2/061094 A2

WO

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum
8. August 2002 (08.08.2002)

PCT

A 0 O

(10) Internationale Verdiffentlichungsnummer

WO 02/061094 A2

(51) Internationale Patentklassifikation’: CI12N 15/55,
9/18, 1/21, C12P 13/00, C12R 1/01, 1/41 // (C12P 13/00,
CI12R 1:01) (C12P 13/00, C12R 1:41)

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP02/01009

(22) Internationales Anmeldedatum:
31. Januar 2002 (31.01.2002)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch

(30) Angaben zur Prioritiit:

01102214.2 31. Januar 2001 (31.01.2001) EP

(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von
US): LONZA AG [CH/CH]; Miinchensteinerstrasse 38,
CH-4052 Basel (CH).

(71) Anmelder (nur fiir US): TSCHERRY, Renata (Erbin des
verstorbenen Erfinders) [CH/CH]; Haus Baron, CH-3954
Leukerbad (CH).

(72) Erfinder: TSCHERRY, Benno (verstorben).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): BORNSCHEUER,
Uwe [DE/DE]; Stephanistrasse 5, 17489 Greifswald (DE).
MUSIDLOWSKA, Anna [PL/DE]; Fischstrasse 8, 17489
Greifswald (DE). WERLEN, Josef [CH/CH]; Platzhuis,
CH-3916 Ferden (CH). ZIMMERMANN, Thomas
[DE/CH]; Furkastrasse 9, CH-3904 Naters (CH).

(74) Anwiiltee RITTHALER, Wolfgang usw.; Winter

Brandl Fiirniss Hiibner R6ss Kaiser Polte Partnerschaft,

Alois-Steinecker Strasse 22, 85354 Freising (DE).

[Fortsetzung auf der ncichsten Seite]

(54) Title: MICROBIOLOGICAL METHOD FOR PRODUCING L-CARNITINE

(54) Bezeichnung: MIKROBIOLOGISCHES VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON L-CARNITIN

100~
80
>
ok 25
L= 9%
ok €g 604
me [
Su SaF
o
ug o8>
Eg£e
Sz 8%
B> T n
I
20
04
| T T T T T T : T
5 6 7 8 9
pH

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing L-carnitine on the basis of a betaine ester of the general formula
(I), wherein R! and R? represent either hydrogen or together form a bond, and R? represents alkyl, aryl or arylalkyl, by means of
& hydrolases that convert said betaine ester to give the betaine. The betaine so obtained is then converted to L-carnitine by means of
a microorganism capable of converting the betaine of formula (I) to L-carnitine. The invention further relates to hydrolases that
convert 4-butyrobetaine methyl ester to 4-butyrobetaine and to microorganisms that contain such hydrolases.

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin ausgehend von einem Betain-ester der
allgemeinen Formel (I) worin R! und R? entweder Wasserstoff oder zusammen eine Bindung bedeuten und R* Alkyl, Aryl oder
Arylalkyl bedeutet, mittels Hydrolasen, die diesen Betain-ester zum Betain umsetzen. Das erhaltene Betain wird dann mittels eines
Mikroorganismus, der befzhigt ist, das Betain der Formel (II) zu L-Carnitin umzusetzen, zu L.-Carnitin umgesetzt. Beschrieben wer-
den ferner Hydrolasen, die 4-Butyronetain-methylester zu 4-Butyrobetain umsetzen und Mikroorganismen, die solche Hydrolasen
enthalten.
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Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin aus Betain-
estern. Die Erfindung betrifft ferner Hydrolasen, die Betain-ester zu den entsprechenden

Betainen umsetzen, und rekombinante Mikroorganismen, die solche Hydrolasen enthalten..

L-Carnitin ist eine natirliche, vitaminihnliche Substanz, die den Transport von Fettsduren
durch die mitochondriale Membran vermittelt und somit den Abbau von Fettsduren
ermoglicht. L-Carnitin findet Anwendung als Nahrungsergianzungsmittel. Die Verabreichung
von L-Carnitin kann eine unzureichende korpereigene L-Camnitin-Produktion, z. B. bei hoher
sportlicher Belastung, kompensieren. Fiir Kleinkinder ist die Erginzung der Nahrung mit

L-Carnitin essentiell.

Es sind mehrere biotechnologische Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin bekannt.

Die EP-A-0 158 194 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin ausgehend von
4-Butyrobetain mittels Mikroorganismen, die befihigt sind, aus 4-Butyrobetain und/oder

Crotonobetain L-Carnitin zu produzieren ohne letzteres zu katabolisieren.

Die WO-A-95/10613 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin ausgehend von
4-Butyrobetain und/oder Crotonobetain mittels Mikroorganismen, die mit einem DNA-
Fragment transformiert sind, das eines oder mehrere der im Butyrobetain/Crotonobetain-
Stoffwechsel fiir die Enzyme der L-Carnitin-Biosynthese codierenden Gene bcoC, bcoA/B
und bcoD umfaft.

Diese beiden Verfahren haben den Nachteil, dass die eingesetzten Edukte, 4-Butyrobetain und
Crotonobetain, schwer zuganglich sind und daher einen Hauptkostenfaktor bei der L-Carnitin-
Synthese darstellen. So beschreibt die EP-B-0 360 222 ein chemisches Verfahren zur
Herstellung von 4-Butyrobetain ausgehend von 4-Butyrolacton, bei dem 4-Butyrolacton
zunichst mittels HCI zu 4-Chlorbutyrobetain und dann weiter mit Ethanol und Trimethylamin

zu 4-Butyrobetain-ethylester umgesetzt wird. Letzterer wird dann mittels verdiinnter NaOH



10

15

20

25

WO 02/061094 PCT/EP02/01009

2

zu 4-Butyrobetain hydrolysiert und das 4-Butyrobetain mittels Elektrodialyse von nicht

umgesetztem 4-Butyrobetain-ethylester abgetrennt.

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin bereit zu

stellen, bei dem kein Betain als Ausgangsmaterial benotigt wird.

Die obige Aufgabe wurde mit einem biotechnologischen Verfahren gelost, bei dem das
gewiinschte L-Carnitin ausgehend von Betain-estern hergestellt wird. Es wurden namlich
uberraschend Hydrolasen gefunden, die in der Lage sind, Betain-ester als Substrate zu
verwerten und zu den entsprechenden Betainen zu hydrolysieren, die dann weiter zu

L-Carnitin umgesetzt werden konnen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein biotechnologisches Verfahren zur

Herstellung von L-Carnitin, worin ein Betain-ester der allgemeinen Formel

worin R' und R? entweder Wasserstoff bedeuten oder zusammen eine Bindung bedeuten und
R’ gegebenenfalls substituiertes Ci.jo-Alkyl, gegebenenfalls substituiertes Aryl oder
gegebenenfalls substituiertes Arylalkyl bedeutet, mittels einer Hydrolase, die befdhigt ist,
einen Betain-ester der allgemeinen FormelI als Substrat zum entsprechenden Betain
umzusetzen, oder mittels eines eine solche Hydrolase enthaltenden Mikroorganismus zum

Betain der allgemeinen Formel
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worin R' und R? die oben genannte Bedeutung haben, umgesetzt wird und das gebildete
Betain der allgemeinen Formel II mittels eines Mikroorganismus, der befihigt ist, dieses

Betain zu L-Carnitin umzusetzen, zu L-Carnitin umgesetzt wird.

Unter C;.10-Alkyl sind hier und im folgenden sowohl lineare als auch verzweigte Alkyl-
gruppen zu verstehen. Beispiele fiir C;_1p-Alkyl sind Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl,
Isobutyl, fert-Butyl, Pentyl und seine Isomere, Hexyl und seine Isomere, Heptyl und seine
Isomere, Octyl und seine Isomere, Nonyl und seine Isomere sowie Decyl und seine Isomere.
Bevorzugt ist C,¢-Alkyl, ganz besonders bevorzugt C;4-Alkyl. Die Alkylreste konnen
unsubstituiert oder beispielsweise mit ein oder mehreren Hydroxylgruppen und/oder
Halogenatomen substituiert sein. Unter Halogen werden hier und im folgenden Fluor, Chlor,
Brom und Iod verstanden. Beispiele fiir Betain-ester der allgemeinen Formel I, worin R?
unsubstituiertes Ci.jo-Alkyl ist, sind 4-Butyrobetain-methylester, 4-Butyrobetain-ethylester,
4-Butyrobetain-propylester, 4-Butyrobetain-isopropylester,  4-Butyrobetain-butylester,
4-Butyrobetain-tert-butylester und 4-Butyrobetain-isobutylester, Crotonobetain-methylester,
Crotonobetain-ethylester, Crotonobetain-propylester, Crotonobetain-isopropylester,
Crotonobetain-butylester, Crotonobetain-fers-butylester und Crotonobetain-isobutylester.
Beispiele fiir Betain-ester der allgemeinen Formel I, worin R? substituiertes Cy.j0-Alkyl ist,
sind 4-Butyrobetain-2-hydroxyethylester, 4-Butyrobetain-3-hydroxypropy]ester,
4-Butyrobetain-2,3-dihydroxypropylester, 4-Butyrobetain-2-chlorethylester, Crotonobetain-2-
hydroxyethylester, Crotonobetain-3-hydroxypropylester, Crotonobetain-2,3-
dihydroxypropylester und Crotonobetain-2-chlorethylester.

Unter Aryl sind hier und im folgenden insbesondere mono- oder bicyclische aromatische
Reste zu verstehen, beispielweise Phenyl, 1-Naphthyl oder 2-Naphthyl, die sowohl
unsubstituiert als auch substituiert sein konnen, beispielsweise mit ein oder mehreren
Nitrogruppen und/oder Halogenatomen. Beispiele fiir Betain-ester der allgemeinen Formel I,
worin R unsubstituiertes oder substituiertes Aryl ist, sind 4-Butyrobetain-phenylester,
4-Butyrobetain-4-nitrophenylester,  4-Butyrobetain-4-chlorphenylester ~ 4-Butyrobetain-1-
naphthylester, Crotonobetain-phenylester, Crotonobetain-4-nitrophenylester, Crotonobetain-

4-chlorphenylester und Crotonobetain-1-naphthylester.

Unter Arylalkyl sind hier und im folgenden entsprechend mit Aryl substituierte C;_

10-Alkylreste, insbesondere Ci-Alkylreste und bevorzugt C,.s-Alkylreste zu verstehen,
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worin Aryl die oben genannte Bedeutung hat und unsubstituiert oder wie oben substituiert
sein kann. Bevorzugt ist Arylalkyl Benzyl, welches am Phenylring substituiert oder
unsubstituiert ist, beispielsweise mit ein oder mehreren Nitrogruppen und/oder
Halogenatomen. Beispiele fiir Betain-ester der allgemeinen Formel I, worin R® Arylalkyl ist,
sind  4-Butyrobetain-benzylester, 4-Butyrobetain-4-nitrobenzylester, 4-Butyrobetain-4-
chlorbenzylester,  Crotonobetain-benzylester,  Crotonobetain-4-nitrobenzylester ~ und

Crotonobetain-4-chlorbenzylester.

Bevorzugt eingesetzte Betain-ester, die von der allgemeinen Formel I umfasst werden, sind

4-Butyrobetain-methylester, Crotonobetain-methylester, 4-Butyrobetain-ethylester,
Crotonobetain-ethylester, 4-Butyrobetain-propylester, Crotonobetain-propylester,
4-Butyrobetain-2,3-dihydroxy-propylester, Crotonobetain-2,3-dihydroxy-propylester,

4-Butyrobetain-phenylester, Crotonobetain-phenylester, 4-Butyrobetain-benzylester und
Crotonobetain-benzylester.  Besonders  bevorzugt sind  4-Butyrobetain-methylester,
Crotonobetain-methylester, 4-Butyrobetain-ethylester, Crotonobetain-ethylester,
4-Butyrobetain-2,3-dihydroxy-propylester und  Crotonobetain-2,3-dihydroxy-propylester.

Ganz besonders bevorzugt sind 4-Butyrobetain-methylester und Crotonobetain-methylester.

Hydrolasen, die befihigt sind, Betain-ester, die unter die allgemeine Formel I fallen,
insbesondere 4-Butyrobetain-methylester und/oder Crotonobetain-methylester, als Substrat zu
den entsprechenden Betainen umzusetzen, wurden tiberraschend in den Mikroorganismen der
Gattung Agrobacterium/Rhizobium gefunden, die bereits in der EP-A-0 158 194 und der WO-
A-95/10613 beschrieben sind. Die neuen, zur Umsetzung von Betain-estern befdhigten

Hydrolasen sind noch nicht beschrieben und daher ebenfalls Gegenstand der Erfindung.

Die erfindungsgemiBen,  beispielsweise aus  Mikroorganismen der  Gattung
Agrobacterium/Rhizobium erhiltlichen Hydrolasen sind beféhigt, 4-Butyrobetain-methylester
als Substrat zu 4-Butyrobetain umzusetzen. Sie sind durch einen isoelektrischen Punkt (pI)
von 4,15+ 0,30 sowie ein Molekulargewicht von 22,0 2,0 kDa, bestimmt mittels SDS-

PAGE, gekennzeichnet.

Diese Hydrolasen liegen in den Mikroorganismen der Gattung Agrobacterium/Rhizobium
zusammen mit einer zweiten Hydrolase mit einem Molekulargewicht von 33 kDa vor, die

jedoch nicht zur Umsetzung von Betainestern in der Lage ist. Sie l1aBt sich aus diesen
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Mikroorganismen nach fachminnisch bekannten Methoden isolieren und von der

33 kDA Hydrolase abtrennen.

Die erfindungsgemaBen Hydrolasen sind haufig in der Lage, neben dem 4-Butyrobetain-
methylester noch andere unter die allgemeinen Formel I fallende Betain-ester, beispielsweise

den Crotonobetain-methylester, als Substrat zum entsprechenden Betain umzusetzen.

Die erfindungsgemissen Hydrolasen sind bevorzugt aus Mikroorganismen der Gattung
Agrobacterium/Rhizobium, insbesondere den Stimmen Agrobacterium/Rhizobium HK4
(DSM 2938), HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225) und HK1349 (DSM 3499),
erhéltlich. Die Stamme HK4 (DSM 2938), HK13 (DSM 2903) und HK1331b (DSM 3225)
werden in der EP-A-0 158 194 beschrieben. Der Stamm HK1349 (DSM 3499) wird in der
EP-B-0 543 344 beschrieben. Der Stamm HK4 (DSM 2938) stellt den Wildtyp dar, die
anderen Stimme sind im Gen bcoE mutiert und L-Carnitin Dehydrogenase negativ. Die
Stimme HK4 (DSM 2938), HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225) und HK1349
(DSM 3499) weisen sowohl hohe Ahnlichkeit mit typischen Vertretern der Gattung
Agrobacterium als auch mit typischen Vertretern der Gattung Rhizobium auf, konnten jedoch
keiner dieser Gattungen eindeutig zugeordnet werden. Daher werden unter Mikroorganismen
der Gattung Agrobacterium/Rhizobium sowohl die Mikroorganisfnen der Gattung
Agrobacterium als auch die Mikroorganismen der Gattung Rhizobium sowie die
Mikroorganismen der Gattung der Stimme HK4 (DSM 2938), HK13 (DSM 2903), HK1331b
(DSM 3225) und HK1349 (DSM 3499) verstanden.

Der Stamm HK4 (DSM 2903) wurde am 03. April 1984, der Stamm HK13 (DSM 2903) am
23. Februar 1984, der Stamm HK1331b (DSM 3225) am 08. Februar 1985 und der Stamm
HK1349 (DSM 3499) am O01. November 1991 bei Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Deutschland gemaéss Budapester Vertrag hinterlegt. Die Aufbewahrungsdauer des
Mikroorganismus HK1349 (DSM 3499) ist nach Verldngerungsantrag bis zum 01. November
2031 garantiert.

Ferner wurde tberraschend gefunden, daB auch bereits bekannte Hydrolasen, beispielsweise
bestimmte Lipasen, Esterasen und Proteasen, befahigt sind, Betain-ester, die unter die

allgemeine Formel I fallen, insbesondere 4-Butyrobetain-methylester und/oder Crotonobetain-
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methylester, als Substrat zu den entsprechenden Betainen umzusetzen. Diese Hydrolasen

koénnen ebenfalls in dem erfindungsgeméafBen Verfahren eingesetzt werden.

Beispiele fur bekannte Hydrolasen, die 4-Butyrobetain-methylester zu 4-butyrobetain
umsetzen, sind Esterasen, Lipasen und Proteasen, insbesondere Pferdeleber-Esterase
(erhaltlich z. B. von Roche diagnostics oder Fluka), Schweineleber-Esterase (erhdltlich z. B.
von Roche diagnostics oder Fluka), Esterase Chirazym L2 (erhiltlich z. B. von Roche
diagnostics), Lipase aus Bacillus thermocatenulatus (erhdltlich z. B. von Roche diagnostics),
Lipase B von Candida antartica (erhiltlich z. B. von Roche diagnostics), die Protease
Subtilisin A60 (erhiltlich z. B. von NovoNordisk), die Esterase PFE Il aus Pseudomonas
Sluorescens (DSM 50106, Khalameyzer et al., Appl. Environm. Microbiol. 1999, 65, 477-
482), die Esterase PFE I aus Pseudomonas fluorescens (Bomscheuer et al., J. Biotechnol.
1998, 60, 105-111) und die Esterase SDE aus Streptomyces diastatochromogenes (erhaltlich
z. B. von Jilich Fine Chemicals, Bornscheuer et al., Biotechnol. Letters 1999, 21, 101-104,
Tesch et al., J. Bacteriol. 1996, 178, 1858-1865).

Besonders bevorzugt eingesetzte Hydrolasen sind die erfindungsgemassen neuen Hydrolasen
aus Agrobacterium/Rhizobium, die Lipase aus Bacillus thermocatenulatus, die Esterase
PFE II aus Pseudomonas fluorescens (DSM 50106) sowie die Esterase SDE aus Streptomyces

diastatochromogenes.

Die Umsetzung des durch die Hydrolase gebildeten Betains der allgemeinen Formel II erfolgt
mittels Mikroorganismen, die befihigt sind, dieses Betain zu L-Carnitin umzusetzen. Solche

Mikroorganismen sind bereits im Stand der Technik beschrieben.

Beispiele fiir geeignete Mikroorganismen sind die bereits genannten Mikroorganismen der
Gattungen Agrobacterium/Rhizobium, insbesondere der Stimme HKI13 (DSM 2903),
HK1331b (DSM 3225), HK1349 (DSM 3499) und HK1349 enthaltend Plasmid pVK100 q
(DSM 8726), und Mikroorganismen der Gattungen Pseudomonas, Achromobacter oder
Escherichia. Vorteilhafte Mikroorganismen sind diejenigen, die das gebildete Carnitin nicht

katabolisieren, insbesondere Carnitin-Dehydrogenase negative Staimme.

Die Umsetzung von Betain-ester zu Betain kann nicht nur mit freier Hydrolase, sondern

vorteilhaft auch mit Mikroorganismen erfolgen, die die oben beschriebenen Hydrolasen
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enthalten und exprimieren. Dabei kann es sich sowohl um nattrlich vorkommende
Mikroorganismen handeln, in welchen das fiir die Hydrolase codierende Gen natiirlicher
Bestandteil des Genoms ist, als auch um rekombinante Mikroorganismen, die mit einer fur

eine solche Hydrolase codierenden DNA transformiert sind.

Erfolgt die Umsetzung des Betain-esters mit einem eine Hydrolase enthaltenden
Mikroorganismus, so ist es vorteilhaft, wenn dieser Mikroorganismus gleichzeitig in der Lage
ist, das gebildete Betain zu L-Carnitin umzusetzen. Der Mikroorganismus, der die Hydrolase
enthalt, ist dann gleichzeitig der Mikroorganismus, der das gebildetet Betain zu L-Carnitin
umsetzt. Das erfindungsgemifBe Verfahren kann dann ausgehend vom gewiinschten Betain-
ester der Formel I mit einem einzigen Mikroorganismus erfolgen. Vorteilhafte
Mikroorganismen sind wiederum diejenigen, die das gebildete Carnitin nicht katabolisieren,

insbesondere Carnitin-Dehydrogenase negative Stimme.

Soll die Umsetzung des Betain-esters nur bis zum Betain fithren, so ist der Mikroorganismus

vorteilhaft nicht in der Lage, das gebildete Betain zu verwerten und zu Carnitin umzusetzen.

Beispiele fir Mikroorganismen, die das fir die Hydrolase codierende Gen natiirlich in ihrem
Genom tragen, sind Mikroorganismen der Gattungen Agrobacterium/Rhizobium, Bacillus,
Pseudomonas oder Streptomyces. Bevorzugte Mikroorganismen, dieser Art sind die
Mikroorganismen der Gattung Agrobacterium/Rhizobium, insbesondere der Stimme HK13
(DSM 2903), HK1331b (DSM 3225), HK1349 (DSM 3499) oder HK1349 enthaltend Plasmid
pVK100q (DSM 8726) und Mikroorganismen der Spezies Bacillus thermocatenulatus,

Pseudomonas fluorescens oder Streptomyces diastatochromogenes.

Zur Herstellung rekombinanter Mikroorganismen konnen die fir die obigen
erfindungsgeméssen und bekannten Hydrolasen codierenden Gene nach Standardmethoden
kloniert werden. Hierfiir konnen die Gene gegebenenfalls zuvor auf tibliche Weise isoliert
werden, indem man beispielsweise die N-terminale Aminosduresequenz der gewtinschten
Hydrolase bestimmt und mit Hilfe der von dieser N-terminalen Aminosduresequenz
abgeleiteten DNA-Sonden das Hydrolase-Gen aus einer Genbank des entsprechenden
Mikroorganismus isoliert. AnschlieBend wird ein geeigneter Wirtsorganismus mit einer in der
Regel rekombinanten, das isolierte Gen enthaltenden DNA, vorteilhaft einer linearen oder

ringformigen Vektor-DNA transformiert. Der so erhaltene rekombinante Mikroorganismus
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kann das Hydrolase-Gen entweder nach homologer Rekombination integriert im Genom oder

als extrachromosomales Element tragen.

Bevorzugt fir die Transformation sind selbstreplizierende Vektoren, beispielsweise
Expressionsvektoren, die die fiir die Hydrolase codierende Sequenz unter der Kontrolle
geeigneter Regulationssequenzen enthilt, also beispielsweise einem Promotor, welcher dem
Hydrolase-Gen vorgeschaltet ist, und einer Ribosomenbindungsstelle. Promotor und
Ribosomenbindungsstelle sind so gewihlt, dass sie im jeweiligen Wirt funktionsfihig sind, so
dal das Gen exprimiert wird. Je nach Wahl des Promotors erfolgt die Expression eines
solchen Gens entweder konstitutiv oder induziert. Ublicherweise tragen diese Vektoren auch
ein selektionierbares Marker-Gen, mit dem sich die Anwesenheit des Vektors im Wirt nach
erfolgter Transformation nachweisen 148t. In einer besonderen Ausfithrungsform kann der
Expressionsvektor zusitzlich die Gene fir den Butyrobetain/Crotonobetain-Stoffwechsel
umfassen, die beispielsweise in der W0O-A-95/10613 beschrieben sind. Die Transkription
dieser Gene wird dann entweder vom selben Promotor kontrolliert, der auch die Transkription

des Hydrolase-Gens kontrolliert, oder von einem anderen geeigneten Promotor.

Beispiele fiir geeignete Promotoren sind die P.- und Pr-Promotoren des Phagen Lambda
(Schauter et al., Gene 1987, 52, 279-283,), der Py.~-Promotor (Amann et al., Gene 1988, 69,
301-315), die Pnm- und Ps;-Promotoren (Labes et al, Gene 1990, 89, 37-46), der
Pyp-Promotor (Amann et al., Gene 1983, 25, 167-178), der Pj,-Promotor (Amann et al., Gene
1983, 25, 167-178) und der Py, .-Promotor, (Russel und Bennet, Gene 1982, 20, 231-243) und
der Rhamnose-Promotor (Volff et al., Mol. Microbiol. 1996, 21(5), 1037-1047).

Beispiele flir Escherichia coli spezifische Expressionsvektoren sind pBR322 (Bolivar et al.,
Gene, 1977, 2(2), 95-113), pBLUESCRIPT-KS+® und pBLUESCRIPT-SK+® (Stratagene),
pUCI18 und pUC19 (Yannisch-Perron et al., Gene 1985, 33, 103-119), pK18 und pK19
(Pridmore, Gene 1987, 56, 309-312), pRK290X (Alvarez-Morales et al., Nucleic Acids
Research, 14, 4207-4227) und pRA95 (erhiltlich z. B. von Nycomed Pharma AS, Huidove,
Déanemark) und Derivate dieser Vektoren, die denselben Promotor, dieselbe ribosomale

Bindungsstelle und denselben Replikationsursprung besitzen.

Beispiele fur wirtsklassenspezifische Expressionsvektoren, die fiir gram-negative

Wirtsorganismen spezifische sind, sind sogenannte ,broad host range“ Vektoren,



10

15

20

25

30

WO 02/061094 PCT/EP02/01009
9

beispielsweise die Plasmide pRK290 (Ditta et al, PNAS 1980, 77, 7347-7351), pKT240
(Bagdasarian et al., Gene 1983, 26, 273-282), das pGSS33 (Sharpe et al., Gene 1984, 29, 93—
102), pVK100 (Knauf und Nester, Plasmid 1982, 8, 45-54), pME285 (Haas und Itoh, Gene
1985, 36, 27-36) und Derivate dieser Vektoren, die denselben Promotor, dieselbe ribosomale

Bindungsstelle und denselben Replikationsursprung besitzen.

Als Wirt eignet sich jeder Mikroorganismus, der mit einer fr die gewiinschte Hydrolase
codierenden DNA transformiert werden kann und nach dieser Transformation befahigt ist,

diese Hydrolase zu exprimieren und somit einen Betain-ester zum Betain zu hydrolysieren.

Bevorzugte Wirte sind Mikroorganismen, die beféhigt sind, aus 4-Butyrobetain und/oder
Crotonobetain L-Carnitin zu produzieren. Geeignete Mikroorganismen sind beispielsweise
solche, die die Gene fir den Butyrobetain/Crotonobetain-Stoffwechsel natiirlich in ihrem
Genom tragen. Darunter sind diejenigen Wirte besonders bevorzugt, die das gebildete
Carnitin nicht katabolisieren. Dabei handelt es sich beispielsweise um Stimme, die Carnitin-
Dehydrogenase-negativ sind, beispielsweise um Stimme, die kein oder kein intaktes

bcoE-Gen enthalten.

Beispiele fiir geeignete Wirte sind die Mikroorganismen der  Gattungen
Agrobacterium/Rhizobium, Pseudomonas (Lindtstedt et al, J. Bacteriol. 1970, 101 (3), 1094-
5), Achromobacter (Naidu et al., J. Ind. Microbiol. Biotechnolog. 2001, 26(5), 309-315) oder
Escherichia (Jung et al., Adv. Biochem. Eng/Biotechnol. 1993, 50, 21-44). Besonders
bevorzugte Wirte dieser Art sind die  Mikroorganismen der  Gattung
Agrobacterium/Rhizobium, insbesondere die Stimme HKI3 (DSM 2903), HKI1331b
(DSM 3225), HKI1349 (DSM3499) oder HK1349 enthaltend Plasmid pVK100 q
(DSM 8726).

Rekombinante Mikroorganismen, die mit einer DNA transformiert sind, die fiir eine
erfindungsgemiBe Hydrolase codiert, die 4-Butyrobetain-methylester als Substrat zu
4-Butyrobetain umsetzt, sind im Stand der Technik nicht bekannt und daher ebenfalls

Gegenstand der Erfindung,

Rekombinante Mikroorganismen, die mit einer DNA transformiert sind, die fir eine

Hydrolase codiert, die 4-Butyrobetain-methylester als Substrat zu 4-Butyrobetain umsetzt,



w

10

15

20

30

WO 02/061094 PCT/EP02/01009
10

wobei die Mikroorganismen befihigt sind aus 4-Butyrobetain-methylester L-Carnitin zu
produzieren ohne letzteres zu katabolisieren, sind im Stand der Technik ebenfalls nicht

bekannt und somit weiterer Gegenstand der Erfindung.

Bevorzugte erfindungsgemasse Mikroorganismen sind Mikroorganismen der Gattung
Agrobacterium/Rhizobium, insbesondere die Stdmme der Gattungen
Agrobacterium/Rhizobium HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225), HK1349 (DSM 3499)
oder HK1349 enthaltend Plasmid pVK100 q (DSM 8726), und der Gattungen Pseudomonas,
Achromobacter oder Escherichia, die mit einer DNA transformiert sind, die fir eine
Hydrolase codiert, die 4-Butyrobetain-methylester zu 4-Butyrobetain hydrolysiert.

Insbesondere ist die codierte Hydrolase eine erfindungsgemafe Hydrolase.

Bevorzugte Mikroorganismen, die eine Hydrolase enthalten, die einen 4-Butyrobetain-
methylester als Substrat zum 4-Butyrobetain umsetzen und die in dem erfindungsgeméf3en

Verfahren eingesetzt werden konnen, sind:

a) Mikroorganismen der Gattung Agrobacterium/Rhizobium, bevorzugt der Stimme
HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225), HK1349 (DSM 3499) oder HK1349 enthaltend
Plasmid pVK100q (DSM 8726), und Mikroorganismen der Gattung Bacillus, Pseudomonas
oder Streptomyces, insbesondere der Spezies Bacillus thermocatenulatus, Pseudomonas

Sfluorescens oder Streptomyces diastatochromogenes.

b) Rekombinante Mikroorganismen der Gattung Agrobacterium/Rhizobium, bevorzugt
der Stimme HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225), HK1349 (DSM 3499) oder HK1349
enthaltend Plasmid pVK100q (DSM 8726), und Mikroorganismen der Gattung Pseudomonas,
Bacillus, Achromobacter oder Escherichia, die mit einer DNA transformiert sind, die fir eine
erfindungsgemdBe Hydrolase codiert, die 4-Butyrobetain-methylester als Substrat zu

4-Butyrobetain umsetzt, sowie

c) Rekombinante Mikroorganismen der Gattung Agrobacterium/Rhizobium, bevorzugt
der Staimme HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225), HK1349 (DSM 3499) oder HK1349
enthaltend Plasmid pVK100q (DSM 8726), und Mikroorganismen der Gattung Bacillus,
Pseudomonas oder Streptomyces, insbesondere der Spezies Bacillus thermocatenulatus,

Pseudomonas  fluorescens oder Streptomyces diastatochromogenes, die mit einer DNA
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transformiert sind, die fiir eine bekannte Lipase, Esterase oder Protease codiert, die
4-Butyrobetain-methylester als Substrat zu 4-Butyrobetain umsetzt, insbesondere die Lipase
aus Bacillus thermocatenulatus, die Esterase PFE Il aus Pseudomonas fluorescens (DSM

50106) sowie die Esterase SDE aus Streptomyces diastatochromogenes.

Die Anzucht der Mikroorganismen kann in einem Medium erfolgen, das geeignete Induktoren
zur Induktion der Enzyme des Butyrobetain/Crotonobetain-Stoffwechsels enthilt.
Gegebenefalls kann den Medien zur Induktion der Hydrolase ein Betain-ester der allgemeinen

Formel I zugesetzt werden.

Beispielsweise konnen die Mikroorganismen, bei welchen der Wirt einer der
Agrobacterium/Rhizobium-Stimme HK13 (DSM 2903), HK1331b (DSM 3225), HK1349
(DSM 3499) und HK 1349 enthaltend Plasmid pVK100 q (DSM 8726) ist, in ,,Nutrient Yeast
broth® Vorkulturmedium, welchem L-Carnitin als Induktor der Enzyme des 4-Butyrobetain/
L-Carnitinstoffwechsels zugesetzt wurde, vorkultiviert werden und dann in einem Minimal-

medium, welches Betain, Glycerin und L-Glutamat als C-Quellen enthilt, angezogen werden.

Bevorzugt wird das erfindungsgemasse Verfahren so durchgefuihrt, dass der Betain-ester der
allgemeinen Formel I so zum Reaktionsgemisch zugefiihrt wird, dass die Konzentration

dieses Betain-esters im Reaktionsgemisch unter 10% (w/v) bleibt.

Bevorzugt werden die beiden erfindungsgeméissen Verfahren bei einem pH-Wert im Bereich
von 6 bis 8 und einer Temperatur im Bereich von 15 bis 50°C, beispielsweise von 25 bis 35°C

durchgefiihrt.

Die erfindungsgemisse Herstellung von L-Carnitin aus einem Betain-ester der allgemeinen
Formel I kann entweder mit wachsenden Mikroorganismen oder mit ruhenden
Mikroorganismen durchgefiihrt wird. Bevorzugt wird das erfindungsgemisse Verfahren so
durchgefithrt, dass die Herstellung von L-Camnitin in der spatlogarithmischen
Wachstumsphase der Mikroorganismen oder mit ruhenden Mikroorganismen erfolgt.

Das erhaltene L-Carnitin wird nach Standardmethoden aufgearbeitet.

Die erfindungsgemisse Verwendung von Hydrolasen, die 4-Butyrobetain-methylester zu

4-Butyrobetain umsetzen, in einem Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin, bezieht sich
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sowohl auf die Verwendung von erfindungsgemassen Hydrolasen als auch auf die
Verwendung von bekannten Hydrolasen, die diese Eigenschaft haben. Bevorzugt ist die
Verwendung von erfindungsgemassen Hydrolasen sowie von bekannten Lipasen, Esterasen
und Proteasen, die 4-Butyrobetain-methylester zu 4-Butyrobetain umsetzen, beispielsweise
der Lipase aus Bacillus thermocatenulatus, der Esterase PFE Il aus Pseudomonas fluorescens

(DSM 50106) sowie der Esterase SDE aus Streptomyces diastatochromogenes.

Die erfindungsgemisse Verwendung von Mikroorganismen, welche eine Hydrolase enthalten,
die 4-Butyrobetain-methylester zu 4-Butyrobetain umsetzt, in einem Verfahren zur
Herstellung von L-Carnitin, bezieht sich sowohl auf die Verwendung natiirlich
vorkommender Mikroorganismen als auch auf die Verwendung rekombinanter

Mikroorganismen.

Abb. 1 stellt die Abhdngigkeit der relativen spezifischen Hydrolase-Aktivitat, bestimmt
mittels Essigsdure-4-nitrophenylester-Assay, der Hydrolasen aus HK1349 (DSM 3499) vom
pH-Wert in 50 mM Natriumphosphat-Puffer bei 25°C dar.

Abb. 2 stellt die relativen spezifischen Hydrolase-Aktivitaten, bestimmt mittels Essigsdure-4-
nitrophenylester-Assay, der Hydrolasen aus HK1349 (DSM 3499) nach 16 stiindiger
Inkubation bei Temperaturen von 5 bis 70°C in 50 mM Natriumphosphat-Puffer bei pH 7,5

dar.

Abb. 3 stellt die SDS-PAGE-Gele der aus HK1349 (DSM 3499) erhaltenen Hydrolasen mit
den Molekulargewichten von 22 kDa (Fraktion B und C) und 33 kDa (Fraktion A) dar. Die

Detektion erfolgte sowohl mit Aktivititsfarbung als auch mit Coomassie-Blue plus.

Abb. 4 stellt die Bestimmung der pl von der 22 kDa Hydrolase (Fraktion C) und der 33 kDa
Hydrolase (Fraktion A) mittels PhastSystems (Amersham Pharmacia) dar. Die Detektion

erfolgte sowohl mit Aktivitatsfarbung als auch mit Coomassie-Blue.
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Medien

Spurenelementlésung

EDTA 500 mg/L
FeSO4 x 7 H,0 200 mg/L
ZnS04 x 7 H,0 10 mg /L
MgCl, x 4 H,0 3 mg/L
H:BO; 30 mg/L
CaCl; x 6 H,0 20 mg/L
CuCl; x 2 H,0 1 mg/L
NiCl, x 2 H,0 2 mg/L
NasMoOQs x 2 H,0 3 mg/L

Die Losung wurde bei 121°C und 1 bar Uberdruck wihrend 30 Minuten autoklaviert.

Vitaminlésung

Pyridoxal-Hydrochlorid 10 pg/L
Lactoflavin Sug/L
Nikotinamid 5ug/L
Thiamin-Hydrochlorid 5 ug/L
Biotin 2 ug/L
D-Pantothensdure Calciumsalz 5 pg/L
4-Aminobenzoeséure 5 ug/L
Folsaure 2 ug/L
Cyanocobalamin S ug/L

Die Losung wurde steril filtriert.
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Lésung B
MgCl, x 6 H,0 16 g
CaCl; x 2 H,0 580 mg
FeCl; x 6 H;0 32 mg

Die obigen Komponenten wurden in destilliertem Wasser (1 L) gelost. Die Losung wurde mit
konzentrierter Salzsdure (2 bis 3 Tropfen) versetzt und dann bei 121°C und 1 bar Uberdruck

wihrend 30 Minuten autoklaviert.

(A+N)-Losung

(NH4)2804 20 g
Na;HPO, x 2 H,0O 25¢
KH,PO, 10g
NaCl 30g

Die Komponenten wurden in destilliertem Wasser (1 L) gelost. Die Losung wurde bei 121°C

und 1 bar Uberdruck wihrend 30 Minuten autoklaviert.

Minimalmedium
Spurenelementlosung 0,5 mL
Losung B 12,5 mL

Die Komponenten wurden mit 450 mL destilliertem Wasser aufgefiillt, gegebenfalls wurde
eine oder mehrere C-Quellen zugefligt und der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt.
Die Losung wurde bei 121°C und 1 bar Uberdruck wihrend 30 Minuten autoklaviert, auf
45°C abgekiihlt und mit

(A+N)-Losung 50,0 mL
Vitaminldsung 0,5 mL

versetzt.
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Minimalmedium Agarplatte
Spurenelementlosung 0,5 mL
Losung B 12,5 mL

Die Komponenten wurden mit destilliertem Wasser (450 mL) aufgefiillt, Agar (7,5 g) wurde
zugegeben, gegebenfalls wurde eine oder mehrere C-Quellen zugefugt und der pH-Wert
wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Die Losung wurde bei 121°C und 1 bar Uberdruck
wihrend 30 Minuten autoklaviert, auf 45°C abgekiihlt und mit

(A+N)-Losung (45°C) 50,0 mL
Vitaminlosung 0,5mL

versetzt. Die noch warme (45°C) Losung wurde in Petri-Schalen (20 bis 25 mL Losung/Petri

Schale) gegossen.

Analytik

Die Bestimmung von Butyrobetain-methylester (BBMe), Butyrobetain-ethylester (BBEt),
Butyrobetain und L-Carnitin mittels HPLC erfolgte unter folgenden Bedingungen: HPLC:
Waters LC-Module I plus;  Siule:  Hamilton pRP-X200 250 x 4,1 mm; Durchflussrate:
1,3 mL/min; Detektion: Leitfahigkeit. Butyrobetain und L-Carnitin wurden mit 5 mM HCIO4
in  Acetonitril: Wasser = 1:24 (v/v) eluiert. Butyrobetain-methylester (BBMe) und
Butyrobetain-ethylester (BBEt) wurden mit 5 mM HCIO4 in Acetonitril: Wasser = 1:4 (v/v)

eluiert,

Die Bestimmung von Butyrobetain-methylester (BBMEe) und Butyrobetain mittels
Diinnschichtchromatographie erfolgte unter folgenden Bedingungen: Cellulose-Platten;
Laufmittel: Butanol:Essigsdure:Wasser = 8:4:2 (v/v/v); Detektion: Ioddampf.

Die Bestimmung der Hydrolase-Aktivitat erfolgte photometrisch mittels Essigsdue-4-nitro-
phenylester-Assay. Hierzu wurde die Proteinlosung (900 uL) mit einer Losung von
Essigsdure-4-nitrophenylester (10 mM in Dimethylsulfoxid; 100 uL) bei 25°C versetzt. Die
Absorption des wihrend der Hydrolyse gebildeten 4-Nitrophenols (g =15 x 10° x M cm™)
wurde bei 410 nm gemessen. 1 Unit (U) entspricht der Menge 4-Nitrophenol (in pumol), die
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pro Minute freigesetzt wird. Die Bestimmung des Proteingehaltes der eingesetzten
Proteinlosung erfolgte mit dem BCA (Bicin choninic acid) Protein Assay kit (Pierce) nach
Anleitung des Herstellers. Die spezifische Hydrolase-Aktivitait wird angegeben in U/mg
Protein und entspricht der Menge 4-Nitrophenol (in pmol), die pro Minute und mg Protein

freigesetzt wird.

Die Bestimmung des Molekulargewichtes der Hydrolase erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Puffer: Tris (0,025 M), Glycine (0,192 M), SDS
(0,1% (w/v)); pH 8,4; Sammelgel: 10 mA, Trenngel: 25 mA). Die Detektion erfolgte sowohl
mit Coomassie-Blue als auch mit Aktivitdtsfirbung. Die Aktivitatsfarbung wurde wie folgt
ausgefithrt: Das Gel wurde in Renaturierungslosung (Triton X (0,5% (w/v)) in Tris x HCI-
Puffer (0,1 M; pH 7,5) 30 min bei 25°C inkubiert. Dann wurde Essigsiure-1-naphthylester-
Losung (10 mL) und Fast Red-Losung (10 mL) hinzugegeben. Die Hydrolasen firbten sich
nach ca. 30 min rot-braun. Die Essigsdure-1-naphthylester Losung wurde wie folgt
hergestellt: Essigsdure-1-naphthylester (4 mg) wurde in Aceton (1,0 mL) gelost und mit
Tris x HCI-Puffer (0,1 M; pH 7,5) auf 10 mL aufgefiillt. Die Fast Red-Losung wurde wie
folgt hergestellt: Fest Red (10 mg) wurde in Tris x HCI-Puffer (0,1 M; pH 7,5; 10 mL) gelost.

Beispiel 1

Wachstumsverhalten des Stammes HK4 (DSM 2938) in Medien enthaltend
Butyrobetain-methylester (BBMe) und Butyrobetain-ethylester (BBEt) als jeweils
einzige C-Quelle

Der Stamm HK4 (DSM 2938) wurde auf Minimalmedium Agarplatten unter Zusatz von
0,4% (w/v) Betain als einziger C-Quelle nach Einzelkolonie-Ausstrich bei 30°C fiir 48 bis
72 h inkubiert. Zur Anzucht wurden Einzelkolonien des Stammes von der Agarplatte in das
Minimalmedium enthaltend Butyrobetain-methylester (BBMe) und Butyrobetain-ethylester
(BBEt) als jeweils einziger C-Quelle iiberimpft und bei 30°C und 140 upm fiir 48 bis 96 h
inkubiert.

Es wurde ein Kontrollversuch durchgefiihrt, bei dem die Anzucht des Stammes HK4
(DSM 2938) unter den gleichen Bedingungen, jedoch unter Zusatz von Butyrobetain anstelle

eines Butyrobetain-esters als einziger C-Quelle, erfolgte.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1:
1,0 % (w/v) 0,2 % (w/v) 1,0 % (w/v) 1,0 % (w/v)
BBMe BBEt BBEt Butyrobetain
Stamm Wachstum [ODsgso]

HK4 0,76
HK4 0,23
HK4 0,76
HK4 7,0

Der Stamm HK4 (DSM 2938) wuchs in dem Minimalmedium enthaltend Butyrobetain-
methylester (BBMe) und Butyrobetain-ethylester (BBEt) als jeweils einziger C-Quelle. Das
Wachstum des Stammes HK4 (DSM 2938) auf Butyrobetain-ester als einziger C-Quelle war

jedoch deutlich geringer verglichen mit dem Wachstum auf Butyrobetain als einziger
C-Quelle.

Beispiel 2

Umsetzung von Butyrobetain-methylester (BBMe) und Butyrobetain-ethylester (BBEt)
mittels der Stimme HK13 (DSM 2903) und HK1349 (DSM 3944) zu Butyrobetain und
L-Carnitin, Dauer: 74 h

Die Stimme HK13 (DSM 2903) und HK1349 (DSM 3944) wurden jeweils in ,Nutrient Yeast
broth* Vorkulturmedium (10 mL), welchem L-Carnitin (0,05% (w/v)) als Induktor des
L-Carnitinstoffwechsels zugesetzt wurde, tberimpft und 2 Tage bei 30°C und 140 upm
inkubiert. Die Vorkulturen (0,01 mL) wurde in das Minimalmedium (10 mL), welches
zusitzlich 0,02% (w/v) Betain, 0,05% (v/v) Glycerin, 0,50% (w/v) L-Glutamat und entweder
0,75% (w/v) Butyrobetain-methylester (BBMe) oder 0,75% (w/v) Butyrobetain-ethylester
(BBE?t) enthielt, (iberimpft und bei 30°C und 140 upm inkubiert. Nach 40 h betrug die ODsso
von beiden Kulturen ca. 9,0 und die Kulturen befanden sich in der stationdren Phase. Nach
weiteren 34 h wurden Proben entnommen. Die Zellen wurden zentrifugiert (11 000 upm,
S min) und der Uberstand wurde mittels HPLC auf den Gehalt an Butyrobetain, L-Carnitin
und nicht umgesetzten Butyrobetain-ester untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2
zusammengefasst.

Als Kontrollversuch wurden Butyrobetain-methylester (BBMe) und Butyrobetain-ethylester

(BBEt) jeweils im gleichen Medium und unter den gleichen Bedingungen, jedoch ohne
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Zusatz von Zellen, gelagert. Unter diesen Bedingungen war keine Hydrolyse der

Butyrobetain-ester zu Butyrobetain nachzuweisen.

Tabelle 2;

Stamm Edukt Reaktionsgemisch

BBMe* | BBEt* | BBMe BBEt BB® |L-Carnitin| Summe®
[mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/] | [mmol/L]

HK13 43,1 — 26 7 11 44
HK13 46,9 28 — 15 <6 <49
HK1349 43,1 — 26 6 10 42
HK1349| 46,9 27 — 13 9 49

bl

*0,75% (w/v) BBME = 46,9 mmol/L; 0,75% (w/v) BBEt = 43,1 mmol/L.
*BB = Butyrobetain.
° Summe = BBMe oder BBE! + Butyrobetain + L-Carnitin.

Die Stimme HKI13 (DSM2903) und HKI1349 (DSM 3944) setzten jeweils sowohl
Butyrobetain-methylester (BBMe) als auch Butyrobetain-ethylester (BBEt)in 74 h zu ca.
40% um. Bei der Umsetzung des Butyrobetain-methylester ist der Anteil an gebildetem
Butyrobetain hoher als der an L-Carnitin, wihrend bei der Umsetzung des Butyrobetain-

ethylesters der Anteil an gebildetem L-Carnitin hoher ist als der an Butyrobetain.

Beispiel 3

Umsetzung von Butyrobetain-methylester (BBMe) und Butyrobetain-ethylester (BBEt)
mittels der Stimme HKI13 (DSM 2903), HK1349 enthaltend Plasmid pVK100q
(DSM 8726) und HK1331b (DSM 3225) zu Butyrobetain und L-Carnitin, Dauer: 144 h
Die Stamme HK13 (DSM 2903), HK1349 enthaltend Plasmid pVK100q (DSM 8726) und
HK1331b (DSM 3225) wurden in Analogie zu Beispiel 2 angezogen, jedoch enthielt das
Minimalmedium statt 0,75% (w/v) 0,90% (w/v) Butyrobetain-methylester (BBMe) oder
Butyrobetain-ethylester (BBEt). Das Vorkulturmedium des Stammes HK1349 enthaltend
Plasmid pVK100q (DSM 2903) enthielt zusatzlich Tetracyclin (10 pg/mL). Nach 52 h betrug
die ODgso von den Kulturen ca. 10,0 und die Kulturen befanden sich in der stationiren Phase.

Nach weiteren 92 h wurden Proben entnommen. Die Zellen wurden zentrifugiert
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~ (11 000 upm, 5 min) und der Uberstand wurde mittels HPLC auf den Gehalt an Butyrobetain,

L-Carnitin und nicht umgesetzten Butyrobetain-ester untersucht.

Die Stamme HK13 (DSM 2903) und HK1349 enthaltend Plasmid pVK100q (DSM 8726)
und HK1331b (DSM 3225) setzten jeweils sowohl Butyrobetain-methylester (BBMe) als
auch Butyrobetain-ethylester (BBEt) in 144 h zu ca. 50 % unter Bildung von Butyrobetain

und L-Carnitin um.

Beispiel 4

Charakterisierung der Hydrolasen im Zellextrakt des Stammes HK1349 (DSM 3944)

4.1 Herstellung Zellextrakt des Stammes HK1349 (DSM 3944)

Ein Inokulum (0,2 mL) des Stammes HK1349 (DSM 3499) wurde in Minimalmedium
(25 mL) enthaltend zusitzlich 0,2% (w/v) Betain, 1,0% (w/v) L-Glutamat und 0,2% (w/v)
Butyrobetain geimpft und bei 30°C und 140 upm inkubiert bis die ODssonm 3,0 bis 7,0 betrug.
Die so erhaltene Vorkultur (2 mL) wurde in das Minimalmedium (1,5 L) enthaltend zusétzlich
0,2% (w/v) Betain, 1,0% (w/v) L-Glutamat und 0,2% (w/v) Butyrobetain iiberimpft und bei
30°C und 140 upm inkubiert bis die ODgsonm 3,0 bis 7,0 betrug. Die Kultur wurde
zentrifugiert (3 500 upm; 30 min; 16°C) und die Zellen wurden in 50 mM Natriumphosphat-
puffer (150 mL; pH 7,5) resuspendiert. Die so erhaltene Zellsuspension hatte eine ODgso nm
37.

4.2. Untersuchung des Vorliegens der Hydrolasen in der Zelle

Die gemiss Beispiel 4.1. erhaltene Zellsuspension (HK1349 (DSM 3944), ODgso am 37,
50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5) wurde zentrifugiert (4 000 upm; 10 min; 4°C) und
die spezifische Hydrolase-Aktivitdt des Uberstandes wurde mittels Essigsdure-4-
nitrophenylester-Assay bestimmt. In einem zweiten Experiment wurde die geméass Beispiel
4.1. erhaltene Zellsuspension (HK1349 (DSM 3944), OD¢s0 am 37, SO mM Natriumphosphat-
Puffer, pH7,5) durch 10 miniitige Behandlung mit Ultraschall unter Eisbadkihlung
aufgeschlossen, die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (4 000 upm; 10 min; 4°C) und die
spezifische Hydrolase-Aktivitit des Uberstandes wurde mittels Essigsaure-4-nitrophenylester-
Assay bestimmt. Die hochste spezifische Hydrolase-Aktivitit (0,31 U/mg Protein) wurde als
100%-Wert betrachtet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die hydrolytische

Aktivitat liegt intrazellular vor.
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Tabelle 3:
Uberstand Relative Hydrolase-Aktivitiit [ %]
von ganzen Zellen 45
nach Zellaufschluss 100

Die gemdss Beispiel 4.1. erhaltene Zellsuspension (HK1349 (DSM 3944), OD¢so nm 37,
50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5) wurde durch 10 miniitige Behandlung mit
Ultraschall unter Eisbadkiihlung aufgeschlossen, mit verschiedenen Detergentien (5% (v/v)
Detergenz; 30 min; 25°C) inkubiert und die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (4 000 upm,;
10 min; 4°C). Die spezifische Hydrolase-Aktivitit der Uberstinde wurde mittels Essigsaure-
4-nitrophenylester-Assay  bestimmt. Die hochste  spezifische Hydrolase-Aktivitit
(0,30 U/mg Protein) wurde als 100%-Wert betrachtet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4
zusammengestellt. Die hochste spezifische Hydrolase-Aktivitdt wurde unter Verwendung von
Triton X-114 beobachtet.

Tabelle 4:
Uberstand nach Zellaufschluss und Relative spezifische
Behandlung mit folgendem Detergenz Hydrolase-Aktivitit [%]

— 70

SDS 26

Triton X-114 100

Triton X-100 64

Tween 80 80

Lysozym 64

4.3. Bestimmung des Molekulargewichtes

Die in Tabelle 3 aufgefiihrten Uberstande sowie die in Tabelle 4 aufgefiihrten Uberstéinde,
welche mit Triton X-114 oder mit Lysozym behandelt wurden, wurden mittels SDS-PAGE
untersucht. In allen Uberstanden wurden eine 22 kDa Hydrolase und eine 33 kDa Hydrolase

gefunden.
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4.4. Bestimmung der Substratspezifitiit

Die gemass Beispiel 4.1. erhaltene Zellsuspension (HK1349 (DSM 3944), OD¢so um 37,
50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5) wurde durch 10 minitige Behandlung mit
Ultraschall unter Eisbadkiihlung aufgeschlossen, mit Triton X-114 (5% (v/v); 30 min; 25°C)
inkubiert und dann zentrifugiert (4 000 upm; 10 min; 4°C). Der Uberstand wurde
lyophilisiert. Der lyophilisierte Uberstand (100 mg) wurde in Natriumphosphatpuffer
(50 mM; pH 7,5; 1,0 mL) gelost und zu Emulsionen von Essigsdure-ethylester, Buttersaure-
ethylester und Buttersaure-methylester (5% (v/v) Ester emulgiert mittels eines Ultraturrax in
destilliertem Wasser enthaltend 2% (w/v) Gummi arabicum; 20 mL) bei 37°C gegeben. Die
bei der Hydrolyse des Esters freigesetzte Sdure wird mit NaOH (0,01 M) unter Verwendung
eines pH-Stats titriert. 1 U (Unit) entspricht der Menge an Saure (in umol), die pro Minute
freigesetzt wird. Die hochste spezifische Hydrolase-Aktivitat (0,039 U/mg Protein) wurde als
100%-Wert betrachtet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 5:
Substrat Spezifische Relative spezifische
Hydrolase-Aktivitit Hydrolase-Aktivitit
[U/mg Protein] [%]
Essigsdure-Ethylester 0,039 100
Buttersaure-Ethylester 0,028 72
Buttersaure-Methylester 0,038 97

4.5. Bestimmung des pH-Optimums

Der gemiss Beispiel 4.4. erhaltene lyophilisierte Uberstand (100 mg) wurde in
Natriumphosphat-Puffer (50 mM; pH 7,5; 1,0 mL) gelost. Diese Losung (50 pl) wurde mit
Natriumphosphat-Puffern unterschiedlicher pH-Werte (50 mM; pH 5,0 bis 9,0; 850 pL)
verdiinnt und mit einer Loésung von Essigsdue-4-nitrophenylester (10 mM in Dimethyl-
sulfoxid, 100 puL) bei 25°C versetzt. Die Absorption des wihrend der Hydrolyse gebildeten
4-Nitrophenols (g = 15 x 10> x M cm™) wurde bei 410 nm gemessen. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 1 dargestellt. Das pH-Optimum betragt 7,5.
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4.6. Bestimmung der Temperaturstabilitit

Die geméss Beispiel 4.1. erhaltene Zellsuspension (HK1349 (DSM 3944), ODgso nm 37,
50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5) wurde durch 10 miniitige Behandlung mit
Ultraschall unter Eisbadkiihlung aufgeschlossen, mit Triton X-114 (5% (v/v); 30 min; 25°C)
inkubiert und dann zentrifugiert (4 000 upm; 10 min; 4°C). Der Uberstand wurde bei
Temperaturen im Bereich von 5 bis 70°C 16 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
spezifische Hydrolase-Aktivitdt mittels Essigsdure-4-nitrophenylester-Assay bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt. Die spezifische Hydrolase-Aktivitdt nimmt mit
steigender Temperatur ab. Nach 16 stiindiger Inkubation bei 30°C liegt noch ca. 85% der
urspringlichen Aktivitit vor, nach .16 stiindiger Inkubation bei 45°C liegt noch ca. 50% der
urspriinglichen Aktivitdt vor nach 16 stiindiger Inkubation bei 50°C liegt nur noch ca. 35%

der urspriinglichen Aktivitét vor.

Beispiel S

Reinigung der Hydrolasen des Stammes HK1349 (DSM 3944)

Die gemidss Beispiel 4.1. erhaltene Zellsuspension (HK1349 (DSM 3944), ODgso am 37,
50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,5) wurde durch 10 miniitige Behandlung mit
Ultraschall unter Eisbadkiihlung aufgeschlossen, mit Triton X-114 (5% (v/v); 30 min; 25°C)
inkubiert und dann zentrifugiert (4 000 upm; 10 min; 4°C). Proben des Uberstandes (10 mL)
wurden  mittels  Gel-Filtration  (Sephacryl™ $-200, 100 cm®,  Elutionsmittel:
Natriumphosphatpuffer (50 mM; pH 7,5); Durchflussrate: 1 mL/min) gereinigt.

Von den einzelnen Fraktionen (2 mL) wurde die spezifische Hydrolase-Aktivitat mittels
Essigsaure-4-nitrophenylester-Assay bestimmt. Die Fraktionen, welche eine Hydrolase-
Aktivitdt besallen, wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen, welche nur eine
Hydrolase mit dem Molekulargewicht von 33 kDa enthielten, wurden zusammengegeben
(Fraktion A). Die Fraktionen welche nur eine Hydrolase mit dem Molekulargewicht von 22
kDa enthielten, und die laut SDS-PAGE , verunreinigter waren, wurden zusammengegeben
(Fraktion B), sowie die Fraktionen welche nur eine Hydrolase mit dem Molekulargewicht von
22 kDa enthielten, und die laut SDS-PAGE ,reiner“ waren, wurden zusammengegeben
(Fraktion C). Fraktionen, die ,reiner waren, beinhalteten einen geringeren Anteil an
Fremdproteinen als die Fraktionen die ,,verunreinigter waren. Von den Fraktionen A, B und
C wurde die spezifische Hydrolase-Aktivitit erneut mittels Essigsdure-4-nitrophenylester-
Assay bestimmt und diese Proteinlosungen wurden erneut mittels SDS-PAGE analysiert. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 6 und Abbildung 3 zusammengestellt.
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Tabelle 6:
Proteinlésung Spezifische Hydrolase-AKktivitiit
[U/mg Protein]

Uberstand 0,080

Fraktion A 0,122

Fraktion B 0,260

Fraktion C 0,199

Die Fraktion A enthaltend die 33 kDa Hydrolase und die Fraktion C enthaltend die 22 kDa
Hydrolase wurden mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. Die isoelektrischen Punkte der
22°kDa Hydrolase und der 33 kDa Hydrolase wurden mit dem PhastSystem (Amersham
Pharmacia) nach Anleitung des Herstellers bestimmt. Hierzu wurden die Fraktionen A und C
mit einem Gel, welches einen pH-Gradienten von 3 bis 9 aufweist, analysiert. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4 dargestellt. Fraktion C wurde zusitzlich mit einem Gel, welches einen
pH-Gradienten von 4 bis 6,5 aufweisst, analysiert. Die Detektion erfolgte analog der
Detektion bei der SDS-PPAGE. Die 33 kDa Hydrolase hat einen pl von 6,58, die 22 kDa
Hydrolase hat einen pI von 4,15.

Beispiel 6

Umsetzung von Butyrobetain-methylester (BBMe) zu Butyrobetain mittels Fraktion A
und Fraktion C

Fraktion C aus Beispiel 5 (1,0 mL) wurde mittels Centricons (2 mL, 10 kDa ; 5 000 upm;
60 min; 4°C) auf ein 1/10 des urspriinglichen Volumens aufkonzentriert. Eine
Reaktionslosung bestehend aus Butyrobetain-methylester (BBMe) (50 pmol) und
Natriumphosphat-Puffer (50 mM; pH 7,5; 500 uL) wurde mit der aufkonzentrierten Fraktion
C (100 pL) bei 37°C versetzt. Die Umsetzung von Butyrobetain-methylester zu Butyrobetain
wurde qualitativ mittels Dunnschichtchromatographie verfolgt.

Die 22 kDa Hydrolase der Fraktion C setzte Butyrobetain-Methylester (BBMe) in 1h
nachweisbar zu Butyrobetain um und in 60 h zu ca. 15% (geschétzt).

In Analogie wurden Fraktionen A aus Beispiel 5 aufkonzentriert und mit Butyrobetain-
methylester (BBMe) umgesetzt. Die 33 kDa Hydrolase der Fraktion A setzte Butyrobetain-
methylester (BBMe) nicht zu Butyrobetain um.
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Beispiel 7
Hydrolyse von Butyrobetain-methylester (BBMe) zu Butyrobetain mittels den Esterasen
PFE 1, PFE I1 und SDE
In Analogie zu Beipiel 6 wurden Butyrobetain-methylester (BBMe) mit PFEI aus
Pseudomonas fluorescens (Bornscheuer et al. J. Biotechnol. 1998, 60, 105-111), Esterase
PFEII aus Pseudomonas fluorescens (DSM 50106, Khalameyer et al Appl. Environm.
Microbiol. 1999, 65, 477-482) und mit Esterase SDE aus Streptomyces diastatochromogenes
(erhaltlich z. B. von Jilich Fine Chemicals, Bornscheuer et al. Biotechnol. Letters 1999, 21,
101-104, Tesch et al. J. Bacteriol. 1996, 178, 1858-1865) (jeweils ca. 6 mg) umgesetzt.

Alle drei Esterasen hydrolysierten den Butyrobetain-methylester (BBMe), wobei die Esterase
PFE II die hochste Aktivitit aufweist. Die Esterasen PFE II und SDE setzten Butyrobetain-

methylester (BBMe) bereits nach 1 h nachweisbar zu Butyrobetain um.

Beispiel 8

Hydrolyse von Butyrobetain-methylester (BBMe) zu Butyrobetain mittels kiiuflicher
Hydrolasen

Eine Reaktionslosung bestehend aus Butyrobetain-methylester (BBMe) .(1,0% (w/v)) in
Kaliumphosphatpuffer (10 mM; pH 7,0; 2,0 mL) wurde mit unterschiedlichen Hydrolasen
(10 bis 15 mg oder 20 pL) bei 25°C versetzt. Der pH-Wert des Reaktionsgemisches wird
mittels einer pH-Sonde 24 h verfolgt. Durch Hydrolyse des gebildetes Butyrobetain sollte der
pH-Wert sinken. Bei den Reaktionen, wo ein Abfall des pH-Wertes beobachtet werden
konnte, wurde der Gehalt an Butyrobetain-methylester (BBMe) und Butyrobetain im
Reaktionsgemisch mittels HPLC bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammen-
gestellt. Die Lipase aus Bacillus thermocatenulatus (Roche diagnostics) die Schweineleber
Esterasen (von Fluka und Roche diagnostics) setzten am meisten Butyrobetain-methylester
(BBMe) zu Butyrobetain um. Die Lipase aus Bacillus thermocatenulatus wurde bereits

kloniert (Schmid-Dannert et al., Biochim. Biophys. Acta 1996, 1301, 105-114).
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Tabelle 8:
Hydrolase BBMe Butyrobetain
[wmol/mL] [tmol/mL]
— 78,1 1,6
Schweineleber Esterase (Fluka) 68,9 5,9
Lipase aus Bacillus thermocatenulatus 71,1 6,3
(Roche diagnostics)
Schweineleber Esterase (Roche diagnostics) 71,2 5,9
Subtilisin A60 (Novo Nordisk) 73,8 2,5
Chirazym L2 (Roche diagnostics) 171,8 4,6
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Patentanspriiche

Hydrolase, die 4-Butyrobetain-methylester als Substrat zu 4-Butyrobetain umsetzt,
gekennzeichnet durch:

a) einen pl von 4,15 + 0,30 und

b) ein Molekulargewicht von 22,0 + 2,0 kDa, bestimmt mittels SDS-PAGE.

Rekombinanter Mikroorganismus, transformiert mit einer DNA, die fiir eine Hydrolase

nach Anspruch 1 codiert.

Rekombinanter Mikroorganismus, transformiert mit einer DNA, die fur eine Hydrolase
codiert, die 4-Butyrobetain-methylester zu 4-Butyrobetain hydrolysiert, wobei der
Mikroorganismus befdhigt ist, diese Hydrolase zu exprimieren sowie aus 4-Butyro-

betain-methylester L-Carnitin zu produzieren ohne letzteres zu katabolisieren.

Rekombinanter Mikroorganismus nach Anspruch 2 oder 3, worin die DNA ein Vektor,
insbesondere ein Expressionsvektor, ist, der die fur die Hydrolase codierende DNA-

Sequenz unter der Kontrolle von Regulationssequenzen enthalt.

Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin, worin ein Betain-ester der allgemeinen

Formel

worin R' und R? entweder Wasserstoff oder zusammen eine Bindung bedeuten und R’
gegebenenfalls substituiertes Cj.jo-Alkyl, gegebenenfalls substituiertes Aryl oder
gegebenenfalls substituiertes Arylalkyl bedeutet, mittels einer Hydrolase, die einen
Betain-ester der allgemeinen Formel I als Substrat zum Betain umsetzt, oder mittels
eines eine solche Hydrolase enthaltenden Mikroorganismus zum entsprechenden Betain

der allgemeinen Formel
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worin R' und R? die oben genannte Bedeutung haben, umgesetzt wird, und dieses
Betain mittels eines Mikroorganismus, der befdhigt ist, das Betain der Formel II zu

L-Carnitin umzusetzen, zu L-Carnitin umgesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 5 worin die Hydrolase eine Hydrolase nach Anspruch 1 ist.
Verfahren nach AnspruchS oder 6, worin der die Hydrolase enthaltende
Mikroorganismus gleichzeitig der Mikroorganismus ist, mit dem das gebildete Betain

der allgemeinen Formel IT zu L-Carnitin umgesetzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, worin der die Hydrolase enthaltende

Mikroorganismus ein Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 2 bis 4 ist.
Verfahren zur Herstellung von Betainen der allgemeinen Formel

R2

. 0o I
\N

/\

worin R' und R? die in Anspruch 5 genannte Bedeutung haben, worin ein Betain-ester

R' O

der allgemeinen Formel

worin R' und R? die oben genannte Bedeutung haben und R’ die in Anspruch s

genannte Bedeutung hat, mittels einer Hydrolase, die einen Betain-ester der allgemeinen



10

15

20

30

10.

11.

12.

13.

14.

WO 02/061094 PCT/EP02/01009

28

Formel I hydrolysiert, oder mittels eines eine solche Hydrolase enthaltenden
Mikroorganismus zum entsprechenden Betain der allgemeinen Formel II umgesetzt

wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 9 worin der Betain-ester der allgemeinen
Formel I derart zugefiihrt wird, dass die Konzentration des Betain-esters im

Reaktionsgemisch unter 10% (w/v) bleibt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 10 worin der pH-Wert im Bereich von

6 bis 8 und die Temperatur im Bereich von 15 bis 50°C liegt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 11 worin ein Betain-ester der allgemeinen

Formel I

eingesetzt wird, worin R' und R? entweder Wasserstoff oder zusammen eine Bindung

bedeuten und R?> Methyl bedeutet.

Verwendung einer Hydrolase, die 4-Butyrobetain-methylester zu 4-Butyrobetain

umsetzt, in einem Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin

Verwendung von Mikroorganismen, welche eine Hydrolase enthalten, die 4-Butyro-

betain-methylester zu 4-Butyrobetain umsetzt, zur Herstellung von L-Carnitin.
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Abbildung 3

R: Uberstand
E33: Fraktion A
E22 (I): Fraktion B

E22 (Il): Fraktion C

Detektion: Aktivitatsfarbung

S: Standard

R: Uberstand

E33: Fraktion A
E22 (I): Fraktion B
E22 (1): Fraktion C

Detektion: Coomassie-Blue und Aktivitatsfarbung
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Abbildung 4

1: Fraktion C
2: Fraktion A

3: Uberstand

Detektion: Aktivitatsfarbung

1: Fraktion C
2: Fraktion A

3: Uberstand

Detektion: Aktivitatsfarbung und Coomassie-Blue



Confirmation

The strain Rhizobium/Agrobacterium sp. HK 1349 - DSM 3944 deposited by you on 1991-
11-01 under the Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit of
Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure will, following your notification of
21st January 2002 be stored for 10 further years exceeding the period fixed by the Treaty
and made available to third parties according to the applicable patent regulations.

The duration of storage for the strain DSM 3944 will - according to rule 9.1 of the
Budapest Treaty - be guaranteed at least until
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