe, umfassend Ssp, Ssp-hi, Ssp-h2,
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Zelle. In einer -weiteren bevarzqg;en Ausflhrungsform ist der Mikmorfganismus oder die
Wirtszelle eifie eukaryotische Zelle oder eine Spore eines Prokaryoten.

Eine Bakterienzelle umfasst eine Reihe von Kompartimenten, die durch hydrophobe Membranen

vonelnander getrennt sind. Eine gramipositive Bakterienzelle weist ¢ine Plasmameinbran auf, die

das Zytosol, das Innere der Zelle, begrenzt Die Plasmamembran ist von einer
Peptidoglykanschicht. umgeben. Gramnegative Bakterien hingegen besitzen ausaitaich zu der
Plasmamembran eine weltere Menibran, die als duBere:Membiran bezeichnet wird. Der Begtiff
"Oberfisiche”, wie hier gebraucht, verweist vorzugsweise auf eine Schicht des Mikroorganismus,

die der Umgebung -ausgesétzt ist, wobei ‘die Umgeburig beispielsweise das filissige

Kutturmedium ist, das zum ZUchten dés Mikroorganismus von Interesse verwendet: wird, In

elner ganz besonders bevorzugten Ausfiibrungsform wird ein Polypeptid gemaB der

voriiegehden Erfindung an- der AuBenseite dér ZuBeren Membran ‘einer gramisegativen

Bakterienzelle exprimiert 1In einer bevarzugten Ausfuhmngsfbm wird ein Polypeptid geman deér

variiegendeﬂ Erﬂndung an der Innjf;‘“’} der éuﬁeren Membran emer gramnegaﬁven
~erﬁndungsgemaﬂe Polypept»d an der AuBansate eines Spharaplasﬁen expr?mia’t wmbm es such

um-eine gramnegative Bakterienzelle. handeu:, bei dérdie duBere Membran worden entfemt ist.

Der Fachmann ist mit Verfahren vertraut, dié verwendet werden konnen; um Sphéroplasten

herzustellen. In .einer weiteren bevorzugten Ausfilbrungsform wird das: erfindungsgemiifie
Polypeptid ander AuBenseite einer grampositiven Bakterienzelle exprimiert. So, wie die Begriffe

*an der Oberfidiche prisentiert” und “an der Obérflédche exprimiert” hier gebraucht werden; sind

sie synonym.

Gem#B einem weiteren Aspekt wird die Aufgabe der vorliegenden: Erfindung durch: éine
Membrarifraktion gelost, die aus dem Mikroorganismus gemaB dem vorstehenden Aspekt der
vorliegenden Erfindung gewonnen werden kann.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst die Membranfraktion.
oder das Membranpraparat, wobei- die beiden Begriffe:austauschbar gebrauicht werden, éing
Celiuiase gemaB dem ersten Aspekt der Erfindung, vorzugsweise in einem Katalytisch aktiven
Zustand. Die Begriffe "Membranfraktion" und "Membranpféparat’, wie hier gébraucht,
verweisen vorzugsweise ‘auf ein -Produkt, das sich in Membranbestandteilen apreichert,
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Das--erfindungsgemaBe Verfahren ldsst sich besonders vortellhaft ‘ausgestalten, indem das
Produkt’ der durch die Cellulase’ Katalysierten Reaktion ein‘Mono-, Di- oder Oligosaccharid ist,
eine Cellulosequelle ist. Die Begriffe "Polysaccharidquelle bzw. "Cellulosequelle” sind so:
aufzufassen, dass. die Materialien Polysaccharide bzw. Cellulose, vorZugsweise als
Hauptbestandteil; enthalten, aber nicht notwendigerwéise ausschlieBlich daraus bestehen.
Handeit es sich bei der Cellulosequefle um Ceflulose, so kinnen als resultierende Produkte-
abhangig von der eingesetzten Cellulase, Glucose, Cellobiose bzw. auf Glucose basieteﬂée,-
f)ii‘gasaccharidegewmmeﬁ werden,

Weitertiin lasst sich das erfindungsgem&Be: Verfahren dadurch vorteilhaft weitér ausgestaiten,
dass es-einenSchritt-(iii) des Zurlickgewinnens des in-Schritt (i} verwendeten Mikroorganismus.
umfasst. Das Zuriickgewinnen; kanm beispielsweise durch. Abzentrifugieren der Zelien von der
Reaktionsmischung erfoigen:

Im Rahmen. der vorfiegenden Effindung hat es sich gezeigt, dass'der Schritt (i) vorzugsweise in.
«einem. pH-Bereich von 4,5 bis 6,5, besonders bevorzugt in einem Bereich von 5,5 bis 6,5,
durchgefiihrt werden ‘sollte. Fir entsprechende pH-Werte weisen Cellulasen thre hichste
Aktivitat.auf. Weiterhin hat es sich als-zweckmiBig herausgestallt; die Temperatur wihrend des
Schritts-(fi) im Bereich von 30 bis 80°C, vorzugsweise im Bereich von 50 'bis 65°C, zu wahien, da-
die Cellulasen in-diesem Temperaturbereich die hdchsten Aktivitsten aufweisen.

‘Werden im vorstehend geschilderten Verfahren Cellulasen, die- nicht Glucose als Endprodukt
produzieren; eingesetzt; so-kann es:zweckmaBig sein, die entstehieniden Produkte in Glucose zu
{berfihren, da bei Anwesenheit groBerer Mengen an Cellobiose die AKtwvitit von Efizyme
beeintrachtigt werden kann. Im.Rahmen der vorliegenden Erfindung ist -die Zugabe von

diesen Glucosidasen handett-es-sich zweckméBig nicht um an Mikroorganismen- gebundene.
‘Enzyme, besonders bevorzugt handélt es sich um beta-Glucosidase aus Mandel.

Als. Polysaccharidquelle kisnnen jegliche Palys}_a;;,h.ar/ifié- eingesetzt- werden, die von-Cellulasen
abgebaut werden. Im Rahmen der vorliegender Erfindung hat es sich jedoch als besonders.
aweckmaBig herausgestellt, wenn als Polysaccharidquelie eie Cellulosequelle eingesetzt wird.
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‘Bei der Cellulosequefie Kahn: ¢s:sich- entweder-um aufgereinigts
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vorzugsweise eine PeptldsequszEQ IB No:4. D‘n?ebetafélucpsidase umnfasst ‘vorzugsweise
unabhangig davon eine Peptidsequenz SEQ ID No:6.

Ein welterer Aspekt .der voriiegenden Erfindung betrifft @ie- Verwendung von Mikroorganismen,
wie sié vorstehend beschrieben sind, oder Membranfraktionen, wie sie ébenfalis. vorstehend
beschrieben sind, zur Herstellung eines Produkts einer Reaktien, die durch eine Cellulase’
katalysiert wird.: In &iner. besonders bevorzugten Ausfihrungsforry handelt ‘s sich bei dem
Produkt um ein Abbauprodukt von Cellulose, Insbesondére um Glucose und/adar Cellobiose.

In eirier weiteren bevorzugten Ausfiihiungsform wird die Aufgabe der vorliegenden Erfindurig
durch ein Verfahren zur Herstellung eines Mikroorganismus geldst, der-auf seiner Oberfliche
eirie Cellulase prasentiert, und das die Schritte:

(a) Einbringen der eines: wie vorstehend beschriebenen Nukleinsauremolekiils, dass emne
operativ an dasNuklemsaurenmiekuB gebundene Expressionskontrolisequeniz enthdlt, in einen
Mikroorganismus, und optional

(b) Inkontektbringen des Mikroorganismus mit einer die Expressionskontrollsequenz
aktivierenden Substanz, umfasst.

Ebenso wird die Aufgabe der vorliegenden Erfindung durch eifi Vérfahren zur Herstellung -gines
Membranpraparats gelest, dass neben den vorstehend beschriebenen Schritt (a) und (b) einen
daran angeschlossenen- Schritt ‘des ‘Gewinnens des Mermbranprdparats aus' dem
Mikroorganismus-umfasst. Die fiir diesen Schiritt-erforderlichen MaBnahmen entsprechen den im
Vorstehenden geschilderten.

1n einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird die Aufgabe dervnﬁbmenden Erfindung:
durch eirie Zusamimensetzing gelost, die eine oder miehrere der- vorstehend beschriebenen
Mikroorganismen, die- Cellulasen auf ihrer Oberfldche présentieren baw. eih enitsprechendes
Membranpriparat, enthalt.

Vorfiegende Erfindung wird dariiber hinaus veranschaulicht durch die folgendén Figuren, die
nicht ‘einschiinkend zu verstehender Beispiele, deren weitere Merkmale, Ausfilhrungsformen,
Gesichtspunkte und Vorteile der Erfindung éntnommen werden kbnnei.
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ProteingriBenstandard; WT: Wirtsstamm; PK: Proteinase K. Der Verdau ganzer Zellen mit PK
fand var der AuBermembranprotein-Isalierung statt.

ngr 7: Spektrum von: p-Nltrophenela’t unter CeIKoBedingungem 5 mM p-Nitrophenol wurde in
itratpuffer (pH 6) nach 10-mindtiger Inkubation bei 60°C und anschlieBender Alkalisierung
phobometrisch vermessen,

Figur B: CelK Aktivitdt induzierbar (pBAD) versus konstitutiv (pIM).. Die Zellen wurden mit p-
'Niﬁ'qphenoléceﬂobiasid 3 min bei 60°C und pH 6 inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine
Alkalisierung. mit' Natriumcarbonat. Das entstandene p-Nitrophenolat wurde bel 400 nmm
detektiert, Blank: Puffer + Substrat (chhe Zellen). WT: Wirtsstamm (ohne Plasid).

Figur 9: Nonsense Kontrolle (NK) fiir die CelK-Aktivitat, Die Zellen wurden mit p-Nitrophenol-
Celiobiosid versetzt, bei-60°C und pH 6 inkublert. Das gebildete p-Nitrophendlat wurde rach 1,
2, 3 und 4 min bei400 nm detektiert: Eine: Alkalisierung-erfolgte. zuvor miit Natriumcarbonat,
WT: Wirtsstamimi. Abgebildet sind MW+ SD; n = 2,

Figur 10: Vergleich der Expression des Celi-Fusionsproteins: und: des Fusionsproteins der
Nonsense-Kontrolle (NK) auf-£ coli BL21. AuBenmembranproteine wurden mittels differentieller
Zellfraktionierung- isoliert, durch SDS-PAGE (10% Acrylamid)- aufgetrennit- und mit Coomassie
Briliant Blue gefarbt. M: PrateingioBenstandard; WT: Wirtsstamm,

Figur 11: Lagerstabilitiit des Celk-Stamms. Die Zellen wurden 8 Tage. bei 4°C gelagert-und
anschlieBend die CelK-Aktivitat bel 60°C und pH 6 tiber die Zunahme des’éntstehenden. p-Nitro-
phenolats bei 400 nm bestimmt. WT: Wirtsstamm; NK: Nonsense-Kontrofle. Abgebildet sind MW
+£50; n=3,

Figur 12; Nachweis der Oberflachenstindigkeit des CelK-Fusionsproteins auf £ cofi-BL21. Die
AuBenmembianproteine wurden “mittels differentieller Zellfraktionierung: isoliert, durch SDS-
PAGE (10% Acrylamid) aufgetrennt und mit Coomassie Briliant Blue gefarbt, M:
ProteingroBenstandard; WT: Wirtsstamm; PK: Proteinase K. Der-Verdau ganzer Zellen mit PK
fand vor der AuBenmembranprotéin-Isolierung statt.
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fand vor der AuBenmembranproteir-Isofierung statt.

Figur 17: Celk-AR 5 und pH 6.Die EelkCAkiivitst worde bei 60°
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Assay bei 540 nm detektiert. Blank-Zellen (82): nur Zellen {ohne CMC); Blank-Substrat (BS): nur
CMC + Puffer (ohne Zellen). Abgebildet sind MW + SD; n = 3.

Figur 19: Avicelase-Aktivitat des Gelk-Stamms in An-und Abwesenhet einer beta-Gliicosidase.
Der Celk-Stamm wurde In An-u Abwesénfieit einer beta-Glucosidase (+/-) aus Mandel mit 1 %
Avicel versetzt und bet 60°Cund pH 6 inkubiert. Nach unterschiediichen Zeitpirikten wurden die
gebildeten reduzierenden Zucker mittels DNS-Assay bei 540 nm detektiert. Als Kontrofle diente
der Wirtsstamm £ coff BL21. A: Absorptionswerte bef 540 nm. Bia;nxg@@ (BZ): nur Zellen

gebildete red. Zucker in mg Glucose/ml. Abgebildet sind MW +/SD; n.= 3.

Figur 20: Fitter Paper (FP) - Aktivitat der Autodisplay-Cellulasen im Mikrotiterplatten-Mafstab.
Die Celluliisen wurden in verschiedenen Verhaltnissen mit einem FP-pisittchen (2,4 mg) bei 60°C
inkubiert. Ansitze ohne' BgiA ‘enthielten’ 0,5 U/mi beta-Glucosidase’ aus Mandel. Nach
unterschiedlichen: Inkubationszeiten wurden die geblldeten reduzierenden Zucker mittels DNS--
Assay bei'540 nindetektiert. A: Absorptionswerte bei 540 nin. WT: Wirtsstamen ; Blank-Substrat
(BS):-FP + Puffer (ohne:Zellen). Bt Durch.dié Cellulasen gebildete vd; Zuckef Tn mg Glucose/m,
Abgebildet sind MW & SD; 0= 2.

Figur 21: Filter Paper (FP) - Aktivitst der Autodisplay-Cellulasen: Mikrotiterplatten-MaBstab vs.
Standard. Die Cellulasen wurden 2u gleichen Tellen vermischt und entweder mit einem 2,4 mg
Filterpapier-Platichen (Mikro) oder mit einem 50 mg- Filterpapier-Streifen (Standard) fiic 3 Tage
bei. 60°C inkubiert. Diegetiﬁdeten reduzierenden Zucker wurden mittels DNS-Assay bei 540 nm
detektiert, A: Absorptionswierte bél 540 nm. WT: Wirtsstami; Blank-Substrat (BS): FP + Puffer
(ohnie Zellen). B: Durch die Cellulasen gebildete-red. Zucker in mg Glucose/ml. Abgebiidet sind
MW £ SD; h'= 2, |

Figur 22: Pappel-Abbau durch Autodisplay-Cellulasen. Die Gellulasen wurden zu gleichen Teilen

vermischt und mit 4% Pappel fiir-88 h bei 60°C inkubiert. Die gebildeten reduzierenden Zucker
wurden mittels DNS-ASsay bei 540'rit detektlert. Abgebildet sind MW SD; iv= 2.

Beispiele



21

4



induzierbaren (pBAD-Derivate) und kenstitutiven Plasmide (pIM-Derivate) wurde E. cof BL21 (B,
P~ dom, ompT; fon, hsdS (rB- mB-) gal ) verwendet. Die erzeugten £ cofi Stamme sind
ebenfalls in Tabelle 1 aufgelistet.

Die Expression der Cellulase-Fusionsproteine. wurde entweder durch Zugabe von IPTG oder
mit L-Arabinose induziert Tm Falle def konstitutiven Expression ist kéine Zigabe eines
Induktors notwendig. Die: Expressionsbedingungen der geherierten Cellulase-Stamme: (vgl,
Tabelle 1).sind in Tabelle 2 aufgéfuhm;[i)ie Zugabe VOHIPTGbm L-Arabincse erfe!gtz,soba!d
die Hauptkuttir eine ODsy von 0,5 - 0,6 eiteicht hat.

Tabelle 2: |

[Stamm T | Expression des Cellulase-Fusionsproteins.

[ £ call BL2I(DES)pET-AT-Derivate: | Tnduktion mit 1.mM IPGT fr 1 bei: 30 °C

[ ol BLZ1pBAD-AT-Derivate | Induktion mit 0,2 % L-Arabincee ff 4 h bel 37 °C
E col BLE1GIN-AT-Defivate | 24 h Kultvierung bel 37 °C {konstitutive Expression) |

Um einen eventuellen Einfluss von periplasmatisch ausgebildeten Disulfidbriicken auf den
Ceflulase-Transport auszuschilieBen, wurden die Zellen mit 10 mM B-Mefcaptoethanol (ME)
kultiviert: Als Vergleich-dienten Zellen,die ohne ME kultiviert wurden.

Beispiel 1: Endocellulase CelSA
Die Cel5A-Stimme (E. colf. BL2I(DEZ)pET-AT-CelSA: und £ colf BLZAPIM-AT-Cel5A) wurden

géman Tabelle 2 ohne und mit ME angezogen und eritweder flir eirien Aktivititstést oder fiir
eine Isalierung der AuBenmembranproteine vorbereitet.

Die Aktivitat der Encocellulase wurde mit Hilfe' des CMC-Platten Assays nachigewiesen.
Dabei werden Agar-Platten, bestehend aus Assay-Puffer und Substrat: (Carboxymethyl-
cellulose), hergestelit. ‘Auf die Platten werden jewells 10 yl Zellen (OD;520) ‘aufgetropft und-
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Um zu gewdhrleisten, dass' die Anzahl der B-barrel Molekille: des CelSA-Stamms und der
Nonisefise Kontiolle vergleichbar ist, wurden von den getesteten Zellen noch die Proteine der
AuBenmembran isollert und: mittels SOS-PAGE aufgetrennt. Die £ colf AuBenmesmbianproteine
OmpF (37 kDa).und OmpA (35 kDa) dienen dabei-als. Markerproteine fiir die AuBeamembran-
fraktion. Das. Ergebnis 5t in Figur 5 dargestelit. Nach-der -Induktion it IPTG kﬂﬂnten
vergleichbar starke Banden fir das CelSA-Fusionsprotein und das Fusionsprotéin. der Nonisense-
Kontrofle nachgeiviesen werden, weiche gut mit den errechneten MW von-ca. 102 kDa bzw. 96
kDa ibereinstimmen, Bei dem nicht induzierten CelSA-Stamm konnte: keine Bande filr das.
CelSA-Fusionsprotein nachgewlesen werden. Ebenso zeigte der Wirt erwartungsgemaB keine
‘Bande filr das CelSA-Fusionsprotein und die Nonsense-Kortrolle.

Es konnte demnach gezeigt werden; dass es sich bei dem CMC-Abbau:durch den Cel5A-Stamm
um-eing spezifische Cellulase-Reaktion’ handeit.

Um zu testen, ob der Cel5A-Stamm . bei 4°C gelagert werden kann, wurde die Aktivitit der
Zellen aus Versiich 3.2 nach 10 Tagen Lagerung bestimmt. Aus‘dem Test wurde ersichitlich,
dass der gelagerte CelSA-Stamm keinen Aktivititsverfust in diesem Zeitraum aufwéist. Der
CMC-Abbau Tst mit frischen Zellen vergleichbar. Der Wirt und die Nonsense-Kortrolle zeigten
keinen EMC-Abbau.

Der Versuch zelgte; dass es moglich st, den ClSA-Stamm fir mindestens'10 Tage bei 4°C
ohne Aktivitatsveriust zu lagem.

Die ‘erfolgreiche Expression des Cel5A-Fusionsproteins konnte Im  Vorstehenden gezeigt
werden. Der Nachwels des Fusionsproteins in der AuBenmembran: bletet jedoch noch keinen
Aufschluss {ber deren Orientiertng. Die- Enzyme kbnnen, wie erwiinscht zum
Extrazellularraurm odet-aber 2um Periplasma hin orientiert voriiegen. Durch die. Inkubation
der intakten Bakterienzellen mit Protéinase K und anschlieBénder Praparation der
bakteriellen "AuBenmembranproteine. ist ‘es moglich, die Oberfidchenstindigkelt eines
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Natrium-Citrat-Puffer pH 6 angesetzt und- bei 60°C inkubiert. Da die' Gelbfirbung. des p-
Nimpheﬂu!ais am. sﬁrksten im Alkalischen ausgeprégt Ist, wurde die Probe noch mit
Natrimcarbonat  alkafisiert und dann In der Mikroﬁtemtatte photometrisch’ vermessen,
Figur 7 zelgt, dass unter Celxﬁaedm«gungen -elne p-Nitrophenofat:Méssung bel ca. 360-
450 nm moglich ist. Angelehnt an-die Literatur wurde eine Absomansmessuﬁg bei 400 nm
fiir den nachfolgenden CelK-Assay festgelegt.

Um die Aktivitit der” Celk-Stmme 7 bestimmen, wurde eine Standardkurve' mit p-Nitro-
phenolat angefertigt (0 mM - 1 mM). Dabei wurden die p-Nitrophénolat-Proben
entsprechend dgn,.celi(meb‘e;n'-ft\:ehanddt und unverdﬁmt;-bzw;lzzlverdﬁnﬂt'vermessen

CelK - AKtivitat: konstitut

orver gezelgt; dass der induzierbare CelK-Stamm, verglichen mit dem
konstttt.stiven Ce!K~Sbamm ame haheré Aktivitat aufweist, Um einen . genaua; Verhaltnis. zu
bestimmen, wurden die. Akhvit&tm i direkten Vergleich ermittelt. Das: Ergebms ist.in Figur 8
dargestelit. Fir defi- induzlerbaren CelK-Stamm. konnte anhand einer Standard-Kurve eine
Aktwstajtvvvq;}:Z:lDfmU)‘DDs;glfm ennltte!t werden. Fiir den konstitutiven GelK-Stamm konnte bei
der eingesetzten ODys1 nach’3 min bl 60°C kel Umsatz bieobachtet werden: Daher wurde der
konstitiitive CelK-Stamm (ODs51) fiir-30'min bei 60°C inkubiert. Nun konnte eine Absorption bei’
400 am von 0,25 bestimmt werden, was einer Aktivitat von 2,2 mU/ ODss1/mi entspricht. Der
induzierbare CelK-Stamim &t damit ca. 100-fach aktiver verglichen mit dem konstitutiven Celk-
Stamm. Die weiteren Versuche wurden daher mit dem induzierbaren CelK-Stamm (Kultivierung
ohne Mercaptoethanol) fortgesetat.

CelK-Aktivitat: Nonsense-Kontrolle

Entsprechend  der 'Endbeéuu‘;ase‘ solte auch fiir die Exocellulase -eine Nonsense-
Kontrofle auf Aktivitat gete stet- werden, Aus Abbildung 12 wurde- ersichtlich; dass: die 0Dy
des CelK-Stamms: im Ansatz < 1 seéin Soll. In dein folgenden Versuch wurde ODs0,5
ausgetestet. Da~d;e,peNIt_mphenaEat-’Bﬂdur:gv nach ca. 3 min schon:sehr "Ethepfégt war (vgl.
Figur 8), wurde in dteSEm Versuch -gine Zeitrethe von 0 - 4 min ausgewah!t Dazit
wurden der CélK-Stamm, die Nonsense-Kontrolle. sowie” der Wirtsstamm miit: p-Nitropheriol-
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Die -erfolgreiche Expression des CelK-Fusionsproteins konnte in' Figur 10 bereits. ‘gezeigt
werden: Um die Orlentierung des Enzyms nach auBen 2u bestitigen wurde der CelK-Stamm
mit Proteinase K. behandelt und anschiieBend die Auﬁénmembfanpmteine isohert OmpF
und OmpA wurden als Nachweis fir die Unversehrthelt der “Zellen nach Protease
Behandlung herangezogen.

Der CelK-Stamm wurde nach der Induktion: der CelK-Expression mit Proteinase K inkubiett.
Als Vergleich- dieriten indizierte Zeﬂen, die nicht mit: der Protease behandeit wurden. Der
E. colf- Wirtsstamm sowie der ‘nicht induzierte CelK-Stamim- wurden: als” Kontrollen eéingesetzt.
In Figur 12 ist die bereits gezeigte starke Expression des CelK-Fusionsprotel

teins: nach
‘Arabinose-Induktion bei ca. 139 kDa zu erkenrien. ErwartungsgemaB konnte weder im £ col
Wirtsstamm noch Im nicht induzieften CelK-Stamm eine -Expression Bél ¢a: 139 kDa
nachgewiesen werden. Aufgrynd ‘der starken CelK-Expression st -ein volistindiger
proteclytischef Abbau des CelK-Fusionsproteins. schwierig. Die CelK-Bande ist 2war
volistindig verschwunden, aber die OmpA-Bande ist im Vergleich zum Wirtsstamim' auch
etwas schwacher. Nichtsdestotrotz spricht dies eindeutig filr eine Orientierung, des Enzyms nach
auBen.

Beispiel 3: beta-Glucosidase BglA

BylA-Expression und -Aktivitat; |

Die Expression des Fus«onspm‘tems erfolgte im Falle des konstitutiven Systems fir 24 h bei
37°C. Die Induktion der- Expression im pEl'-System wurde mittels: emstundtger Inkubation der

Zellen mit 1 mM 1PTG: bei 30°C erzielt, nachdém sie eine ODs5g von 0,6 erreicht hatten, Eine

Zugabe von 10 mM B-Mercaptoethanol wihrend der Kultiviening ist nicht niitig; da die BglA-
‘Amilnosduresegquenz nur ein Cystein enthdlt und Somit’ keine Disuffidbriicken " im Periplasma
ausgebildet werden konnen; dié den Transport beeinflussen konnten.

Nachdern die bel den BglA-Stamime (induziert und konstitutiv) generiert wurden, salite die

* Expression des BglA:Fusionsproteins in der AuBenmembran von £, col iiberprift werden. Dazy. -

28



R



wurde nicht ausgetestet: Sowoh! der Blank als auch der Wirtsstamm. ze‘igteﬂ keine Umnset ung
des Substrats. Wie bereits bei den anderan beiden Cellulasen konnte mit dem induzierbaren-
Expressiorissystent eine bessere Aktivitat erreicht werden,

BatA-Aktivitit: Noitsarise-Kontrolle

Nachdem gezeigt werden konnte, dass: der induzierbare: BglA-Stamm aktiv ist, soflte noch
elne Zeitrelhe aufgerommen werden, um die AKHVSt besser bestimmen 2u kdrien.
Gleichzeiti wurde atich, entsprechend den anderen belden Celiufasen, eine sogenannte:
Norisense-Kontrolle getestet. Dabel handeft sich um-einen £ coli-Stamm, der einen anderen
Passagier an der Oberflache présenitiert, der nicht in der Lage ist, das Substrat umzusetzen.
Ausgewdhit wurde der CelK-Stamm. Es handelt sich zwar um-eine Cellulase, aber CelK kann
pNitropheriol-Glucopyraniosid. nicht urmsetzedi. Um: dié’ BglA-AKEVItat: bestimmen zu kénnen,
wurde zuerst eine: pNitrophenol-Standardkufve aufgenbmmen. AnschiiéBend wurden der BglA-
Stamm, die. Nonsense-Kontrolle (CelK-Stamm) sowie der Wirtsstamm mit p-Nitrophenol-
Glucopyranosid versetzt und nach verschiedénen Inkubationszeiter: bel 60°C das’gebildete p-
Nitrophenolat bei 400 nm gemessen; In Figur 15 st zu erkennen; dass der BglA-Stamm eine.
kontinulerliche. pitropheniolat-Zunahme Gber: die Zeit: aufweist, Anhand der- Standardkurve
konnte eine BglA-Aktivitst von ca. 1 mU/mi/OD1 erréchnet: werden. Die. Nonsense-Kontrolle:
zelgte wie der Wirtsstamm £ colf BL21(DE3) keinen Umsatz des Substrates.

Die erfolgreiche BgiA-Aktivitat des induzierbareri Stamms konnte in Figur 14 gezeigt werden, die
Expression des BglA-Fusionsproteins ist in Figur 13 dargestellt. Um.die Oberfldchenstandigkeit
nachzuweisen, wurde der BglA-Stamm nach: der Induktion der BglA-Expression mit Proteinase K
inkublert. Die Protease Kann-aufgrund ihrer GréBe nicht in die £ coll Zelle gélangen und baut
daher nur Proteine ab, die sich-an der Oberfiiche der Zelle befinden. Als Vergleich dienten
induzierte Zellen, die nicht mit der Protease behandelt wurden. Der £ coff Wirtsstamm sowie der
nicht induzierte BglA-Starmm wurden als Kontrollen eingesetzt. Bei OmipA und OmpF handeit es
sich. um integrale: Membranproteine die vor einem Proteaseverdau geschﬁtztsind Dlese dienen
daher als Indiz fir ‘die Unversehrtheit der Zelle. In Figur 13 ist die bersits geZeigte starké
Expression -des ‘BglA-Fusionsproteins’ nach IPTG-Induktion. bei .ca. 101 kDa zu erkennen,

30






Exocellulase (Qgik); und B-Glucosidase {BglA) haben ein pH-Optimum bei pH 6. Die
Endocellulase {(Cel5A)- weist hingegen ein pH-Optimum von 5 auf. In der Literatur ist eine
Abnahme der-CelSA -Aktivitat bel pH 6 gegenﬁber pH 5 beschrieben: (Lm L-atal, 2009) Daher
solite getestet werden, ob es maglsch ist. CeIK beipH 5 einzusetzen. Zu dm&m Zweck wurde der
CelK-Stamm nach Induktion der Proteinexpression zum einen in Natriumcitrat-puffer pH 6 und.

, cetatpuffer pH 5 geemtet. Die CelK-Aktivitit wurde -anhand. der
;Zunahme des p-Nitmphenalats bei 400 nm durch Abbay des pNitropheniol- Cellob}es:ds (pNPC)
bei 60°C tiestimmt, -Als Kontrolle diente der Wirtsstamm £ coff BL21. Figur 17 Zéigt, dass bei
beiden: ingesetzten pH-Bedingungen elne pNitrophenotat-Zunshme zu erkennen ist, wahrend
der Wirtsstamm-unverandert bleibt. Wetterhin ist zu erkennen; dass bef pH 6 verglichen. mit pH
5 mehr pNitrophenolat entstetit. Bel pH & konnte éine CelK-Aktivitit von. durchschnittlich 270
mU/mi/OD1 erzielt werden. Bel-pH 5 hingegen nur ca, 110 mU/mi/OD1. Somit fiibrt eine pH-
Senkurig im Assay von pH & auf pH 5:zu eirier 60 Ybigen Abndhime der Celk-Aktivitat.

Fir die Endoceliulase Cel5A wird ebenfalls ein Aktivitdtsverlust beschirieben, wenn der pH
von 5 auf 6 angehioben wird, Da jedoch auch die B-Glucosidase BglA &in pH-Optimum bei 6.
hat, werden die nachfolgenden Assays bei pH 6 durchgefilhrt, so dass nur ein Enzym unter
nicht optimalen pH-Bedingungen eingesetzt werden muss.

Die gemeinsame Cellulase-Aktivitit der Autodisplay-Cellulasen sollte nun an -Cellulose-
Substraten Qetmweme" Diex erfoigt. u.a. colorimetrisch durch Messung der freigesetzten,
reduziérendert Zucker nach der Dinitrosalicylsiure-Methode (Miller GL . 1955). Die Methode
verbindet die Oxidation einer Carbonylverbindung mit der Reduktion einer Nitrogruppe in 3,5
Dinitrosalicylsdure unter aligafliséheﬂ Bedingurigen. Dabel wird 3;5-Difitrosalicylsdure zu 3-
Amino-5-nitrosalicylsure reduziert, welches éin: Absorptionsmaximum bel 540 nim aufweist. Bei
dieser Reaktion schidgt die Farbe der DNS-Lasung von arangegelb nach rot um.
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(BZ) baw. nur Substrat (BS) eingesetzt. Aus Figur 19A wird ersichtiich, dass der CelK-Stamm in
' abzuibauen. Der Wirtsstamm, sowie die eingesetzten:

der Lage ist, mikrokristalline Cellulose
Kontrollen zeigen ‘keéine Zunahimie von reduzierenden Zuckém. Die Konzentration der
freigesetzten fe&uzigrenden Zucker ist-in Figur 198 dargestellt. Wie erwartet fiegt bel
Ariwesenheit -der B-Glutosidase aus Mandel elfie hdhere Konzentration vor, verglichen mit dem
Umsatz chne'B-Glucosidase.

Der kommerziell erhattliche Cellulase-Mix Celluclast ® (Novozymes) enthaft Cellulasen aus dem
Pilz Trichoderma reseel ATCC 26921. Dieser Mix Katalysiert den Abbau von Celiulose‘in. Gliicose,
Cellobiose und. hohere Glucose-Polymere. Fiir eine bestmdgliche Cellulose-Umsetzung wird
ausitzlich der Einsatz einer B-Glucosidase aus Aspérgilius niger (Novozyim©'188) empfoblen. Als
Dosfering wird von Novozyme 1'% ‘Celluclast und 0,2 %. Novozymil88 beschrieben. Die:
optimalen Bedingungen fiir Celluldiast sind-eine Temperatur von 50-60°C und ein pH-Wert von
4,5-6,0. Daher konnten 2um Vergleich die Reaktionsbedingungen der Autodisplay-Cellutdsen van.
60 °C und pH 6 iibernomimen werden.

Die B-Glucosidase Aktivitat wurde mit pNitrophenol-Glucopyranosid (pNPG) tber die Zunahme
von pNitrophenol-Glucopyranasid bei 400 pm photometrisch (pNPGase-Aktivitit) bestimmt. Dazu
wiirde der BglA-Stanim (ODs7220) mit pNPG fiir 15 minba 60°C inkubiert. Als Kontrolle:diente
der Wirtsstamm £ colf BLZI(DE3) und Puffer {Blank). Im Vergleich dazu wurden 1 % Celludlast
und 0,2 % Novozym188 mit PNPG bel 60°C inkubiert. Da schen nach 3 min eine starke
Gelbfarbung zu erkennen war; wirde'der pNitrophenolatgehalt nach 3 min geniessen, statt nach
15 min, entsprechend der BglA. 1 % Celluclast sowie 0,2 % Novo188 zelgen verglichen mit dem
BglA-Stamim, der in éinr Kohzentration von ODs7s20 eingesetat ;wurqe;ﬁéiﬁeistéirkere Zunahme
des pNitrophenolats. Dié Kontrollen zeigten wie erwartet keine pNPGase-AKtvitat,

Mit Hilfe des pitrophenclat-Staridard wurde die B-Glucosidase-AKtivitat in U/I errechnet {vgl.
Tabelle 3). Novozym188 zeigte dabel eine l4fach bessere: AKtivitat verglichen mit dem BglA-

Stamm. Cailuclastwies eine 12fach stirkere Akﬁyitit auf,

Tabelle 3:
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verglichen'

Tabelle 4:

2



wird CMC per: se besser umgesetzt, verg#@chen mit dem CeiSA-—Stamm, «der nur eine
Endocellulase -auf der Oberfliche praséntiert. Die 2,4fach bessere
.Ceiludast ist daher nicht mit einer 2 4fach besseren Endocellulase- ﬁknwtat.gteichzusetzen

Tabelle 5:

Cellulase A
Cel5A 227
Celluclast | 535

Beispiel 6: Recydling der Autodisplay-Cellulasen

Ein Vorteil der Autodisplay-Cellulasen ‘gegeniiber 16stichen Enzymen ist die einfache
Rickgewirinung des Ganzzell-Katalysators aus. dem Reaktiansansatz Die Zelien werden dazu
‘sedimerntiert, im geagneten Puffersystem resuspendiert und stehen dann fir einén weiteren
Umsatz zur Ver{ﬁggng U 2u testen,: .ob der Prozess des Recyclings sich auf die Aktivitat der
Céllulasen auswirkt, wurden die Cellulase-Stimme nach Bestimmung der Grund-ﬁ\kttw%%t(z‘fklus
0) insgesamt zweimal wiedergewonnen und mit frischem Substrat versetzt (Zyklus 1 und 2). Die
prozentuale Aktivittder recycelten Cellulase-Stdmme wurde durch Vergleich mit der jeweiligen
Griand-Aktivitat erittelt. |

Die’ B-Glucasudase Akmdt%t wurde m;t pN mphenel-ﬁfumpyraﬂnsnd (pNPG) {iber die Zinakime
des pNitrophenolats bei 400 nm photometrisch bestimmt (pNPGase-Aktivitit). Dazu wurde der
‘BglA-Starmm (OD57820) milt pNPG fir 15 minbel pH 6 un‘d‘\ﬁﬂ‘?ﬁ; inkubiert. Ansciﬁieﬁendwur‘éen
die Zellen sedimentiert und die Aktivitat nach Résuspension erneut gemessen (Zyklus Liund 2).
Die Aktivitat wurde iber die Zunahme des p-Nitrophenolats bef 400 nm bestimmt, und stefit
elnen Mittelwert aus drei Einzelmessungen dar. Das Ergebnis der Recyclierungversuche zeigt,
dass sich die Enzymakt:wt&t im Rahmen der Standardabweichung fiir alle 2yklen auf gléichem
Niveau bewegt: Die Recyclierungen hatten damit keinen Effekt-auf die BlgA-Aktivitat, Der BglA-
.Stamm kann somit mindestens zweimal nach Rickgéwinnung aus dem Reaktionsansatz
wiederverwendet werden.
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(4 9% Umsatz) in 60 min freigesetzt werden. Aufgrund der Struktur der Cellulose ist der Abbau
nicht linear. Dahér wird- nur ein Umsatz bis 4 % als linear beschrieben; Die gebildeten
reduzierenden Zucker werden mit Hilfe der DNS-Methode bestimmt. Da-nun flir jede

Autodisplay-Cellulase AKtvitat nachgewiesen werden konnte, solite nun die synergistische
AKtivitat untersucht werdén, Dazu wiide ein Mix aus alién drei Cellulasen hergy

stélit-und die

Der FPA nach IUPAC ist aufgrund des Gesamtvolumens vdn 1,5 mi und. der hohen-Mengen an
einzusetzendem ﬂN&Reagenz {3 ml pro Ansatz) umstindlich, wenn man mehrere’ Cellulase-
Mixe adf FP-Aktivitat. hin. untersuchen machte In: der Litaratur ist der FP-Assay Im
Mikrotiterplatten-MaBstab. mit “einem ‘Gesamtvolumen’ von 71 pl beschrieben ‘(Xiao Z et al,
3004). Dazu wurden. FP-Pléttchen mit Hife enes Lochers hergestellt. Das Verhiditnis von
Reaktionsvolumen ‘zu Filterpapier Wﬁrd.é' ilber ‘die Fiiterpapler-Fische (FP-Pléttchen vs. FP-
Streifen) berechnet. So wurde. gewahrleistet. dass auch im Mikrotiterplatten-Malistabr der
Ansatz gemaB IUPAC erfolgte. Da nicht bekannt.war, welches das beste Mischungsverhéitnis
der einzelnen AUtodisplay-Cellulasen ist, wurdén verschiedéne Ansitze auf FP-Aktivitit hin
getestet. Ansétze ohhe BglA-Stamm: wurden mit B-Glucosidase aus- Mandel versetzt. Als.
Kontrolle diente der Wirtsstamm (BZ) und FP-Plittchen mit Puffer (BS). Die FPase-Aktivitit
wurde nach unterschiediichen Inkubationszeiten bei 60°C. liber die freigesetzten rediuzierenden
Zucker mittels DNS-Assay bestimmt. Vor-der Messung wurden alle Ansitze fiir 10 min mit 8-
Glucosidase versetzt, umt sicher zu stalleﬂ, dassdie noch nicht umgesetzte Celfobzose in Glukase
abgebaut wird, was.eine genauere Bestimmung der reduzlerenden. Zucker zur Folge hat: Nach
Abtrennung der Zellen wurden die reduzierenden Zucker im Uberstand bei 540 am bestimmit.
Das Ergebnis st in Figur 20 dargestellt,. Sowohl dér Cellulase-Mix mit kommerziell erhdltiicher -
Glucosidase als auch der Ansatz'mit allen dréi Altodisplay-Cellulasen zeigten éine Umisétziing
des Filterpaplers. Nach 5 Tagen Inkubation bel 60°C erwles sich der SOSG(CEIKCEISA)-Nmam
besten. Die eingesétzten Kontrollen waren negativ und zeigten keinen Umsatz des Filterpapiers
(Figur ZOA) Mit Hilfe der G!ukcse—Standardkurve wurde: - die’ Menge der freigesetzten
reduzierenden Zucker in g Glucose/ml ermittelt (vgl. Figur 20B). Nach 5. Tagen konnten ca. 0,2
ma/mt erzielt werden. Aufgrund der amorphen und kristallinen Struktur:der Celiulose ist der
Abbau keine lineare Reaktion:. Zur Bestimmung der FPase-Aktivitat in FPU/T wurden datier; wie
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Beispiel 8: Umsétiung von Pappeliiolz




Es konnte. gezeigt werden; dass die Autodisplay-Cellulasen Filterpapier abbauen konnen (vgl.
Figur 20). Da Filterpapler kein Lignin- und nur ginen séhr geringen Antell an: Hemicellulose
-z‘enthﬁlt, solite nun ein komplexeres. Substrat verwendet werden, Dafiir wurde mit Dampfdruck
| | ppel eingesetzt: Durch ‘die Vorbehandiung wurde die- Hemicellulose ‘entfemnt,
wahingegen ugnm nach vorhanden Ist. Lignin bildet zum:elnen eine physukaﬂsche Barriere; da
es dxe Angnﬁ‘“sﬁéeha der: Ceﬂulasen bedeckt und zum anderen eine chemische Barrsere, da
Cellulasen'von Lignini gebunden werden kannen urid somit ebenfalls nicht mehr ari die Cellulgse
gelangen kénnen. ‘Um den Pappel-Abbau der Cellilasén zu untersuchen, ‘wurden die
Autodisplay-Cellulasen: 2u gleichen Teilen gemischt und mit 4% Pappel fir 88 h bei 60°C
Inkubiert. Als' Kontrolle diéntén der Wirtsstamm und Pappeél in Puffer ohnie Zelleh (BS). Die'
Pappel und die Zellen wurden nach Inkubation-durch Zentfugation sedimeritiert: Der Uberstand
wutde Weiter verwendet, um gebildete reduzierende Zucker mittels DNS-Assay zu bestimmen.
Das Ergebnis.ist in' Figur 22 dargestelit. Die Uberstinde wiesen schion vor der Messung gine
gelbliche Farbeauf, aﬁniidﬁ demDNSReagenz Daher sind nach der*!qub:afien mit der DNS-
Reagenz die Absorptionswerte bei 540 nny hdher verglichen mit depen vam FP-Assay, bel dem:
die. Uberstinde kiar sind - {vgl. Figur '20). Es war nicht moghr:h die’ Konzentration in mg.,_
Glucose/mi zu -ermitteln, da keine adiquaten Glukose-Standards voslagen. Nichtsdestotrotz
konnte mit.dem Cellulasen éine-hdhere Absorption nach 88 h-bel 60°C beobiachitet werden,,
verglichen mit den beiden eingesetzten Kontrollen. Dle Autodispiay-Cellilasen. sind somit in der
Lage auch komplexere Substrate Umzusetzen.

Jose und:Meyer (2007}, Microbiol Mo! Biol Rev 71 (4), 600-19,

Jose (2006), Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006, 69, 607-614.

Jose etal. (2002), . Blotechnal. 2002, 95, 257-268.

Jose etal. (1995), Mol. Microbiol., (2), 378-80.

Ausubel etal. (1995), Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience
Publishers.

Henderson etal. (2004}, Microbiol; and Molecular Biology Reviews, 68(4), 692-744.
Jose:urid von:Schwichow (2009), ChemBioChem, 5, _491499;

Banerjee et al, (2002),-Appl: Microbiol. Biotechnol. 2002,:60,:33-44,
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Anspriiche

. Nukleinsduremolekiil, umfassend die folgenden Bestandteile:

(1) einen Abschnitt, der ein Signalpeptid codiert,

(2) einen Abschnitt, der eine heterologe Cellulase codiert,

(3) optional einen Abschnitt, der eine Protease-Erkennungsstelle codiert,

(4) einen Abschnitt, der einen Transmembranlinker codiert, und

(5) einen Abschnitt, der eine Transporterdoméane eines Autotransporters oder einer Variante

davon codiert.

. Nukleinsduremolekiil geméaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Cellulase eine
beta-Glucosidase oder eine Endo- oder Exocellulase ist, vorzugsweise ausgewahit aus der
Gruppe umfassend Bacillus subtilis Endocellulase, Clostridium thermocellum Exocellulase und

Clostridium thermocellum beta-Glucosidase.

. Nukleinsduremolekiil gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Transporterdoméne eines Autotransporters ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend Ssp,
Ssp-h1, Ssp-h2, PspA, PspB, Ssal, SphB1, AspA/NalP, VacA, AIDA-I, IcsA, MisL, TibA, Ag43,
ShdA, AutA, Tsh, SepA, EspC, EspP, Pet, Pic, SigA, Sat, Vat, EpeA, EatA, Espl, EaaA, EaaC,
Pertactin, BrkA, Tef, Vag8, PmpD, Pmp20, Pmp21, AgAl Protease, App, Hap, rOmpA,
rOmpB, ApeE, EstA, Lip-1, McaP, BabA, SabA, AlpA, Aag, NanB und Varianten davon.

. Nukleinsduremolekiil gemas einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass es
eine operativ an das Nukleinsauremolekil gebundene Expressionskontrollsequenz enthélt,
die vorzugsweise durch Zugabe von Isopropyithioglucopyranosid (IPTG) oder Arabinose

aktivierbar ist.
. Polypeptid, codiert durch ein Nukleinsauremolekdl nach einem der Anspriiche 1 bis 4.
. Mikroorganismus, der an seiner Oberflache ein Polypeptid nach Anspruch 5 exprimiert oder

unter Verwendung eines Nukleinsduremolekiils nach einem der Anspriiche 1 bis 4

transformiert worden ist.
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10.

11.

12.

13.

14,

Mikroorganismus nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass er auf einem Gram-

negativen Mikroorganismus, vorzugsweise Escherichia coli beruht.
Membranfraktion, erhaltlich von der Zelle nach Anspruch 6 oder 7.

Verfahren zur Herstellung eines Reaktionsprodukts mit Hilfe von mindestens einer Cellulase,
umfassend die folgenden Schritte:

(i) Bereitstellen eines Mikroorganismus nach Anspruch 6 oder 7 oder eines
Membranpraparats néch Anspruch 8, und

(ii) Inkontaktbringen des Mikroorganismus und/oder des Membranpréparats mit ein oder
mehreren Cellulase Substraten unter Bedingungen, die mit der Cellulase Aktivitét kompatibel

sind.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Produkt der durch die
Cellulase katalysierten Reaktion ein Mono-, Di- oder Oligosaccharid ist, und dass das
mindestens eine Cellulase-Substrat eine Polysaccharid-Quelle, vorzugsweise eine Cellulose-

Quelle ist.

Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt (ii) bei einem

pH im Bereich von 4,5 bis 6,5, vorzugsweise im Bereich von 5,5 bis 6,5 durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt (ii)
bei einer Temperatur im Bereich von 30 bis 80 °C, vorzugsweise im Bereich von 50 bis 65 °C
durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass im Schritt (ii)

eine Glucosidase zugesetzt wird.
Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass es zusatzlich

einen Schritt (iii) des Zuriickgewinnens des in Schritt (ii) verwendeten Mikroorganismus

umfasst.
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15. Verfahren zum Herstellen eines Mikroorganismus, der an seiner Oberfldche eine

rekombinante Cellulase prasentiert, umfassend
a) das Einbringen einer Nukleinsduresequenz gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 in den

Mikroorganismus, und
b) optional das Behandeln des Mikroorganismus mit einer Substanz, die die Expressions-

kontrollsequenz aktiviert.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung betrift Mikroorganismen, die Cellulasen auf ihrer Oberfléche
prisentieren. Entsprechende Mikroorganismen wurden mit Hilfe von entsprechenden Plasmidén
hergestellt, die einen Abschnitt, umfassend ein Signalpeptid, eine heterologe Cellulase, optional

eine Proteaseerkennungsstelle, einen Transmembranlinker sowie eine Transporterdoméne eines

Autotransporters oder eine Variante davbn codieren. Solche Mikroorganismen konnten
vorteilhaft bei der Umwandlung von Cellulose in Cellobiose und/oder Glucose eingesetzt werden.
Es war ebenfalls moglich, die Mikroorganismen nach der Umsetzung von einfachen Substiaten
aus der Reaktionsmischung zuriickzugewinnen. Zudem kdnnte eine Kombination verschiedener
Mikroorganismen, die mit Exocellulasen, Endocellulasen und beta-Glucosidasen besetzt waren,
zur Herstellung von Glucose aus Cellulose oder Holz eingesetzt werden.

(T )

X % %
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<110>
<120>
<130>
<160> 6
<170>
<210> 1

<211> 1422
<212> DNA
<213>
<220>
<221>

<222>
<223>

SEQUENCE LISTING

IPB-227-DE

BiSSAP 1.2

source
1..1422
/organism="Artificial Sequence"

Artificial Sequence

Page 1 of 8

/note="optimierte Endocellulase Cel5A
subtilis”
/mol type="unassigned DNA"

<400> 1
ctcgaggcag

cagctggtta
cagtggtatg
attaccgttt
gttaaaaaca
attgattggce
tttttcaaag
aatgaaccga
attagcgtta
tcacaggatg
ctgecattttt
agcaaaggtg
ggtgtttttc
tgggtgaact
agcaaaacag
aatattctgg
ccgacccaag

aatcagattc

gacgttaccg

gcaccaaaac
atcgtgatgg
gtgaatttgt
ttecgtgcagce
aagtgaaaga
acattctgaa
aaatgagcag
atggtgatgt
ttcgtaaaaa
ttaatgatgc
atgcaggcac
caccggtttt
tggatcagag
ggaatctgag
gtggttggeg
gtacaaaaga
aaaatggtat
gtcegecaget

cacgttattg

accggttgca
taaagcagtg
taataaagac
aatgtatacc
agcagttgaa
cgatggtaat
cctgtatgge
gaattggaaa
tgacccggac
agcagatgat
ccatggtcag
tgttaccgaa
ccgtgaatgg
cgataaacaa
tctgagtgat
tagcaccaaa
tagcgttcag
gcagatcaaa

gtataacgcc

aaaaatggtc
cagctgaaag
agcctgaaat
gcagatggtg
gcagccaaag
ccgaatcaga
aataccccga
cgcgatatca
aacattatta
caactgaaag
tttctgegtg
tggggcacca
ctgaattatc
gaaagcagca
ctgagcgcaa
gacattccgg
tatcgtgeceg
aacaatggta

aaaaacaaag

Gensequenz

agctgagtat
gtattagcag
ggetgegtga
gctatattga
aactgggcat
acaaagaaaa
atgtgattta
aaccgtatge
tcgttggcac
atgccaatgt
ataaagcaaa
gtgatgcaag
tggatagcaa
gcgcactgaa
gcggcacctt
aaacaccggc
gtgatggtag
ataccaccgt

gccagaatgt

Zyrus Beteiligungsgesellschaft mbH & Co. Patente I KG

Ganzell-Biokatalysatoren zum Abbau von Cellulosischer Biomasse

aus Bacillus

taaaggcacc
ccatggtctg
tgattggggt
taatccgage
ttatgtgatt
agcgaaagaa
tgaaattgcc
cgaagaagtg
cggcacctgg
tatgtatgcce
ttatgcactg
cggtaatggt
aaccattagc
accgggtgca
tgttcgtgaa
aaaagataaa
catgaatagc
ggatctgaaa

ggattgtgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tatgcacagc

cagggtgcag

tcaaccggta

ggtgattata

gaccagggta

<210> 2
<211> 474

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 2

Leu
1
Ile
Lys
Lys
Arg
65
Val
Ile
Gln
Tyzr
Gly
145
Ile
Thr
Lys
Gly
Pro
225
Gly
Lys
Ser
Ser
Thr

305
Pro

Glu
Lys
Gly
Asp
50

Ala
Lys
Tyr
Asn
Gly
130
Asp
Ser
Gly
Asp
Gln
210
Val
Val
Thr
Ser
Asp
290

Lys

Thr

PRT
Artificial Sequence

Ala
Gly
Ile
35

Ser
Ala
Asn
Val
Lys
15
Asn
vVal
vVal
Thr
Ala
195
Phe
Phe
Phe
Ile
Ala
2105
Leu

Asp

Gln

Page 2 of 8

tgggttgtgg taatatgacc cataaatttg tgacactgeca

atacctatct ggaactgggt

atattcagect gcgtctgeat

ttcaaaaatg gcaccctgge

aacgatgatt ggagcaatta

gctttttcaa aagcaacacc tttaaaacca ccaaaaaaat

aactgatttg gggcaccgaa ccgaacggta cc

Gly Thr Lys
5

Thr Gln Leu

20

Ser Ser His

Leu Lys Trp

Met Tyr Thr
70
Lys Val Lys
85
Ile Ile Asp
100
Glu Lys Ala

Thr Pro Asn

Asn Trp Lys
150
Ile Arg Lys
165
Trp Ser Gln
180
Asn Val Met

Leu Arg Asp

val Thr Glu
230
Leu Asp Gln
245
Ser Trp Val
260
Leu Lys Pro

Ser Ala Ser

Ser Thr Lys

310

Glu Asn Gly
325

Aus Seq 1 abgeleitete

Thr
Val
Gly
Leu
55

Ala
Glu
Trp
Lys
Val
135
Arg
Asn
Asp
Tyr
Lys
215
IT'rp
Ser
Asn
Gly
Gly
295

Asp

Ile

Endocellulase Cel5A Peptise

Pro
Asn
Leu
40

Arg
Asp
Ala
His
Glu
120
Ile
Asp
Asp
Val
Ala
200
Ala
Gly
Arg
Trp
Ala
280
Thr

Ile

Ser

Val Ala Lys Asn Gly Gln
10
Arg Asp Gly Lys Ala Vval
25 30
Gln Trp Tyr Gly Glu Phe
45
Asp Asp Trp Gly Ile Thr
60
Gly Gly Tyr Ile Asp Asn
75
Val Glu Ala Ala Lys Glu
90
Ile Leu Asn Asp Gly Asn
105 110
Phe Phe Lys Glu Met Ser
125
Tyr Glu Ile Ala Asn Glu
140
Ile Lys Pro Tyr Ala Glu
155
Pro Asp Asn Ile Ile Ile
170
Asn Asp Ala Ala Asp Asp
185 1390
Leu His Phe Tyr Ala Gly
205
Asn Tyr Ala Leu Ser Lys
220
Thr Ser Asp Ala Ser Gly
235
Glu Trp Leu Asn Tyr Leu
250
Asn Leu Ser Asp Lys Gln
265 270
Ser Lys Thr Gly Gly Trp
285
Phe Val Arg Glu Asn Ile
300
Pro Glu Thr Pro Ala Lys
315
Val Gln Tyr Arg Ala Gly
330

caaaccgaaa

accgggtgcee
tgcccagage

caccctgtat

quenz

Leu Ser
15
Gln Leu

Val Asn
Val Phe

Pro Ser
80

Leu Gly

95

Pro Asn

Ser Leu
Pro Asn

Glu Val
160

Val Gly

135

Gln Leu

Thr His
Gly Ala

Asn Gly
240

Asp Ser

285

Glu Ser

Arg Leu
Leu Gly
Asp Lys

320

Asp Gly
335

1200

1260

1320

1380

1422



Page 3 of 8
Ser Met Asn Ser Asn Gln Ile Arg Pro Gln Leu Gln Ile Lys Asn Asn
340 345 350
Gly Asn Thr Thr Val Asp Leu Lys Asp Val Thr Ala Arg Tyr Trp Tyr
355 360 365
Asn Ala Lys Asn Lys Gly Gln Asn Val Asp Cys Asp Tyr Ala Gln Leu
370 375 380
Gly Cys Gly Asn Met Thr His Lys Phe Val Thr Leu His Lys Pro Lys
385 390 395 400
Gln Gly Ala Asp Thr Tyr Leu Glu Leu Gly Phe Lys Asn Gly Thr Leu
405 410 415
Ala Pro Gly Ala Ser Thr Gly Asn Ile Gln Leu Arg Leu His Asn Asp
420 425 430
Asp Trp Ser Asn Tyr Ala Gln Ser Gly Asp Tyr Ser Phe Phe Lys Ser
435 440 445
Asn Thr Phe Lys Thr Thr Lys Lys Ile Thr Leu Tyr Asp Gln Gly Lys
450 455 460
Leu Ile Trp Gly Thr Glu Pro Asn Gly Thr
465 470
<210> 3
<211> 2382
<212> DNA
<213> Artificial Seguence
<220>
<221> source
<222> 1..2382
<223> /organism="Artificial Sequence"
/note="Optimierte Gensequenz einer Exocellulase CelK aus
Clostridium thermocellum"
/mol_type="unassigned DNA"
<400> 3

ctcgagetgg aagataaaag cagcaaactg

cgtacctttg
tgtgattttg
gttattgata
gaacagggtc
tatgcaaaaa
ccgtttaatc
ccgaccgatg
ccgtattatg
gaatatgttc
daaaaatacg
agcgcaaatc
caggattatg
tttaaactge

gatatctata

atgaaggtct
ccgttgttga
aaggccagaa
atacctatac
ttggtcagat
tgaccecctgg
atacctgcga
tttatctgga
tgcegeagee
caaccgttgt
aggtggttct
tgcattggat
cgaccgttaa

gcaaaatgaa

gtgttttececg
tgttccgggt
taaatggtca
cgttegtttt
gggcgaaccg
tcagaaactg
attcaccttt
tgatgttage
ggatgttcegt
tagcagcagc
ggaaggcaat
cgatttcagce
tagcgatacc

atttgatgce

ccggattaca
tggcatacct
gaaccgggta
gtgcagatgc
accatttgga
tataccgaat
accgttgaac
catctgggtg
ctgtacgatc
gttaatcagg
accagtcecgce
accattccga
aactttaaaa
aattatagcc

ctggccttct

aaaacgatct
gtgaagatag
ataaagcatt
gtcatcgtgg
gcgataaaag
attggaataa
agaattttac
gtgaactggc
cgcegttttgt
ttggttatct
tgaaatggca
aaggtctgga
ccgaaggcaa
atccgtttga

tttatcataa

gctgtatgaa
cggtggtaaa
tcgtctgace
tattaccctg
ctgtcgtgtg
taactggaac
catgaactat
agcaggcacc
taaaccggtt
gccgtttgee
gctgctgaat
taaagatagc
aggctactac
tattagcgca

acgtagcggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

L0



attccgatcg
ggtattgaac
gcaggtcgtce
gatcatggca
gagcgtgcca
attccggaac
tttttcaaaa
cataaaattc
cctcegttatce
cagagcgcac
gcagaaattg
ggtagtggtg
tgggcagccect
aactcaccgc
gaagataatg
acactggcac
attgcaaaag
attaaacagg
aatcagatga
ggtatgcagg
accggttatg
agcaaaaaat
gaagatccta
gatcataccg

tgggttaccg

<210> 4

<211> 794
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 4

aaatgcegta
cgaataaagg
cgcagaaata
aatatgttgt
aaattcgcegg
gcaataatgg
aaatgcaggt
atgatttteg
tgcgtecggt
gtctgtggaa
catggcaggce
gtecegggtgg
gtgaactgta
actacctgga
gtctgtgggg
tggtggaaaa
cagccgatcg
ccgaagatga
tcgtgatggg
atggtatgag
gtgaacgtcc
tcecetgeace
ccattaccege
atagctggtc

cgtacctgga

tgcaggcggt
tgataccaat
ttacaccaaa
gaatggtggt
tattgccaat
ttatcecggac
taccgaaaaa
ttggaccgca
tagcaccgeca
agattatgat
agcactgaaa
cggtcecgtat
tgttaccacc
aatgcctgea
ttgttitace
tggtctgect
ttggctggaa
acgtggtgge
ctatgcctat
ctatctgctg
gctgcagaat
gcctcecegggt
agcagtgaaa
caccaatgaa

tgaaattgat

Artificial Sequence

Page 4 of 8

gaacagtgga
gttccgacct
gatgttaccg
attgcagttt
cagggtgcat
attctggatg
gaagatccga
ctgggtatge
gcaaccctga
ccgacctttg
catccggata
aatgatgatt
ggcaaagatg
aaaatgggtg
tggggtacaa
gcaaccgata
aatattgaag
tatcegtggg
gattttaccg
ggtcgcaatg
ccgeatgate
attattgegg
aaagataccc
attaccgtta

ctgattggta

ccegtecegge
ggcctcagga
gtggttggta
ggaccctgat
ataaagatgg
aagcacgttg
gcattgcagg
tgccgeatga
attttgcage
cagcagattg
tttatgcaga
atgttggtga
agtataaaaa
aaaatggtgg
cccagggtcet
ttcagaaagc
aacagggtta
gtagcaatag
gcaatagcaa
gtctggatca
gcttttggac
gtggtccgaa
ctcctcagaa
attggaatgc

cc

aggtcatatt
tgatgaatat
tgatgccggt
gaacatgtat
tggcatgaat
ggaaattgaa
tatggtgcat
agatccgcag
caccctggea
tctggaaaaa
atatacaccg
tgagttttat
ctatctgatg
tgcaaatggt
gggcaccatt
acgtaataac
tcgtectgecg
ctttattctg
atatctggac
gagctatgtg
accgcagacce
tagcecgtttt
atgctatatc

accgtttgeca

Aus Seq 3 abgeleitete Peptidsequenz con Exocellulase CelK

Leu Glu Leu Glu Asp Lys Ser Ser Lys Leu Pro Asp Tyr Lys Asn Asp

1

5

10

15

Leu Leu Tyr Glu Arg Thr Phe Asp Glu Gly Leu Cys Phe Pro Trp His

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2382



Thr
Pro
Gly
65

Glu
Ser
Glu
Lys
Thr
145
Pro
vVal
Gln
Ser
val
225
Gln
Lys
Ser
Asp
Met
305
Gly
Asp
Thr
Gly
Ile
385
Ile
Trp
Pro
Thr
Arg
465
Gln

Cys

Asp

Cys
Gly
50

Gln
Gln
Cys
Tyr
Leu
130
Cys
Tyr
Lys
Val
Ser
210
val
Asp
Gly
His
Ala
290
Pro
Ile
Asp
Gly
Gly
370
Arg
Pro
Glu
Ser
Ala
450
Pro
Ser

Leu

Ile

Glu
35

Glu
Asn
Gly
Arg
Trp
115
Thr
Glu
Tyr
Pro
Gly
195
Thr
Leu
Tyr
Tyr
Pro
275
Leu
Tyr
Glu
Glu
Gly
355
Ile
Gly
Glu
Ile
Ile
435
Leu
val
Ala

Glu

Tyr
515

20
Asp

Pro
Lys
His
Val
100
Asn
Val
Phe
val
val
180
Tyr
Ser
Glu
val
Tyr
260
Phe
Ala
Ala
Pro
Tyr
340
Trp
Ala
Ile
Arg
Glu
420
Ala
Gly
Ser
Arg
Lys

500
Ala

Ser
Gly
Trp
Thr
85

Tyr
Asn
Glu
Thr
Tyr
165
Glu
Leu
Pro
Gly
His
245
Phe
Asp
Phe
Gly
Asn
325
Ala
Tyr
Val
Ala
Asn
405
Phe
Gly
Met
Thr
Leu
485

Ala

Glu

Gly
Asn
Ser
70

Tyr
Ala
Asn
Gln
Phe
150
Leu
Tyr
Pro

Leu

Asn
230
Trp

Lys
Ile
Phe
Gly
310
Lys
Gly
Asp
Trp
Asn
390
Asn
Phe
Met

Leu

Ala
470

Trp
Glu

Tyr

Gly
Lys
55

Val
Thr
Lys
Trp
Asn
135
His
Asp
val
Phe
Lys
215
Thr
Ile
Leu
Ser
Tyr
295
Glu
Gly
Arg
Ala
Thr
375
Gln
Gly
Lys
Val
Pro
455
Ala
Lys

Ile

Thr

Lys
40

Ala
Gln
val
Ile
Asn
120
Phe
Leu
Asp

Leu

Ala
200
Trp

Ile
Asp
Pro
Ala
280
His
Gln
Asp
Pro
Gly
360
Leu
Gly
Tyr
Lys
His
440
His
Thr
Asp

Ala

Pro
520

Page 5

25
Cys

Phe
Met
Arg
Gly
105
Pro
Thr
Gly
val
Pro
185
Lys
Gln
Pro
Phe
Thr
265
Asp
Lys
Trp
Thr
Gln
345
Asp
Met
Ala
Pro
Met
425
His
Glu
Leu
Tyr
Trp

505
Gly

Asp

Arg

Phe
90

Gln
Phe
Met
Gly
Ser
170
Gln
Lys
Leu
Lys
Ser
250
val

Ile

Thr
Asn
330
Lys
His
Asn
Tyr
Asp
410
Gln
Lys
Asp
Asn
Asp
490
Gln

Ser

of 8

Phe
Leu
His
75

Thr
Met
Asn
Asn
Glu
155
Leu
Pro
Tyr
Leu
Gly
235
Asn
Asn
Tyr
Gly
Arg
315
vVal

Tyr

Gly

Lys
395
Ile
Val
Ile
Pro
Phe
475
Pro

Ala

Gly

Ala
Thr
60

Arg
Ile
Gly
Leu
Tyr
140
Leu
Tyr
Asp
Ala
Asn
220
Leu
Phe
Ser
Ser
Ser
300
Pro
Pro
Tyr
Lys
Tyr
380
Asp
Leu
Thr
His
Gln
460
Ala
Thr

Ala

Gly

vVal
45

Val
Gly
Trp
Glu
Thr
125
Pro
Ala
Asp
val
Thr
205
Ser
Asp
Lys
Asp
Lys
285
Ile
Ala
Thr
Thr
Tyr
365
Glu
Gly
Asp
Glu
Asp
445
Pro
Ala
Phe

Leu

Pro
525

30
Val

Ile
Ile
Ser
Pro
110
Pro
Thr
Ala
Pro
Arg
190
val
Ala
Lys
Thr
Thr
270
Met
Pro
Gly
Trp
Lys

350
val

Gly
Glu
Lys
430
Phe
Arg
Thr
Ala
Lys

510
Gly

Asp
Asp
Thr
Asp
95

Tyr
Gly
Asp
Gly
Arg
175
val
val
Asn
Asp
Glu
255
Asn
Lys
Ile
His
Pro
335
Asp
val
Ala
Met
Ala
415
Glu
Arg
Tyr
Leu
Ala

495
His

Val
Lys
Leu
80

Lys
Thr
Gln
Asp
Thr
160
Phe
Asn
Ser
Gln
Ser
240
Gly
Tyr
Phe
Glu
Ile
320
Gln
Val
Asn
Lys
Asn
400
Arg
Asp
Trp
Leu
Ala
480
Asp

Pro

1



Pro Tyr Asn
530

Glu Leu

545

Asn

Tyr

Ser Pro

Gly Ala Asn

Thr Thr Gln
585
Pro Ala
610

Asp

Leu

Ala
625
Ile

Arg

Lys Gln

Ser Phe Ile

Thr Gly Asn
675
Leu Gly
690

Arg

Leu

Glu
705
Ser

Pro

Lys Lys

Asn Ser Arg

Thr Pro
755

Ile

Pro

Glu
770
Leu

Asn

Tyr
785

Asp

10 B

<211> 1353
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223

sourc
Lo ol

Asp Asp

Val Thr

Tyr

Thr

val
535
Gly

Gly

Lys

550

His Tyr
565
Gly Glu
580
Gly Leu

Thr Asp

Trp Leu

Leu
Asp
Gly
Ile

Glu

Glu Met

Asn Gly

Thr Ile
600
Gln Lys
615

Asn Ile

630

Ala Glu
645
Leu Asn
660
Ser Lys
Asn

Leu Gln

Asp
Gln
Tyxr
Gly

Asn

Glu Arg

Met Ile

Leu Asp
680
Leu Asp
695

Pro His

710

Phe Pro
725
Phe Glu
T40
Gln Lys

Thr Val

Glu Ile

Ala
Asp
Cys
Asn

Asp

Pro Pro

Pro Thr

Ile
760
Asn

Tyr

Trp
775

Leu Ile

790

e
53

Artificial Sequence

Asp Glu

Asp Glu

Ala

Val

Asp

Asp

Ala

of 8

Phe Tyr
540

Tyr Lys

555

Lys Met

Page 6
Trp

Asn Tyr
Ala
570
Trp

Pro Gly Glu
Thr
590

Glu

Leu Phe
585

Thr

Gly Cys

Val
605
Ile

Leu Ala Leu

Asn Asn Ala
620

Gln Gly

635

Tyr Pro

Glu Glu Tyr

Gly Gly
650
Met

Trp Gly

Gly Tyr Ala Tyr
670

Met

665

Gly Met Gln Asp Gly
685
Gln Thr

Ser Tyr Val

700
Phe Trp
TLS
Ile Ile

Gly

Thr Pro

Pro Gly Ala
730

Thr

Gly

Ile
745

Ala Ala Val Lys
750
Ser Trp
765

Trp

His Thr Asp

Phe Ala
780

Pro Vval

Gly Thr

/organism="Artificial Sequence"

Ala

Arg

Ala Cys
Met
560
Gly

Leu

Asn
SH A
Trp Gly

Asn Gly

Lys Ala

Pro
640
Asn

Leu

Ser
555
Asp Phe

Ser Tyr

Tyr Gly

Gln Thr
720
Gly Pro
735
Lys Asp

Ser Thr

Thr Ala

/note="optimierte Gensequenz der beta-Glucosidase BglA aus
Clostridium thermocellum™
/mol type="unassigned DNA"

<400> 5
ctcgagagca

cagattgaag
catacaccgg
cgttatgaag
attagctgge
ttctataaac

tatcattggg

aaattacctt
gtgcatataa
gtaatattgc
aggatatcaa
ctcgtatttt
gtctgaccaa

atctgecegea

cccgaaagat
tgaagatggc
agatggtcat
datcatgaaa
tccggaaggce
tctgectgetg

gaaactgcag

tttatctggg gtagcgcaac
aaaggcgaaa gcatttggga
accggtgatg ttgcctgtga
gagatcggca tcaaaagcta
accggtaaac tgaatcagaa
gaaaatggta ttatgcctgc

gataaaggtg gttggaaaaa

cgcagcatat
tecgttttage
tcattatcat
tecgctttage
aggtctggat
aattaccctg

tcgtgatacc

60

120

180

240

300

360

420



Page 7 of 8

accgattatt tcaccgaata tagcgaggtg atctttaaaa

atctggttta cccataatga acegggtgtt gttagecctge

catgcaccgg gtattaaaga tctgegtacc agcctggaag

agccatggta aagcagttaa actgtttcge gagatgaata

gcactgaacc tgagctatca ttatccggca agcgaaaaag

gaactgagct ttagcctggc aggtcgttgg tatctggatc

ccggaaaatg cactgaaact gtacaaaaaa aaaggcatcg

gatctgaaac tgattagcca gccgattgat tttatcgect

ttcatcaaat atgatccgag cagcgaaagc ggttttagte

aaattcgaga aaaccgatat gggctggatt atctatccgg

atgctgctgg atcgtgatta tggcaaaccg aatattgtga

ttcaaagatg aaattggtag caatggcaaa atcgaggata

aaagattatc tgacccaggc acatcgtgca attcaggatg

tatctgtggt ccctgctgga taattttgaa tgggcatatg

attgtgcacg tgaattttga taccctggaa cgcaaaatca

aaagaggtga tcaaaaacaa cggctttggt acc

<210> 6

<211> 451

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Von Seg 5 abgeleitete

<400> 6

Leu Glu Ser Lys Ile Thr Phe Pro Lys

1 5 10

Thr Ala Ala Tyr Gln Ile Glu Gly Ala Tyr Asn
20 25

Glu Ser Ile Trp Asp Arg Phe Ser His Thr Pro

35 40
Gly His Thr Gly Asp Val Ala Cys Asp His Tyr
50 55

Asp Ile Lys Ile Met Lys Glu Ile Gly Ile Lys

65 70 75

Ile Ser Trp Pro Arg Ile Phe Pro Glu Gly Thr

85 90

Lys Gly Leu Asp Phe Tyr Lys Arg Leu Thr Asn
100 105

Gly Ile Met Pro Ala Ile Thr Leu Tyr His Trp

115 120
Leu Gln Asp Lys Gly Gly Trp Lys Asn Arg Asp
130 135

Thr Glu Tyr Ser Glu Val Ile Phe Lys Asn Leu

145 150 155

Ile Trp Phe Thr His Asn Glu Pro Gly Val Vval

acctgggtga
tgggtcattt
ttagccataa
ttgatgccca
cagaagatat
cggttctgaa
aactgtecgtt
ttaacaatta
cggcaaatag
aaggtctgta
ttagcgaaaa
ccaaacgtat
gtgttaatct
gttacaacaa

aagatagcgg

Glu Asp

30
Asn Ile
45

Arg

Gly

His
60
Ser

Tyr
Tyr

Gly Lys Leu
Leu
110

Pro

Leu Leu
Leu
125
Thr

Asp

Thr
140
Gly

Asp

Asp Ile

Ser Leu Leu

Gly

Arg

tattgtgccg
tctgggtatt
cctgetgetg
gattggtatt
tgaagcagca
aggtcgttat
cccggaagat
tagcagcgag
cattctggaa
tgatctgctg
tggtgcagcc
ccagtatctg
gaaagcatat
acgctttggt

ctattggtat

Peptidsequnez der beta-Glucosidase BglA

Asp Phe Ile Trp Gly Ser Ala

15
Lys Gly

Ala Asp

Glu Glu

Phe Ser
80
Asn Gln
95
Glu Asn

Gln Lys

Tyr Phe

Val Pro
160
His

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1:353

s



Phe
Glu
Phe
Ser
225
Glu
Lys
Ile
Ile
Asp
305
Lys
Tyr
vVal
Gly
Thr
385
Tyr
Lys

Ile

Phe

Leu
vVal
Arg
210
Tyr
Leu
Gly
Glu
Asp
290
Pro
Phe
Asp
Ile
Lys
370
Gln
Leu
Arg

Lys

Gly
450

Gly
Ser
185
Glu
His
Ser
Arg
Leu
275
Phe
Ser
Glu
Leu
Ser
3565
Ile
Ala
Trp
Phe
Asp

435
Thr

Ile
180
His
Met
Tyr
Phe
Tyr
260
Ser
Ile
Ser
Lys
Leu
340
Glu
Glu
His
Ser
Gly

420
Ser

165
His

Asn
Asn
Pro
Ser
245
Pro
Phe
Ala
Glu
Thr
325
Met
Asn
Asp
Arg
Leu
405

Ile

Gly

Ala
Leu
Ile
Ala
230
Leu
Glu
Pro
Phe
Ser
310
Asp
Leu
Gly
Thr
Ala
390

Leu

Val

Tyz

Pro
Leu
Asp
215
Ser
Ala
Asn
Glu
Asn
295
Gly
Met
Leu
Ala
Lys
375
ITle
Asp
His

Trp

Leu
200
Ala
Glu
Gly
Ala
Asp
280
Asn
Phe
Gly
Asp
Ala
360
Arg
Gln
Asn

val

Tyr
440

Page 8 of 8

Ile
185
Ser
Gln
Lys
Arg
Leu
265
Asp
Tyr
Ser
Trp
Arg
345
Phe
Ile
Asp
Phe
Asn

425
Lys

170
Lys

His
Ile

Ala

Trp
250
Lys
Leu
Ser
Pro
Ile
330
Asp
Lys
Gln
Gly
Glu
410
Phe

Glu

Asp
Gly
Gly
Glu
235
Tyr
Leu
Lys
Ser
Ala
315
Ile
Tyr
Asp
Tyr

Val
395
Trp

Asp

Val

Leu
Lys
Ile
220
Asp
Leu
Tyr
Leu
Glu
300
Asn
Tyr
Gly
Glu
Leu
380
Asn
Ala

Thr

Ile

Arg
Ala
205
Ala
Ile
Asp
Lys
Ile
285
Phe
Ser
Pro
Lys
Ile
365
Lys
Leu
Tyr

Leu

Lys
445

Thr
190
val
Leu
Glu
Pro
Lys
270
Ser
Ile
Ile
Glu
Pro
350
Gly
Asp
Lys
Gly
Glu

430
Asn

175
Ser

Lys
Asn
Ala
Val
255
Lys
Gln
Lys
Leu
Gly
335
Asn
Ser
Tyr
Ala
Tyr
415

Arg

Asn

Leu
Leu
Leu
Ala
240
Leu
Gly
Pro
Tyr
Glu
320
Leu
Ile
Asn
Leu
Tyr
400
Asn

Lys

Gly



