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(54) ESTERASE AUS PSEUDOMONAS MARGINATA

{57) Die vorliegende Erindung bezieht sich auf eine neue
Esterase, die Ober gentechnische Strategien zugdnglich
gemacht wurde. Die in dieser Erfindung beschriebene Ester-
ase ist bei einer Reihe ven Carboxylestem, sinschlieBlich
Triglyceriden, Fettsaure-Nitrophenylestem und verschieden-
sten Estemn mit sekundaren Alkoholen aktiv. Durch Kionie-
rung des entsprechenden Gens aus dem Bakterium
Pseudomonas marginata, Stamm ATCC 10248, und Uber-
expression des Gens in Mikrocrganismen kdnnen aktive
Enzympraparationen hergestellt werden. Solche Enzympra-
parationen kdnnen vorzugsweise in der organischen Syn-
these fir Esterspaltungen und Umesterungen eingesetzt
werden, wobei gegebenenfalls Enantioselektivitat bei den
Umsetzungen arzielt werden kann.

B

AT 399 886

DR oo7e018



10

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 399 886 B

Die vorlisgende Erfindung bezieht sich auf ein neues hydrolytisches Enzym aus einem Bakterium des
Genus Pseudomonas. sowie auf DNA-Molekiile, die fiir dieses Enzym Kodieren und weiters auf Verfahren
zur Herstellung von Enzympréparationen und zur Durchilihrung von enzymkatalysierten chemischen Reak-
tionen mit dieses Enzym enthaltenden Préparationen.

Enzyme haben in der Biotechnologie eine groBe Bedeutung erlangt. Enzymatische Umsetzungen werden
bereits in vielen Bereichen wie Lebens- und GenuBmittelindustrie, Waschmittelerzeugung, Aminos&ureher-
stellung und nicht zuletzt in der organischen Synthese eingesetzt (Diekmann und Metz: Grundlagen und
Praxis der Biotechnologie, Gustav Fischer Verlag, 1991; Griengl und KGnigsberger, Osterr. Chemiezait-
schrift, Nr. 6, 1991, 188-191). Unter den daflir eingesetzten Enzymen sind vorwiegend hydrolytische
Enzyme (Hydrolasen) zu finden. Unter den Hydrolasen haben Esterasen sine besondere Bedeutung flr
organische Synthesen erlangt. Als Esterasen werden aligemein Enzyme bezeichnet, die die Hydrolyse von
Substraten mit Esterbindungen katalysieren. Die Esterasen werden entsprechend ihrer Substratspezifitdten
(z.B. Carboxylester, Phosphorsdureester, Thicester, Schwefelsiureester, etc.) klassifiziert. In einem engeren
Sinn wird der Begriff "Esterasen” flr Enzyme verwendet, die in der Lage sind, Ester mit vorwiegend
kurzkettigen (Fett-)SHuren zu spalten. Mit “Esterasen” werden somit esterolytische Enzyme von den
"Lipasen”, einer spezifischen Gruppe von Esterasen, die vorwiegend die Spaltung von Glycerin-Fettséuree-
stern katalysiert (Macrae, A.R.: Extracellular Microbial Lipases. in: Fogarty, W.M., ed.: Microbial Enzymes
and Biotechnology, Applied Science Publishers, London, 1983, pp. 225-250), abgegrenzt. Im folgenden wird
der Begriff "Esterase” in diesem engeren Sinn fir diese Klasse von Enzymen verwendet.

Zellen besitzen (iblicherweise eine Vielzahl von Esterasen, deren physiologische Rolle in vielen Féllen noch
nicht geklirt ist. So konnten z.B. vier verschiedene Esterasen in Aspergillus niger (Okumura et al., Agric.
Biol. Chem., 47:1869-1872, 1983) mit unterschiedlichen Eigenschaften aber &hnlichen Substratspezifitdten
oder zwei verschiedene Esterasen in Pseudomonas fluorescens (Nakagawa et al., J. Biochem., 95:1047-
1054, 1984; Choi et al., Agric. Biol. Chem., 54:2039-2045, 1890) mit unterschiedlichen Substratspezifititen
gefunden werden.

in den letzten Jahren wurden vielfditige Versuche unternommen, Esterasen in der organischen Synthese
einzusetzen: unter anderem auch zur Herstellung optisch aktiver Verbindungen oder zur Gewinnung chiraler
Substanzen aus prochiralen Ausgangsmaterialien.

Im Hinblick auf solche Anwendungen ist es wichtig, eine Palette von verschiedenen Esterasen mit

unterschiedlichen Spezifitdten verfligbar zu haben. Weiters solien diese Enzyme in ausreichenden Mengen
und zu Skonomisch vertretbaren Preisen am Markt vorhanden sein. So sind derzeit technische Anwendun-
gen von Verfahren, die auf der Basis von teuren und nur in kleineren Mengen verfligbaren Enzymen (wie
z.B. Schweineleber-Esterase) entwickelt wurden, nicht realisierbar.
Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, eine neue Esterase, die z.B. flir spezifische
organische Umsetzungen einsetzbar ist, zur Verfligung zu stellen. Diese Aufgabe wurde geldst, indem das
entsprechende Gen kloniert wurde. Dieser Weg erlaubte nicht nur die effiziente Identifizierung der neuen
Esterase, es ist mit der Verfiigbarkeit des Strukturgens auch die M&glichkeit einer Skonomischen Produk-
tion in groBen Mengen durch gentechnische Strategien gegeben. Unter Verwendung von bereits zum Teil
entwickelter Expressions- und Sekretionssysteme ist die Uberexpression des Gens in geeigneten Wirtsorga-
nismen, vor allem Bakterien, Hefen oder filamentSsen Pilzen, realisierbar. Wesentliche Grundlagen zur
Expression von homologen und heterologen Genen in Bakterien, Hefen und filament&sen Pilzen finden sich
2.B. in: Goeddel, D.V. (ed.), Methods in Enzymology, Vol. 185, Gene Expression” Technology, Academic
Press, San Diego, 1990; und Harris, T.J. (ed.), Protein production by Biotechnology. Eisevier, Amsterdam,
1989.

Die vorliegende Erfindung betifft somit eine neue Esterase, .die der zugrundeliegenden Aufgabenstel-
lung entspricht. Die vorliegends Exfindung betrifft in einem weiteren Aspekt eine DNA, die flr die Esterase
kodiert. Deren Sequenz entspricht dem aus dem Bakterium Pseudomonas marginata ATCC 10248 (ATCC
= American Type Culture Collection) isolierten DNA-Fragment, das auf dem aus der Genbank von
P.marginata ATCC 10248 isolierten rekombinanten Plasmid pGSP10 enthalten ist. Das Bakterium Pseudo—
monas marginata wurde allgemein als Lipase/Esterasebildner (Hydrolyse von Tween 80) beschrieben
(Krieg und Holt, eds, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, Vol.1, Williams & Wilkins, Baltimore,
U.S.A., 1984). Das in pGSP10 enthaltene P.marginata-DNA-Fragment hat eine Gré8e von ca. 5,2 Kilobasen-
paaren {kb) und konnte durch Subklonierungen auf eine GrBe von 1.826 bp reduziert werden, chne da8
dabei die Expression des Esterasegens besintrichtigt wurde. Dieses DNA-Fragment wurde sequenziert.
Aus der Analyse der DNA-Sequenz konnte ein offener Leserahmen fr ein Polypeptid von 38,3 Kilodalton
{(kDa) gefunden werden. In Experimenten zur Detektion von kodierten Polypeptiden nach dem "Maxicell"-
Prinzip (Stoker et al., In vivo gene expression systems in prokaryotes, in: Hames, B.D. urid Higgins, S.J.
(eds.) Transcription and Transiation, IRL Press, Oxford, 1884, pp. 153-1 77) konnte ein Protein etwa dieser
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GrdBe nachgewiesen werden. Diese Esterase wurde als "Esterase EP10" bezeichnet und ist durch die aus
der Nukleinsduresequenz abgeleitete Aminosguresequenz determiniert. Der zugehdrige genetische Locus
wurde mit "estA" festgelegt. Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt eventuelle cotranslationale
bzw. postiranslationale Modifikationen, wie z.B. Abspaltung des N-terminalen Methionins, die fiir einige
Proteine beschrieben wurden (z.B. SSB-Protein von E.coli; Meyer und Lane, Microbiol. Rev.,54:342-380,
1990). Aus der abgeleiteten Aminosduresequenz kann auf eine mdgliche Signalsequenz geschlossen
werden. Hinweise auf eine mdgliche Prozessierung des postulierten Signalpeptids ergeben sich aus den
"Maxicell"-Experimenten. Diese zeigen, wie in Beispiel 4 beschrieben, daB bei Analyse des subklonierten
DNA-Fragmentes, zwei Polypeptide mit unterschiedlichen Molekulargewichten detektiert werden k&nnen,
die auf eine prozessierte und eine unprozessierte Form der Esterase EP10 schlieBen lassen.

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Versuchen, wurde die Herstellung der
Esterase durch Einbau des 1.826 bp estA Fragments in einen Expressionsvektor fiir £.cofi und durch
Uberexpression dieses Gens in E.coli realisiert. Das estA-Gen kann bei Verwendung entsprechender
Expressionsvektoren auch in einer Reihe von anderen Mikroorganismen {iberexprimiert werden. Beispiele
fir geeignete Wirtsorganismen sind Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, Penicillium chryso-
genum, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger und andere. So konnten z.B. das bakterielle Levanase-Gen
(aus Bacillus subtilis) in Saccharomyces cerevisiae unter der Kontrolle eines Hefepromotors (Wanker et
al., J. Biotechnol. 18:243-254, 1891) oder das bakterielle §-Galaktosidase-Gen (aus £. cofi) in filamentSsen
Pilzen wie Aspergillus nidufans (Van Gorcom et al., Gene, 40:99-106, 1885), Penicillium chrysogenum -
(Kolar et al., Gene, 62:127-134, 1988) und Aspergillus oryzae (De Ruiter-Jacobs et al., Current Genetics,
16:159-163, 1988), eine bakierielle Endoglucanase in Aspergillus nidufans (Gwynne et al., Biotechnology.
5:713-718, 1987, oder eine bakterielle Glucuronidase in Aspergilfus niger (Punt et al., J. Biotechnol. 17:19-
34, 1981) erfolgreich exprimiert werden. Das estA Gen kann auch in dem Stamm P.marginata, aus dem
das Gen isoliert wurde, oder in Mutanten davon, oder in anderen geeigneten bakteriellen Stimmen
liberexprimiert werden. Eine solche Strategie wurde z.B. zur Expression eines lipolytischen Enzyms.
durchgeflihrt (EP-A 0 334 462). Die heterologe Expression von bakteriellen Genen in fremden Bakterien-
stdmmen ist bereits flir viele Gene beschrieben worden. Zum Beispiel konnte das aus E. coli (Gram-
negativ) klonierte g-Lactamase Gen im Gram-positiven Bakterium Bacillus subtilis exprimiert und sekretiert
werden (Paiva et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 79:5582-5586, 1982).

Die erfindungsgemiBe Esterase EP10 ist in der Lage, eine groBs Anzahl verschiedener Carboxylester
zu hydrolysieren. Unter anderem k&nnen Triglyceride mit Fettsdureresten bis zu einer Kettenlinge von 10
C-Atomen gespalten werden. Weiters konnte Hydrolyseaktivitdt gegen ortho- und para-Nitrophenylester bei
denen die Fettsdurekomponente Kettenldngen bis zu 12 C-Atomen aufweisen kann, gefunden werden.

Besonders niitzlich erweist sich die erfindungsgeméBe Esterasepridparation zur schonenden und gege-
benenfalls enantioselektiven Hydrolyse von Estern von Carbonsduren mit ein bis zehn Kohlenstoffatomen
mit sekundéren Alkoholen der allgemeinen Strukur R'-CHOH-R?, wobei R! von R?2 verschieden ist und beide
fir einen verzweigten oder unverzweigten Alkylrest mit ein bis zehn Kohlenstoffatomen stehen, der auch
Doppel- oder Dreifachbindungen als Strukiurmerkmale aufweisen kann. Als Substituenten fiir R und R? sind
ein oder mehrere Halogenatome wie Fluor, Chior, Brom oder Jod, oder Hydroxygruppen, die mit Aldehyden
oder Ketonen bis maximal sechs Kohlenstoffatomen acetalisiert werden kdnnen, oder Alkoxygruppen mit ein
bis vier C-Atomen, Benzyloxygruppen, Amino- bzw. N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstofi-
atomen und ein Phenylring oder Naphthylring mdglich, der als Substituenten éin oder mehrere Hydroxy-
gruppen oder Halogenatome wie Fluor, Chior, Brom oder Jod, Alkoxygrupen mit ein bis vier Kohlenstoffato-
men, Benzyloxygruppen oder N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstoffatomen tragen kann. Die
bevorzugte Hydrolyse eines Enantiomeren aus ginem racemischen Ester eines sekunddren Alkohols mittels
Esterasen ist zwar prinzipiell bekannt, wie dies in dem Buch "Biotransformations in Preparative Organic
Chemistry”, Academic Press, 1989, auf den Seiten 32-51 beschrigben ist, die erzielten Enantiomerenlber-
schilsse sind jedoch unbefriedigend und es ist die Esterase nur in unreiner bzw. nicht definierter Form
zugénglich, wobei die Gewinnung grdBerer Mengen schwierig sein kann, wihrend das erfindungsgem#Be
Verfahren die Produktion eines genau charakterisierten Enzyms gestattet.

Weitere Substrate, die mittels der erfindungsgeméBen Esterasepréparation vorteilhaft verseift werden,
sind Ester von Carbons&uren mit ein bis zehn Kohlenstoffatomen mit bicyclischen Alkoholen mit beispiels-
weise Bicyclo[2.1.1]hexan-, Bicyclo[2.2.1]heptan- und Bicylo[2.2.2]octan- oder [3.2.1]octanstruktur, die eine
Doppelbindung aufweisen k8nnen und als weitere Substituenten ein oder mehrere Halogenatome wie Fluor,
Chlor, Brom oder Jod oder Hydroxygruppen, die mit Aldehyden oder Ketonen bis maximal sechs

- Kohlenstoffatomen acetalisiert sein kdnnen, Alkoxygruppen mit ein bis vier Kohlenstoffatomen, Benzyloxy-

gruppen, Amino- oder N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstoffatomen und einen Phenyiring
oder Naphthalinring tragen kdnnen, der als Substituenten eine oder mehrere Hydroxygruppen oder
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Halogenatome wie Fluor, Chilor, Brom oder Jod, Alkoxygruppen mit ein bis vier Kohlenstoffatomen,
Benzyloxygruppen oder N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstoffatomen tragen kann.

Als weitore Substrate sind Ester von Carbonsduren mit ein bis zehn Kohlenstoffatomen mit cis-
Cycloalkandimethanolen der aligemeinen Formel

]
HOCH3-CH-(CHg)p-CH-CH0H

zu nennen, wobei n flir eine Zahl von eins bis sechs steht, die gegebenenfalis eine Doppelbindung
enthalten und als weitere Substituenten ein oder mehrere Hydroxylgruppen tragen, die mit Alkoholen mit ein
bis sieben Kohlenstoffatomen verethert sein k&nnen sowie auch als Acetale mit Aldehyden bzw. Ketonen
mit maximal insgesamt sechs Kohlenstoffatomen vorliegen Kénnen. Sofern diese Hydrolyse die Uberfiih-
rung einer meso-Form in eine chirale Verbindung bedeutet, wird hierbei gegebenenfalls eines der enantio-
meren Produkte bevorzugt gebildet.

Weitere mégliche Substrate sind Ester von Carbons8uren der allgemeinen Formel

HOOC- CH~(CHy)p-CH-COOH,

wobei n fiir eine Zahl von eins bis sechs steht, mit Alkoholen mit maximal acht Kohlenstoffatomen, wobei
der Cycloalkanring gegebenenfalls eine Doppelbindung enthalten und als weitere Substituenten ein oder
mehrere Hydroxylgruppen tragen kann, die mit Alkoholen mit ein bis sieben Kohlenstoffatomen verethert
sein Kénnen sowie auch als Acetale mit Aldehyden bzw. Ketonen mit maximal insgesamt sechs Kohlen-
stoffatomen vorliegen knnen. Sofern diese Hydrolyse die Uberfiihrung einer meso-Form in eine chirale
Verbindung bedeutet, wird hierbei gegebenentalls sines der Enantiomeren bevorzugt gebildet.

Die enzymkatalysierte Reaktion kann auch als Umesterung geflihrt werden, indem man einen der
vorstehend genannten Alkohole in einem Enolester wie Vinylacetat oder Isopropenylacetat umsetat.

Alle genannten Produkte stellen wichtige Bausteine {lir die chemische Synthese dar.

Beispiel 1
Herstellen einer genomischen Genbank von Pseudomonas marginata ATCC 10248

Der Stamm Pseudomonas marginata ATCC 10248 zeigte bei einem Plattentest mit Tributyrin nach
Oterholm und Ordal (Journal of Dairy Science, 49:1281-1284, 1866) sehr gute Hydrolyseaktivitdt. Gesamt-
DNA dieses Stammes wurde nach der Methode von Saito und Miura (Bicchim. Biophys. Acta, 72:619-629,
1963) aus Zellen, die in LB-Medium {10 g/ Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) fir 16 Stunden bei
30°C angezlichtet wurden, isoliert. Nach partiellem Verdau dieser DNA mit der Restriktionsendonukiease
Sau3A (Boehringer Mannheim) wurden Fragmente des GrdfSenbereichs um 10 kb Uber Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und mit BamH| geschnittener, dephosphorylierter DNA des Pias-
mids pGEM-3Zf(+) (Promega, Madison, WI, U.S.A) ligiert. Nach Transformation der Ligationsprodukte in
Escherichia colf HB101 (ATCC 33649) konnte eine Genbank mit ca. 11.300 unabhangigen Klonen mit einer
durchschnittiichen Insertgréie von 9 kb erhalten werden. Die Arbeiten zur Herstellung der Genbank wurden
nach Standardmethoden der Gentechnik (Maniatis et al, Molecular Cloning A Laboratory Manual, CSH
Press, Cold Spring Harbor, NY, U.S.A., 1982} durchgefiihrt.

Beispiel 2

Isolierung eines Plasmids, das ein Esterase-exprimierendes DNA-Fragment aus P.marginata ATCC 10248
enthait

Klone der Genbank wurden auf Agarplatten (LB-Medium mit 100 mg/ Ampicilin-Na-Salz) ausplattiert,
sodaB nach Bebriitung bei 37°C flir 18 h Einzelkolonien erhalten wurden. Die Kolonien wurden auf LB-
Agarplatten mit 7 g/ Tributyrin und 100 mg/l Ampicillin repliziert. Nach 4-tigiger Inkubation bei 37°C
konnten einige Klone identifiziert werden, die einen aufgehellten Hof um die jeweils angewachsene Kolonie
zeigten. Aus zwei ausgewihiten Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert (Birnboim und Doly, Nucleic Acids
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Research, 7:1513-1523, 1979), mit verschiedensten Restriktionsendonukleasen (Hindlll, Sacl, Ncol, Xbal,
Smal, Kpnl und Miut) geschnitten und die insertgriBe bestimmt sowie Restriktionskarten erstellt. Die zwei
aus diesen Klonen isolierten Plasmide wurden pGSP10 (InsertgroBe ca. 5,2 kb) und pGSP11 (Insertgrdfe
ca. 8,4 kb) genannt. Restriktionskarten dieser Plasmide sind in Figur 1 gezeigt. Dabei sind die Vektoranteile
durch diinne Linien dargestelit. Die schwarzen und schaitierten Segmente reprasentieren klonierte DNA aus
P. marginata, wobei die schwarzen Segmente fiir die Esterase-Aktivitdt essentielle Bereiche darstellen. Aus
der Lage der Restriktionsschnitte konnte ersehen werden, daB beide Plasmide zum Teil gleiche Fragmente
aufwiesen. Mit Hilfe von DNA-DNA Hybridisierungsexperimenten (Southern, J. Mol. Biol., 98:503-507, 1975),
bei denen mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnittene DNA eines Plasmids mit DNA des jeweili-
gen anderen Plasmids als Probe hybridisiert wurde, konnten homologe Bereiche auf beiden Plasmiden
nachgewiesen werden. Simultan dazu wurde bei diesen Experimenten auch chromosomale DNA von
P.marginata ATCC 10248, geschnitten mit der Restrikiionsendonuklease BamHl, auf das Vorhandensein
von zu den Inserts in den Plasmiden pGSP10 und pGSP11 homologen Bereichen untersucht. Dabei konnte
verifiziert werden, daB die klonierten Inserts in pGSP10 und pGSP11 aus P.marginata stammen. Weiters
konnte durch Deletion der beiden Sacl-Sacl Fragmente von pGSP10 bzw. der beiden Miul-Miul Fragmente
und des angrenzenden MJul-Hindll Fragments von pGSP11 gezeigt werden, da die genetische Information
fiir die Esterase in den auf den Plasmiden pGSP10 und pGSPT1 gemeinsam vorhandenen DNA-Abschnit-
ten lokalisiert ist. Aufgrund der Tatsache, da8 pGSP10 und pGSP11 das gleiche, flir Esterase kodierende
DNA-Fragment enthalten, wurde in weiterer Folge nur mehr mit dem Plasmid pGSP10 weitergearbeitet.

Beispiel 3
Eingrenzung des minimal notwendigen DNA-Bereichs zur Expression einer funktionellen Esterase

Das Plasmid pGSP10 enthilt ein ca. 5,2 kb groBes DNA-Insert aus AP.marginata ATCC 10248.
Basierend auf den kartierten Restriklionsschnitistellen wurden Deletions- und Subklonierexperimente unter
Verwendung von Standardmethoden {Maniatis et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, CSH Press,
Cold Spring Harbor, NY, U.S.A., 1982) durchgefiihrt. Zur Subklonierung wurde der Vektor pGEM-7Zf(+)
(Promega, Madison, Wi, U.S.A.) verwendet. Alle entstandenen Plasmide wurden in £.cofi HB101 transfor-
miert und die entsprechenden Transformanten auf LB-Agar mit 7 g/l Tributyrin und 100 mg/l Ampicillin auf
Esteraseaktivitit getestet. Aus diesen Experimenten konnte letztlich ein Plasmid erhalten werden, daB nur
mehr ein etwa 1,8 kb groBes DNA-Fragment aus P.marginata enthilt und E.coli HB101 einen Esterase-
positiven Phanotyp verleiht. Dieses Plasmid wurde pGSP10A0 genannt. Das in pGSP10A0 enthaltene DNA-
Fragment wurde noch Uber Xbal-Sacl aus dem Plasmid pGSP10 ausgeschnitten, die Enden wurden mit
DNA-Polymerasel Klenow-Fragment und dNTP aufgefllit und anschlieBend {ber "blunt-end™ Ligation in
Smal geschnittene, dephosphorylierte DNA des Plasmids pGEM-7Zf(+) eingebaut. Das resultierende
Plasmid (pGSP10AAQ) vermittelt nach Transformation in E.colf HB101 ebenfalls Esterase-positiven Phénot-
yp. Restriktionskarten dieser beiden Plasmide sind in Figur 2 gezeigt, wobei das schwarze Segment den fUr
die Esterase kodierenden Bersich reprdsentiert. Die in Figur 2 benutzten Abklrzungen bedeuten: f1,
Replikationsursprung des Phagen f1; bla, g-Laktamase Gen; Ori, Replikationsursprung des Vektors; lacZ,
zur a-Komplementation befihigtes Fragment des E. coli facZ Gens.

Ausgehend von diesen beiden Plasmiden (pGSP10AO und pGSP10AAQ) wurde 'das 1,8 kb DNA-Fragment
von beiden Seiten mit Hilfe von Exonukleaselll-Nukiease S| schrittweise verklirzt (Henikoff, S., Gene,
28:351-350, 1984). Dazu wurde ein Reagentienkit der Fa. Promega (Erase-a-Base System, Katalog Nr.
E5750) unter Einhaltung der beigefiigten Arbeitsvorschrift verwendet. Das Plasmid pGSP10AQ wurde vorher
mit Kpnl und Hindlll vollsténdig geschnitten. Nach dem Verdau mit Exonukleaselll-Nuklease S1 wurde zur
Rezirkularisierung eine "blunt-end™ Ligation durchgefiihrt und die DNA in E.coli HB101 transformiert. Aus
erhaltenen Transformanten (selektioniert auf LB-Agar mit 100 mg/l Ampicillin) wurde Plasmid DNA isoliert
(Birnboim und Doly, Nucleic Acids Res., 7:1513-1523, 1978) und mit Restriktionsschnitten und Agarosege-
len (0,7%) die GroBe des jeweils enthaltenen Inserts ermittelt. Zur Erzeugung von fortschreitenden
Deletionen am anderen Ende des Fragments wurde das Plasmid pGSP10AAQ mit den Restriktionsendonu-
kleasen Sacl und Hindlll geschnitten. In diesem Fall wurden nach dem Exonukleaselll-Nuklease 81 Verdau
und Erzeugung von "biunt-ends” mit Klenow-Fragment phosphorylierte Saci-Linker (8-mer Oligonukleotid,
5'CGAGCTCG 3') im Zuge der Rezirkularisierung durch Ligation eingebaut. Die entstandenen Deletionskio-
ne wurden dann durch Restriktionsanalyse charakterisiert.

Es wurden auf diese Weise insgesamt 23 Delefionskione mit unterschiedlich fortschreitenden Deletionen
erhalten. Zusitzlich wurden unter Benutzung bereits bekannter Restriktionsschniitstellen zwei weitere
Deletionsklone konstruiert, um eine bessere Abstufung zu erhalten. Alle Klone wurden anschlieBend auf LB-
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Agar mit 7 g/t Tributyrin und 100 mg/ Ampicillin auf Esterase-Aktivitit untersucht. Mit diesen Daten konnte
der fur die Esterase essentielle DNA-Bereich auf etwa 1,37 kb eingegrenzt werden. Eine Zusammenstellung
der Deletionsgrenzen in den einzeinen Klonen ist in Figur 3 gezeigt. Die Pfeile geben dabei die Orientierung
fir die Sequenzierung an. Die mit unterbrochenen Pieilen dargestellten Derivate wurden durch Konstruktion
mittels vorhandener Restriktionsschnittstellen erhalten. Die Esteraseaktivitdt der einzelnen Klone (Tributyrin-
Plattenassay) ist mit +/- bei den einzelnen Klonen angefiihrt. Die unterhalb aufgelisteten Zahlen geben die
Lage der Dsletionsendpunkte in Basenpaaren (bp) bezliglich der in Figur § gezeigten Nukleotidsequenz an.

Beispiel 4

Identifizierung von kodierten Polypeptiden auf dem 1,8 kb Fragment von pGSP10A0 und Feststellung der
Transkritionsrichtung flr die Expression der Esterase

Zur Identifizierung von kodierten Polypeptiden wurde das Maxicell-System (Stoker et al., In vivo Gene
Expression Systems in Prokaryotes, in: Hames und Higgins, eds. Transcription and Translation, IRL Press,
Oxford, 1984, pp. 153-177) eingesetzt. Dazu wurde das Plasmid pGSP10AQ in den Stamm £.coli CSR603
transformiert. Die Durchfiihrung erfolgte wie bei Stoker et al. (siehe oben) beschrieben. Die Markierung von
synthetisierten Polypeptiden erfolgte mit 35S-Methionin (Amersham, UK). Die Proteine wurden durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (12 % Acrylamid) und anschlieBender Fluorographie analysiert (Apparatur
"Mini-Protean 1I", Fa. Biorad). Zur Kontroile wurden der plasmidfreie Stamm E.cofi CSR603 sowie Trans-
formanten mit dem leeren Vektor pGEM-7Zf( +) eingesetzt. Bei diesen Experimenten konnten zwei fur das
Plasmid pGSP10 AQ spezifische Folypeptlde mit Molekulargewichten von ca. 40 kDa und ca. 37 kDa
identifiziert werden. _

Zur Feststellung der Transkriptionsrichtung wurde das flir die Esterase kodierende ca. 1.8 kb DNA-
Fragment als Sacl-Hindlll Fragment aus pGSP10 ausgeschnitten und in die Expressionsvektoren pJF119EH
und pJF119HE (Flrste et al., Gene 48:119-131, 1886) einkloniert. Die resuitierenden Plasmide pGSP10EH
und pGSP10HE sind in Figur 4 schematisch dargestelit. Das starke schwarze Segment stellt jeweils den flr
die Esterase kodierenden Bereich dar. Die Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an, die folgenden
Abkilirzungen bedeuten: Py, tac-Promoter; yrnB, Terminator; laclg, Gen fir Lac-Repressor; Ori, Replika-
tionsursprung; bla, 8-Laktamase Gen.

Die Plasmide pGSP10EH und pGSP10HE wurden in E.coli HB101 transformiert und die erhaltenen
Transformanten auf Esteraseaktivitit getestet. Dazu wurden die Stdmme auf LB-Agar mit 7 g/ Tributyrin
und 100 mg/l Ampicillin, sowie auf den gleichen Medien mit zusétzlich 1 mM Isopropyl-8-D-Thiogalaktopy-~
ranosid (IPTG) ausgestrichen, und die Bildung von Aufkldrungshdfen nach inkubation der Platten bei 37°C
fur 40 Stunden untersucht. Dabei zeigte sich, daB nur die Klone mit pGSP10HE bei Induktion mit IPTG
Esterase-Aktivitdt aufwiesen. Somit konnte die Orientierung des Esterase-Gens zum induzierbaren tac-
Promoter, wie in Figur 4 eingezeichnet, festgelegt werden.

Beispiel 5

Sequenzierung des Esterase-Gens aus Pseudomonas marginata ATCC 10248

Die Nukleotidsequenz des gesamten im Plasmid pGSP10AQ enthaltenen, ca. 1,8 kb groBen DNA-
Fragments aus P.marginata wurde nach der Methode von Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,,
74:5463-5467, 1977) ermittelt. Als Basis dienten die in Beispiel 3 angeiiihrten Deletionsklone. Dabei wurde
sowohl Doppelstrang-DNA als auch Einzelstrang-DNA als Vorlage benutzt. Zur Durchfiihrung der Sequenz-
rektionen wurden Reagentiensysteme mit T7-DNA Polymerase (Promega) und Tag-DNA Polymerase
(Promega oder Boehringer Mannheim) verwendet. Es wurden die M13/pUC Universalprimer (Reverse und
Forward) verwendet. Die Markierung erfolgte mit «3S-dATP (Amersham, UK). Die Sequenzreakiionen
wurden entsprechend den Angaben der Herstellerfirmen durchgeflhrt. Zur Aufldsung von ausgeprégten
Sekundérstrukturen wurde teilweise 7-deaza-dGTP anstelle von dGTP verwendet und die Sequenzreaktio-
nen teilweise bei htheren Temperaturen durchgefiihrt. Fiir die Herstellung der denaturierenden (Harnstoff)
Polyacrylamid-Gele und die Durchfiihrung der Elektrophorese wurde das "Macrophor™ System der Fa. LKB
(Schweden) verwendet. Die Sequenzgele wurden nach dem Trocknen auf Hyperfilm MP (Amersham, UK)
flir 24 - 72 h bei Raumtemperatur exponiert. Die aus den Autoradiogrammen erhaltenen Sequenzdaten
wurden mit dem "Gene Master” System (Biorad, U.S.A.) aufgearbeitet. Die gesamte Nukleotidsequenz des
in pGSP10A0 enthaltenen DNA-Fragments ist in Figur 5 gezeigt. Eine mdgliche Ribosomenbindestelle (S/D)
ist unterstrichen, der postulierte Translationsstart (ATG) und der Translationsstop (TAA) sind eingerahmt.
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Eine Repeatstrukiur, die fUr die Termination der Transkription in Frage kommen kdnnte, ist mit Pfeilen
unterhalb der Sequenz gekennzeichnet.

Eine Analyse dieser Sequenz ergab einen offenen Leserahmen fUr das estA Gen in der ermittelten
Transkriptionsrichtung, beginnend mit einem ATG bei Position 329 und endend mit einem TAA-Stoppkodon
bei Position 1466. Dieser Leserahmen kodiert somit flir ein Peptid von 379 Aminosduren. Das emechnete
Molekulargewicht fiir das gesamte EstA-Peptid betrégt ca. 38,3 kDa. Die aus der ermittelten DNA-Sequenz
abgeleitete Aminosduresequenz fiir das Genprodukt des estA Gens, der Esterase EP10, ist ebenfalls in
Figur 5 gezeigt.

Die Analyse der Peptidsequenz der Esterase EP10 hinsichtlich einer mdglichen Signalsequenz ergab
entsprechend den Kriterien von Von Heijne (J. Mol. Biol., 184:98-105, 1985; Nucleic Acids Res., 14:4683-
4890, 1986;) eine gute Wahrscheinlichkeit flir das Vorhandensein einer Signalsequenz am N-Terminus des
EstA-Peptids. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Figur 6 gezeigt. Die potentielle h-Region ist unterstri-
chen, mogliche Spalistellen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Zeichen lber den Aminosduren bsdeu-
ten: h, hydrophob; p, polar; +, positiv geladen; -, negativ geladen.

Eine Abspaltung des Signalpeptids an einer der beiden mdglichen Spaltstellen wiirde ein um etwa 3 ~ 3,6
kDa verkiirztes Protein ergeben. In den Maxicellexperimenten (Beispiel 4) wurden zwei Polypeptide mit
einer GroBe von ca. 40 kDa bzw. 37 kDa aufgefunden. Dies korreliert sehr gut mit den berechneten Grd8en
fuir das unprozessierte und das prozessierte EstA-Polypeptid.

Beispiel 6

Herstellung von Esterase EP10 Préparationen durch Uberexpression des esfA Gens in Escherichia coli
Das in Beispiel 4 beschriebene Plasmid pGSP10HE, bei dem das estA Gen von P.marginata unter der
Kontrolle des induzierbaren tac-Promotors steht, wurde in E.coli HB101 transformiert. Eine entsprechende
Transformante wurde nach Verifizierung flir Expressionsexperimente verwendet. Es wurden verschiedene
Medien, Induktorkonzentrationen und Induktionszeiten verwendet. Die Zellen wurden nach Anzucht in
Schittelkulturen (100 mi) bei 37°C und 160 Upm jewsils nach Ende der entsprechenden Inkubations- und
Induktionszeit durch Zentrifugation geemtet, in jeweils 1 ml 100 mM Tris-HC!, pH 7,0 aufsuspendiert und
mit einem Ultraschalidesintegrator (Labsonic 2000, Fa. Braun oder 250 Sonifier, Fa. Branson) unter
Eiskiihlung aufgeschlossen. Die Aktivitit an Esterase EP10 wurde mit einem photometrischen Test unter
Verwendung von o-Nitrophenylbutyrat als Testsubstrat (siehe Beispiel 7) ermittelt.
Eine Zusammensteliung der bei diesen Versuchen eingesetzten Bedingungen und der erhaltenen Ergebnis-
se ist in den Tabellen 1-3 zusammengestellt.
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Aus diesen Ergebnissen kann ersehen werden, da8 die Aktivitdt (Gesamtaktivitdt und spezifische
Aktivitat) an Esterase EP10 in den Zellysaten durch geeignete MaBnahmen betréchtlich erhSht werden
kann.

Entsprechend diesen Ergebnissen k8nnen Esterase EP10 Enzympréparationen mit hohen Aktivitdten
routinemaBig nach bereits bekannten Methoden, aber auch folgendermaBen hergestellt werden: Zellen von
E.coli HB101 (pGSP10HE) werden in MS-Medium (Miller, Experiments in Molecular Genetics, CSH
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1972) mit Glukose (10 g/l), Hefeextrakt (5 g/l), Casaminos&uren (Difco,
5 g/l) und 2 mi! Spurenelementeldsung SL-6 (Pfennig und Lippert, Arch. Mikrobiol., §5:245-258, 1966)
sowie Ampicillin-Na Salz (100 mg/ml) bei 37°C bis zur spéten exponentiellen Phase angeziichtet. Anschlie-
Bend wird IPTG (0,05 mM) zugesetzt und die Kultur flir weitere 4 h unter denselben Bedingungen weiter
inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend durch Zentrifugation geemtet, in 100 mM Tris-HCI, pH 7,0
aufsuspendiert (1 mi pro 100 mi urspriingliches Kulturvolumen) und mit Ultraschall flir 15 s bei ca. 90 Watt
(250 Sonifier, Branson) unter Eiskiihlung aufgeschlossen. Das auf diese Weise hergestellte Zellysat kann
direkt als Enzympréparation eingesetzt werden. Dieses Lysat kann auch getrocknet werden (z.B. durch
Lyophilisation oder Spriihirocknung). Im Falle der Trocknung durch Lyophilisation wurde festgestelit, da8
praktisch kein Aktivitdtsverlust auftritt. Die Lagerung von flissigen und getrockneten Enzympriparationen
kann problemlos durch Einfrieren, etwa bei minus 20°C, erfolgen.

Diese in den Tabellen 1-3 zusammengefaBten Experimente stellen eher orientierende Versuche dar. Es ist
durchaus denkbar, durch weitere Optimierungen der Medien, der Ziichtungsbedingungen und der Induk-
tionsbedingungen entsprechend allgemein {iblicher Strategien weitere betrichtliche Steigerungen in der
Menge bzw. Aktivitdt an Esterase EP10 in Zellysaten zu erzielen. Flr die technische Produktion von
Enzympréparationen mit Esterase EP10 Aktivitdt mit E.coli Wirtsystemen ist der Einsatz von weiteren
Expressionsvektoren auf der Basis anderer Promotoren (Balbas und Bolivar, Design and Construction of
Expression Plasmid Vectors in Escherichia coli, in: Goeddel, ed., Gene Expression Technology, Methods in
Enzymology, Vol 185, Academic Press, San Diego, CA, New York, 1980) eventuell vorteilhafter. Auch die
Verwendung anderer E.coli Wirtstimme kann bessere Ergebnisse bringen.

Auf die mdgliche Verwendung anderer Organismen als Wirte zur Produktion der Esterase EP10 wurde
bereits hingewiesen.

Beispiel 7
Hydrolyse von Nitrophenyl-Carbonsgureestern mit Esterase EP10 Préparationen

Zur Feststellung von Préferenzen hinsichtlich der Hydrolyse verschiedener Nitrophenylester Verbindun-

gen wurden ortho- und para-Nitrophenylester mit Carbonsduren unterschiedlicher Kettenldnge mit Esterase
EP10 Prédparationen (siche Beispiel 6) versetzt. Dazu wurde folgender Testansatz (1 mi Gesamtvolumen)
durchgeflihrt (in Kvetten mit 1 cm Schichtdicke): .
Unverdiinntes oder entsprechend verdiinntes Esterase EP10 - aktives Zellysat (1 - 20 Mikroliter) wurden in
100 mM Tris-HCI, pH 7,0 vorgelegt. Das Substrat (Stammidsung in Ethanol) wurde jeweils zu einer
Endkonzentration von 4 mM zugesetzt (maximal 100 Mikroliter). Der Ansatz wurde bei 30°C inkubiert und
die Extinktionszunahme pro Zeiteinheit bei 420 nm ermittelt. Basierend auf den” molaren Extinktionskoeffi-
zienten flir ortho-Nitrophenol (1,26 ml/mMolicm) oder para-Nitrophenol (3,89 miUmMollcm) konnten die
Enzymaktivitdten hinsichtlich der verschiedenen Substrate bestimmt werden. 1 Unit entspricht dabei jener
Esterasektivitdt, bei der pro Minute 1 mMol ortho- bzw. para-Nitropheno! freigesetzt wird. Die mit verschie-
denen o-Nitrophenyl- und p-Nitrophenyl-Carbonsdureestem erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusam-
mengestelit.

11
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Zur Bestimmung der Aktivitdit verschiedener Enzympréparationsn wurden routineméBig Testansétze,
wie oben beschrieben, durchgefiihrt, wobei einheitlich o-Nitrophenylbutyrat als Substrat eingesetzt wurde.

Beispiel 8
Hydrolyse von Triglyceriden mit Esterase EP10 Préparationen

Die Fihigkeit von Esterase EP10 Priparationen zur Hydrolyse von Triglyceriden mit verschieden
langen Fettsdureketten wird mittels eines Agardiffusionstests festgestelit. Dazu wird LB-Agarmedium (10 g/l
Trypton, 5§ ¢/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/ Agar) mit 3 g/l des zu untersuchende Triglycerids versetzt.
Nach dem Autoklavieren (20 min, 121°C) wird das Medium auf ca. 600C abgekUhit, mit 100 mg/ Ampicillin-
Na Salz und 25 mg/l Chloramphenicol versetzt und anschlieBend fir 30 s mit dem Ultra Turrax T25 bei
24,000 Upm homogenisiert. AnschlieBend wird das Medium in sterile Petrischalen ausgegossen (je 25 mi).
Aus den so hergesteliten, aufgrund der fein emulgierten Triglyceride triiben Agarplatten, werden nun mit
einer sterilen Pasteurpipette feine zylinderférmige Stlicke ausgestochen. In die entstehenden Ldcher
kdnnen nunmehr bis zu 20 Mikroliter Enzympriparat eingefiillt werden. Neben Enzympriparationen von
Esterase EP10 (Herstellung siche Beispiel 6), werden zum Vergleich auch Esterase aus Rattenleber (Fa.
Sigma) und Lipase aus Candida cylindracea (Typ Vil Fa. Sigma) aufgetragen. Von diesen Enzymen wird
standardmiRig je 1 Unit (flir die Esterasen bezogen auf o-Nitrophenylburyrat) aufgetragen und die Platten
bei 37°C bis zum Sichtbarwerden von Aufklarungszonen um die Auftragestellen (Ublicherweise fiir 3 bis 8
Tage) inkubiert. Aus der GrdBe der Aufklarungshdfe und aus der Intensitdt der Aufklarung kann halbquanti-
tativ auf die Aktivitdt der Esterasepriparationen bzw. der Vergleichsenzyme geschlossen werden. In Tabelle
5 sind die entsprechenden Daten flir die Hydrolyse von Triglyceriden mit Fetisduren einer Kettenlinge von
4 bis 10 C-Atomen zusammengestellt. Daraus kann ersehen werden, daB die Esterase EP10 im Vergleich
zur Rattenleber-Esterase bessere Aktivitdten zeigt.

Tabelle 5
Hydrolyse von Triglyceriden, deren Fetisdurekomponenten verschiedene Kettenldngen (C2-C12)
aufweisen, mit Esterase EP10, Rattenleber-Esterase und Lipase (aus Candida cylindracea).
Enzym c2 cé c8 c10 Cci2
Lipase (C. + A4+ + + 4+ ++ 4 4+ 4+
cylindracea)
Rattenleber-Esterase + 4+ 4+ + + + - .
Esterase EP10 4+ ++4+ +++ + + 4+ + -
Beispiel 8

cis-4-Cyclohexen-1,2-dimethanoldiacetat wird in 0.1 molarem Natriumdihydrogenphosphatpuffer vom
pH-Wert 7.5 suspendiert (15 m! pro Millimol Substraf) und nach Zugabe einer Esterase EP10 Préparation
(1000 Units pro Millimol Substrat) mechanisch geschittelt und der Umsatz chromatographisch verfoigt.
Nach acht Stunden Reaktionszeit ist hauptséchiich Monoacetat gebildet worden.

Beispiel 10

In gleicher Weise wie bei Beispiel 9 wird 1-Octylpropinylacetat mit einer Esterase EP10 Préparation
umgesetzt. Nach 12 Stunden Reaktionszeit ist 50% Undec-1-in-3-ol gebildet worden.

Beispiel 11
In gleicher Weise wie bei Beispiel 9 wird racemisches (Z)-1-Ethinyl-2- methyl-2-pentenylacetat mit einer
Esterase EP10 Priparation umgesetzt. Nach 5 Stunden Reaktion ist 50% (Z)-4-Methylhept-1-in-4-en-3-ol

mit einem EnantiomereniiberschuB von 84% gebildet worden. Der EnatiomereniiberschuB des nicht hydro-
lysierten Esters betrdgt 86%.

13



10

75

20

25

30

35

40

. 45

50

55

AT 399 886 B

Beispiel 12

Undec-1-in-3-0! wird in Vinylacetat geldst (10 ml pro Millimol Substrat) und nach Zugabe einer
lyophilisierten Esterase EP10 Priparation (10000 Units pro Millimol Substrat) mechanisch geschittelt und
der Umsatz chromatographisch verfoigt. Die Bildung von 1-Octylpropinylacetat erfoigt in den ersten
Stunden rasch, spiter langsam. Nach 80 Stunden Schiltteln ist das ganze Ausgangsmaterial umgesetzt.
Aus dem Ergebnis kann gefolgert werden, daB die Esterase EP10 Péparation einen leistungsféhigen
Katalysator flir die Umesterung zwischen Undec-1-in-3-0l und Vinylacetat darstellt.

Beispiel 13

In gleicher Weise wie bei Beispiel 12 wird racemisches (Z)-4-Methylhept-1-in-4-en-3-ol mit Vinylacetat
und einer lyophilisierten Esterase EP10 Priparation umgesetzt. Nach 60 Stunden ist etwa 50% (Z)-1-
Ethinyl-2-methyl-2-pentenylacetat gebildet worden, was auf eine Enantioselektion aus der Racemform
hinweist.

Beispiel 14

In gleicher Weise wie bei Beispiel 12 wird 2-Octanol mit Vinylacetat und einer lyophilisierten Esterase
Ep10 Praparation umgesetzt. Nach 60 Stunden ist etwa 50% 1-Methyl-heptylacetat gebildet worden, was
auf eine Enantioselektion aus der Racemform hinweist.

" Beispiel 15

In gleicher Weise wie bei Beispiel 12 wird endo-Bicyclo[2.2.1] hept-5-en-2-0l mit Vinylacetat und einer
lyophilisierten Esterase EP10 Priparation umgesetzt. Die Bildung von endo-Bicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-
ylacetat erfolgt in den ersten Stunden rasch, spater langsam. Nach 60 Stunden Schiitteln ist das ganze
Ausgangsmaterial umgesetzt. Aus diesem Ergebnis kann gefolgert werden, daB die Esterase EP10 Prépara-
tion einen leistungsfdhigen Katalysator fiir die Umesterung zwischen endo-Bicyclo- [2.2.1]hept-5-en-2-ol mit
Vinylacetat darstelit.

Beispiel 16

in gleicher Weise wie bei Beispiel 9 wird racemisches endo-Bicycio[2.2.1] hept-5-en-2-ylacetat mit einer
Esterase EP10 Préparation umgesetzt. Nach 18 Stunden ist 60% Umsatz festzustellen. der Enatiomeren-
{iberschuB des nicht hydrolysierten Esters betrdgt 15%.
Beispiel 17

In gleicher Weise wie bei Beispiel 16 wird racemisches endo-Bicyclo[2.2.1] hept-5-en-2-ylbutyrat
eingesetzt. Es wird ein analoges Ergebnis wie bei Beispiel 16 erhalten.

Beispiel 18

In gleicher Weise wie bei Beispiel 16 wird racemisches endo-Bicyclo[2.2.1] hept-5-en-2-yloctanoat
eingesetzt. Es wird ein analoges Ergebnis wie bei Beispiel 16 erhalten.

Patentanspriiche

1. Protein, dadurch gekennzeichnet, daB es esterolytische Eigenschaften besitzt und die in Figur S
gezeigte Aminosduresequenz aufweist.

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es auf einem ca. 1,8 kb grofien Sacl-Sau3Al
DNA-Fragment aus Pseudomonas marginata ATCC 10248, dessen Nukleotidsequenz in Figur 5
gezeigt ist, kodiert ist.

3. Protein, dadurch gekennzeichnet, da8 von einem Protein nach einem der Anspriiche 1 und 2 die
potentielle N-terminale Signalsequenz entsprechend Figur & abgespalten ist.
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Protein, dadurch gekennzeichnet, daB der N-Terminus von einem Protein nach einem der Anspriiche
1 bis 3 entsprechend den natiirlich vorkommenden Mechanismen, vorzugsweise durch Abspaltung
einer oder mehrerer Aminosduren, modifiziert wurde.

Protein, dadurch gekennzeichnet, daB es Esterasefunktion aufweist und eine Teilsequenz von einem
Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 4 enthilt.

DNA Molekiil, das flir ein Protein mit Esteraseaktivitidt kodiert und die in Figur 5 gezeigte Nukleotidse-
quenz aufweist.

DNA Molekiil nach Anspruch 6, das fiir ein Protein mit Esteraseaktivitdt nach den Anspriichen 1 bis 5
kodiert und eine Teilsequenz der in Figur 5 gezeigten Nukleotidsequenz aufweist.

In Escherichia coli kloniertes und exprimiertes DNA Molekiil nach den Anspriichen 6 und 7.

Durch gentechnische Methoden hergesteliter Mikroorganismenstamm, der ein DNA Molekil nach einem
der Anspriiche 6 bis 8, welches fiir ein Protein mit Esteraseaktivitidt nach einem der Anspriiche 1 bis &
kodiert, enthilt.

Durch gentechnische Methoden hergestellter Mikroorganismenstamm nach Anspruch 8, dadurch
gekennzeichnet, daB der zur Herstellung verwendete Ausgangsstamm den Bakterien zuzuordnen ist.

Durch gentechnische Methoden hergesteliter Mikroorganismenstamm nach Anspruch 9, dadurch
gekennzeichnet, daB die zur Herstellung verwendste rekombinante DNA das Plasmid pGSP10HE ist.

Durch gentechnische Methoden hergestellter Mikroorganismenstamm nach Anspruch 9, dadurch
gekennzeichnet, daB er unter Verwendung von Escherichia coli HB101 und dem Plasmid pGSP10HE
hergestellt wurde.

Verfahren zur Herstellung einer Proteinprdparation, die ein Protein mit esterolytischer-Aktivitdt nach
einem der Anspriiche 1 bis 5 enthidlt, dadurch gekennzeichnet, daB ein nach einem der Anspriiche 9
bis 12 durch gentechnische Methoden hergesteliter Mikroorganismenstamm geziichtet und dabei das
Protein mit esterolytischer Aktivitdt gebildet wird.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennéeichnet, daB zur Herstellung der Stamm Escherichia
coli HB101, der das Plasmid pGSP10HE trégt, verwendet wird.

Enzympréparation mit esterolytischer Aktivitdt, dadurch gekennzeichnet, das sie ein Protein nach
einem der Anspriiche 1 bis 5 enthdlt und entweder die gesamte oder einen Teil einer Mikroorganis-
menkultur, die mit einem Verfahren nach einem der Anspriiche 13 und 14 erhalten wird, darstelit.

Enzympréparation mit esterolytischer Aktivitdt nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da3 sie
aus den aus der Kultur abgetrennten Mikroorganismenzellen in feuchter oder getrockneter Form
besteht.

Enzympréparation mit esterolytischer Aktivitdt nach den Anspriichen 15 oder 16, dadurch gekenn-
zeichnet, daB sie aus dem feuchten oder trockenen Zellhomogenat der aus der Kuitur abgetrennten
und aufgeschlossenen Mikroorganismenzellen besteht.

Enzympraparation mit esterolytischer Aktivitdt nach den Anspriichen 15 oder 16, dadurch gekenn-
zeichnet, daB sie aus dem Kulturiiberstand oder einem Konzentrat oder einem Prézipitat davon oder
einem durch Trocknung des Kulturiiberstands gewonnenen Préparat besteht.

Enzymprdparation mit esterolytischer Aktivitdt nach den Anspriichen 15 oder 16, dadurch gekenn-

zeichnet, daB sie aus einem Konzentrat oder einem Prizipitat der Mikroorganismenkultur oder aus
einem durch Tracknung der Kultur gewonnenen Prdparat besteht.
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Enzympriparation mit esterolytischer Aktivitit, dadurch gekennzeichnet, da8 ausgehend von einer
Enzympriparation nach einem der Anspriiche 15 bis 19 eine Anreicherung an Esterase durchgefiihrt
wurde.

Enzympriparation mit esterolytischer Aktivitdt nach den Ansprlichen 15 bis 20, dadurch gekenn-
zeichnet, daB der Anteil an Esterase-aktivem Protein zwischen 0,1 % und 99,9% des Gesamtproteins
betragt.

. Verfahren zur enzymatischen Hydrolyse von Carbons3ureesterverbindungen, dadurch gekennzeich-

net, da ein Protein mit esterolytischer Aktivitdt nach einem der Ansprliche 1 bis 5 als Katalysator
singesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein mit esterolytischer Aktivitdt
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 als Katalysator zur enzymatischen Hydrolyse von Carbonsdure-
Glycerinestern, vorzugsweise mit Kettenldngen der Sdurekomponenten von 4 bis 10 C-Atomen,
eingesetzt wird

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein mit esterolytischer Aktivitat
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 als Katalysator zur enzymatischen Hydrolyse von Nitrophenyl-
Carbonsdureestern, vorzugsweise mit Ketieniingen der Sdurekomponenten von 2 bis 10 C-Atomen,
eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein mit esterolytischer Aktivitat
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 als Katalysator zur enzymatischen Hydrolyse von Carbons&uree-
stern sekundérer Alkohole eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, da8 es sich um Ester von Alkoholen der
allgemeinen Formel R'-CHOH-R? mit Carbonsduren mit ein bis zehn Kohlenstoffatomen handelt, die in
racemischer Form vorliegen, wobei eines der Enantiomeren bevorzugt hydrolysiert werden kann und
wobei R von R2 verschieden ist und beide fiir einen unverzweigten oder verzweigten Alkylrest mit ein
bis zehn Kohlenstoffatomen stehen, wobei diese Reste auch Doppel- oder Dreifachbindungen als
Strukturelemente aufweisen kdnnen und wobei als Substituenten fiir R und R2 ein oder mehrere
Halogenatome, wie Fluor, Chlor, Brom oder Jod, oder Hydroxygruppen, die mit Aldehyden oder
Ketonen bis maximal sechs Kohlenstoffatomen acetalisiert sein kénnen, Alkoxygruppen mit ein bis vier
Kohlenstoffatomen, Benzyloxygruppen, Amino- oder N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlen-
stoffatomen und ein Phenylring oder Naphthylring, der als Substituenten ein oder mehrere Hydroxy-
gruppen oder Halogenatome wie Fluor, Chlor, Brom oder ‘Jod, Alkoxygruppen mit ein bis vier
Kohlenstoffatomen, Benzyloxygruppen oder N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstoffato-
men tragen kann, vorkommen kdnnen.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um Ester von Carbonsduren mit
ein bis zehn Kohlenstoffatomen mit bicyclischen Alkoholen mit Bicycio[2.1.1]hexan-, Bicyclo[2.2.1}-
heptan- und Bicyclo[2.2.2]- oder [3.2.1]octanstruktur handelt, die eine Doppelbindung tragen k&nnen
und als weitere Substituenten Halogenatome wie Fluor, Chlor, Brom oder Jod, ein oder mehrere
Hydroxygruppen, die mit Aldehyden oder Ketonen bis maximal sechs Kohlenstoffatomen acetalisiert
sein kdnnen, Alkoxygruppen mit ein bis vier Kohlenstoffatomen, Benzyloxygruppen, Amino- oder N-
Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstoffatomen und einen Phenyling oder Naphthylring
tragen kdnnen, der als Substituenten ein oder mehrere Hydroxygruppen oder Halogenatome wie Fluor,
Chlor, Brom oder Jod trigtoder daB als weitere Substituenten Alkoxygruppen mit ein bis vier
Kohlenstoffatomen, Benzyloxygruppen oder N-Acylaminogruppen mit zwei bis sieben Kohlenstoffato-
men vorgesehen sind, wobei eines der enantiomeren Produkte bevorzugt gebildet werden kann.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um Ester von Carbons&uren mit
ein bis zehn Kohlenstoffatomen der allgemeinen Formel
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HOOC-CH-(CHy)p-CH-COOH

mit cis-Cycloalkandimethanolen handelt, wobei n flir eine Zahl von eins bis sechs steht, die gegebe-
nenfalls eine Doppelbindung enthalten und als weitere Substituenten ein oder mehrere Hydroxylgrup-
pen tragen, die mit Alkoholen mit ein bis sieben Kohlenstoffatomen verethert sein kdnnen sowie auch
als Acetale mit Aldehyden bzw. Ketonen mit maximal insgesamt sechs Kohlenstoffatomen vorliegen
kdnnen, wobei, sofern die enzymatische Hydrolyse der Uberfiihrung einer meso-Form in eine chirale
Verbindung entspricht, eines der enantiomeren Produkte bevorzugt gebildst werden kann.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB ein Ester von Carbonsduren der
allgemeinen Formel

HOOC-CH-(CHjp),,-CH-COOH,

wobei n fiir eine Zahl von eins bis sechs steht, mit Alkcholen mit maximal acht Kohlenstoffatomen,
wobei der Ring gegebenenfalls eine Doppelbindung enthalten und als weitere Substituenten ein oder
mehrere Hydroxylgruppen auftreten knnen, die mit Alkcholen mit ein bis sieben Kohlenstoffatomen
verethert sein kdnnen sowie auch als Acetale mit Aldehyden bzw. Ketonen mit maximal insgesamt
sechs Kohlenstoffatomnen vorliegen kdnnen, enzymatisch hydrolysiert wird, wobei, sofern die enzymati- |
sche Hydrolyse der Uberfihrung einer meso-Form in eine chirale Verbindung entspricht, eines der
enantiomeren Produkte bevorzugt gebildet werden kann.

Verfahren zur Umsetzung von Alkoholen mit Estern, wobei die S&uregruppe des Esters auf den Alkohol
{ibertragen wird (Umesterung) , dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein mit esterolytischer Aktivitat
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 als Katalysator eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB einer der vorstehend in den Anspriichen
26 bis 29 genannten Alkohole in einem Enolester wie Vinylacetat oder Isopropenylacetat als Losungs-
mittel umgesetzt wird, wobei gegebenenfalls unter Enantioselektion der Alkohol in den entsprechenden
Ester wie Essigsgureester Ubergeflhrt wird.

Verwendung eines Proteins mit esterolytischer Aktivitdt nach einem der Ansprliche 1 bis 5 als
Katalysator zur enzymatischen Hydrolyse von Carbons8ureestern.

Verwendung eines Proteins mit esterolytischer Aktivitdt nach einem der Anspriiche 1 bis § als
Katalysator zur enzymatischen Hydrolyse eines der vorstehend in den Anspriichen 23 bis 29 genannten
Carbonséureester.

Verwendung eines Proteins mit esterolytischer Aktivitdt nach einem der Anspriiche 1 bis § als
Katalysator zur Umsetzung von Alkoholen mit Estern (Umesterung).

Verwendung eines Proteins mit esterolytischer Aktivitdt nach einem der Anspriiche 1 bis 5 als
Katalysator zur Umsetzung von Alkoholen mit Estern (Umesterung), mit der MaBgabe, daB einer der
vorstehend in den Anspriichen 26 bis 29 genannten Alkohole in einem Enolester wie Vinylacetat oder
Isopropenylacetat als Losungsmittel umgesetzt wird, wobei gegebenenfalls unter Enantioselektion der
Alkohol in den entsprechenden Ester wie Essigsdureester ibergefihrt wird.

Hiezu 7 Blait Zeichnungen
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CGTCGAGCCG CTGRATTCGA ACAACCCGCT GGTCGCGACC
GCGATCCGCG TCGACGGCCC GCGCAACAAG TGGCGCGCGA
ATCATGCGCA GGTTACCGGC ACGTTGngg CCGCGACGGC
GCGACCTGCC GCCGTGCCGC CGGACATCGG GCACCACGCG

s/D Met Lys Pro Asn His
CTACGAGGAG ATGCATGC AAG CCG AAC CAC

Ser Arg Leu Lys Arg Ser Ala Gln Leu Ala
AGC CGC CTG AAG CGC AGC GCG CAG CTC GCG

Leu Leu Ala Ala Cys Gly Gly Gly Asp Asp
CTG CTC GCC GCC TGC GGC GGC GGT GAC GAC

Pro Ala Gly Val Gln Lys Gln Ile Val Ser
CCG GCC GGC GTG CAG AAG CAG ATC GTC TCG

Ala Gly Thr Tyr Ser Pro Gln Ile Leu Leu
GCT GGC ACC TAT TCG CCG CAG ATC CTIG CTC

Thr Thr Asn Pro Gly Glu Val Trp Thr Gin
ACC ACC AAT CCG GGC GAG GIC TGG ACC CAG

Asp Thr Leu Lys Pro Ala Tyr Glu Gly Gly
GAC ACG CTC AAG CCC GCC TAC GAA GGC GGC

700
Thr Gly Gly Leu Gly Tyr Ala Gln Gly Gly
ACC GGC GGC CTG GGC TAC GCC CAG GGC GGC

Gly Leu Gly His Ala Asp Ala Ser Val Pro
GGC CTC GGC CAC GCC GAC GCC TCG GTIG CCG
800
Thr Thr Thr Pro Ile Ala Thr Gln Val Gln
ACC ACC ACG CCG ATC GCC ACC CAG GTG CAG

Ser Phe Asn Ala Asn Gln Ile Val Leu Ile

AGC TTC AAC GCC AAC CAG ATC GTG CIG ATC
900

Leu Phe Gln Ala Gln Val Ala Ala Ala Ala

CTG TTC CAG GCG CAA GTC GCG GCC GCG GCC

Figur 5



SSTERREICEISCHES PATENTAMT Patentschrift Nr. AT 399 886 B
Ausgegeben 25. B8.1995 Int. C1." : C12N 15/55
Blatt 6 Ci2N 9/16

Gly Asn Thr Pro Ala Ala Gln Val Ala Ala Ala Gln Ala Val Gly Leu Ala

GGC AAT ACC CCG GCC GCC CAA GTC GCG GCC GCG CAG GCG GTC GGC CTG GCG
1000

Ala Gln Gln Phe Gly Gln Ile Ile Ala Gln Ile Ala Asn Ala Gly Ala Ser

GCC CAG CAG TTC GGC CAG ATC ATC GCG CAG ATC GCC AAC GCC GGC GCC AGC

His Val Phe Val Ala Asn Met Pro Asp Ile Gly Thr Thr Pro Leu Ala Val

CAC GTG TTC GTC GCC AAC ATG CCC GAC ATC GGC ACC ACG CCG CTG GCG GTG
1100

Ala Gly Gly Ala Ala Thr Gla Ala Ala Leu Thr Gln Leu Ser Gly Leu Phe

GCC GGC GGC GCC GCC ACC CAG GCC GCG CTG ACC CAG CTC TCG GGC CTG TTC

Asn Gln Thr Leu Asn Ala Thr Leu Ala Ala Leu Gln Val Asp Thr Ser Lys

AAC CAG ACG CTG AAC GCC ACG CTC GCC GCG CTG CAG GTC GAC ACC AGC AAG
1200

Val Lys Val Met Asp Val Tyr Thr Trp Gln Asp Gly Ile Gly Ala Asn Phe

GTC AAG GTG ATG GAC GTG TAC ACC TGG CAG GAC GGC ATC GGC GCG AAC TTC

Gln Ala Asn Gly Phe Thr Val Gly Asn Thr Gly Thr Ala Cys Asn Leu Thr

CAG GCC AAC GGC TTC ACG GTC GGC AAT ACC GGC ACG GCC TGC AAC CTG ACC
1300

Ala Met Ala Ala Ala Ala Ala Lys Ala Gly Val Ala Asn Pro Ser Gly Phe

GCC ATG GCG GCG GCC GCC GCG AAG GCC GGG GTG GCC AAT CCG AGC GGC TTC

Ala Ser Ser Leu Phe Cys Ser Pro Gln Thr Tyr Thr Val Ala Asn Ala Asp

GCC TCC TCG CTG TTC TGC TCG CCG CAG ACC TAC ACG GTG GCC AAC GCC GAC
1400

Gln Thr Tyr Met Phe Ala Asp Thr Val His Pro Thr Thr Arg Leu His Ala

CAG ACC TAC ATG TTC GCC GAC ACG GTG CAC CCG ACC ACG CGC CTG CAT GCG

Leu Val Ala Gln Phe Val Glu Gln Gln Ile Ala Ala Ala Gly Val Thr Lys
CTG GTC GCG CAG TTC GTC GAG CAG CAG ATC GCG GCG GCC GGC GTC ACC ARG

* %k ’ 1500
GGCCCGCCCA CCCCGGCCEG CCGCTCGATG CATTTGGGCG GTCCGGCAGC GGAAAAAGAA

LGCCCGECEC GCGAQECGCC GGGCGTITTT CCTTGATGCG CCGGAATCAG GCCGCCGGCC GGCGGAAGCG
;;?CAGGTTC TCGCGCAGCC AATCCGTCAG CGAACGCGGC GGACGTCCCG TCAATTCCIC CACCGTGCGC
GTGGTCTCGC CGATGCCCGA GGCGCGCATé-lggCCGGTCGA GCCCGACCAG CAGG:I‘CCGCG ACGAAGGGCG
GCAGGCCGCC GGCCAGCAGC AGCGCGTGCT GCTCGGCCAG CGAGCGCTGC GCATAGGCG;eggGGGCGATC
GAGCAGGCCG GAGACISCSIig

Fortsetzung von Figur 5
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