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(57) Abstract

An enzyme designated as ketonic ester reductase capable of being used in the NADH-dependent enzymatic reaction of B, y
and & ketonic acid esters into the corresponding optically active B, v and § hydroxycarboxylic acid esters can be isolated from
strains of Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythropolis or Pseudomonas acidovorans, preferably culti-
vated on a long-chain alkane and/or alkane acid-containing culture medium, appropriately in the presence of an inductor. An us-
able enzyme preparation can be recovered by fractionated PEG-precipitation from the cell raw extract; high specific activities
(for example 1855 U/mg) may then be obtained by chromatographic purification. The enzyme is characterized by a wide sub-
strate spectrum. Not only (possibly substituted) so-called ketonic esters are accepted, but also a number of other oxo-compounds,
among which diketones, (possibly substituted, in particular halogenated) aliphatic, alicyclic and aromatic ketones, as well as ke-
toacetals and aldehydes. The S-enantiomer-forming reduction is supplemented by the possibility to recover R-enantiomers from
racemates by oxidizing the S-enantiomer and separating the oxo-compound.

(57) Zusammenfassung

Aus Stimmen von Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythropolis oder Pseudomonas acidovor-
ans ist ein als Ketoester-Reduktase bezeichnetes Enzym isolierbar, das zur NADH-abhingigen enzymatischen Umsetzung von p-,
Y- und 3-Ketocarbonsiureestern zu den entsprechenden optisch aktiven -, y- und §-Hydroxycarbonsaureestern befihigt ist. Die
Kultivierung erfolgt vorzugsweise auf einem lingerkettige Alkane und/oder Alkansiuren enthaltenden Niéhrmedium, zweckmaRi-
gerweise in Gegenwart eines Induktors. Aus dem Zellrohextrakt kann ein brauchbares Enzympriparat durch fraktionierte PEG-
Fillung gewonnen werden; durch anschlielende chromatographische Aufreinigung konnen hohe spezifische Aktivititen (z.B.
1855 U/mg) erzielt werden. Das Enzym zeichnet sich durch ein breites Substratspektrum aus: so werden nicht nur die genannten
(ggf. substituierten) Ketoester akzeptiert, sondern eine Vielzahl weiterer Oxo-Verbindungen, zu denen Diketone, (ggf. substituier-
te, insb. halogenierte) aliphatische, alicyclische und aromatische Ketone sowie Ketoacetale und Aldehyde gehoren. Die Reduk-
tion unter Bildung von S-Enantiomeren wird durch die Maglichkeit zur Gewinnung von R-Enantiomeren aus Racematen durch
Oxidation des S-Enantiomeren und Abtrennung der Oxo-Verbindung ergiinzt. :
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Beschreibung

Neue Ketoester-Reduktase, deren Herstellung und Verwendung fiir
enzymatische Redoxreaktionen

Gegenstand der Erfindung ist eine neue zur NADH-abhdngigen enzymatischen Um-
setzung von fB-, y- und s-Ketoestern zu den entsprechenden optisch aktiven pB-,
v- und 8-Hydroxysdureestern befdhigte Ketoester-Reduktase, die aus Stdmmen von
Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythropolis oder Pseu-

domonas acidovorans isolierbar ist.

Optisch aktive B-, y- und 5-Hydroxycarbonsdureester sind wertvolle chirale Syn-
thesebausteine, die eine breite Anwendung in der Synthese von Pharmaka, Aroma-
stoffen, Pheromonen, Agrochemikalien und Enzym-Inhibitoren finden. Sie sind auf
konventionellem chemischem Wege nur schwer zugénglich, da die Trennung des
durch chemische Reduktion entstehenden Enantiomerengemisches aufwendig und

kostenintensiv ist.

Bekannt sind Arbeiten zur fermentativen Herstellung von B-, y- und $-Hydroxy-
carbonsduren und -estern mit Hilfe von Mikroorganismen. Dabei werden die mi-
krobiellen Zellen stets im UberschuB eingesetzt und die Ausbeute und Enantio-
mereniiberschiisse variieren je nach Herkunft der Zellen iiber einen weiten Be-
reich. Am h#ufigsten wird dabei die Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae ein-

gesetzt.

Bekannt sind auch bereits aus Saccharomyces cerevisiae isolierte Oxidoreduk-
tasen, welche die enzymatische Reduktion der B-, y- und $§-Ketogruppe von ent-
sprechenden Ketoestern unter Bildung der entsprechenden optisch aktiven Hy-
droxyverbindungen katalysieren (Heidlas et al. (1988) Eur. J. Biochem. 172: 633-
639). Diese bekannten Oxidoreduktasen bentigen NADPH als Cokatalysator, des-
sen Regenerierung diffizil ist, weshalb die gewerbliche Akzeptanz dieses an sich
bekannten enzymatischen Syntheseweges nicht ohne weiteres gegeben ist.

Ziel der Erfindung war daher eine durch NADH cokatalysierte enzymatische Um-
setzung von B-, v- und 8-Ketoestern sowie ein dafiir geeignetes Enzym.

Dieses wurde iiberraschenderweise in bestimmten Hefen und Bakterien gefunden,
und zwar in Candida parapsilosis und Yarrowinia cellobiosa sowie in Rhodococcus
erythropolis und Pseudomonas acidovorans, die in der Lage sind n-Alkane bzw.
n-Alkansdure zu verwerten. Die aus Candida parapsilosis und Rhodococcus ery-
thropolis isolierte Ketoester-Reduktase wurde umfangreich untersucht.
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Besonders hohe Aktivitdten der neuen Ketoester-Reduktase (KERed) wurden er-

zielt, wenn Candida parapsilosis bzw. Rhodococcus erythropolis auf einem Nahr-

medium geziichtet wurden, das léngerkettige Alkanséuren bzw. Alkane, und zwar

insbesondere Dodecansdure und Tetradecan, als Kohlenstoff-Quelle enthielt.

Besonders intensiv wurde die Bildung der KERed mittels Candida parapsilosis
DSM 70 125 und die Isolierung und Aufreinigung des Enzyms aus diesem Stamm

untersucht.

Die

Die

gereinigte KERed zeichnet sich durch folgende Parameter aus :

ein pH-Optimum fiir die Ketoester-Reduktion zwischen pH 7,8 und 8,0
und fiir die Riickreaktion um pH 9,5.

ein Temperatur-Optimum fiir die Ketoester-Reduktion zwischen 36°C und
40°C und fiir die Riickreaktion von 50°C bis 56°C.

rasche Desaktivierung durch Hg<*-, Pb2*-, Ag*-, Cu2*-, Ni2*-, Sn?*- und
Co?*-Tonen. Starke Inhibierung durch p-Hydroxymercuribenzoat, S5.5’Dithio-
Bis(2-Nitrobenzoat) und Jodacetamid sowie druch die Chelatoren 2.2’-Bipyridyl
und o-Phenanthrolin. Stabilisierung durch SH-Schutzreagenzien wie Dithio-
threitol.

zusdtzliche Befshigung zur Reduktion von aliphatischen, alicyclischen und aro-
matischen Ketonen, Diketonen, Ketalen und Aldehyden sowie zur Oxidation

von primé#ren und sekunddren Alkoholen

reduktive enzymatische Umsetzung von 8-, v- und §-Ketoestern zu den ent-

sprechenden optisch aktiven Hydroxycarbonsdureestern erfolgt nach folgender Glei-

chung :

0 0
H, OH
KERed = >{(
N = A m Rl or

NADH NAD*

R und R’ konnen Reste breiter Vielfalt sein wie aus Tabelle 4 hervorgeht. n kann

Werte zwischen 1 und 3 annehmen. Dariiberhinaus skizziert das Modell der Sub-

stratbindungsstelle (Fig. 5, Tabelle 5, Beispiel 3.G) die Grenzen der Substratak-

zeptanz.

'}
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Neben den Ketoestern werden von der KERed weitere Oxoverbindungen als Sub-

strate akzeptiert, wie insbesondere 1,1-Dichloraceton, Chloraceton, 3-Chlor-2-Buta-
non, 2-Octanon, 2-Butanon, 2-Pentanon, 2-Methyl-3-Pentanon, Methoxy-2-Pro-
panon, Acetophenon, 3-Chloracetophenon, 4-Fluoracetophenon, 4-Bromacetophenon,
Propiophenon, 2,4-Hexandion, 2,4-Pentandion sowie Acetaldehyd, Isobutyraldehyd
und Propionaldehyd. Acetophenon wird zu (S)-Phenylethanol, 3-Oxobuttersdureethy-
lester zu (S)-3-Hydroxybuttersiureethylester und 5-Oxohexansdureethylester zu
(S)-5-Hydroxyhexansiureethylester umgesetzt.

Interessant ist in diesem Zusammenhang speziell die Moglichkeit der Umsetzung
von Acetophenon, 4-Bromacetophenon, 3-Chloracetophenon und 4-Fluoracetophenon
zu den entsprechenden (S)-Phenylethanolen in NADH-Cokatalyse, da bislang nur

die (R)-spezifische Umsetzung realisiert ist.

Die Riickreaktion (Oxidation der Hydroxygruppe) ist ebenso enzymatisch durch-
filhrbar und kanr insbesondere dazu ausgenutzt werden, durch Umsetzung des S-
Enantiomeren eines Racemats von R- und S-Hydroxyverbindungen das ggf. ge-

wiinschte R-Enantiomere zu gewinnen.

Die nachstehend im einzelnen beschriebene Ketoester-Reduktase ist, wie dargelegt,
nicht nur zur Reduktion der B-, v-, 8-Ketogruppen der Ketoester befahigt, sondern
dariiberhinaus zur Reduktion einer breiten Vielfalt von Carbonylverbindungen ver-
wendbar. Daher kann das Enzym auch als Carbonyl-Reduktase bezeichnet werden.

Das neue Enzym kann innerhalb der EC-Klassifizierung unter der Nummer
[EC 1.2.1] eingeordnet werden. Eine genaue Zuweisung einer EC-Nummer steht
bisher allerdings noch aus. Der Einfachheit halber wird das neue Enzym in der
anschlieBenden Beschreibung als Ketoester-Reduktase (KERed) bezeichnet.

Man erhélt die KERed in an sich bekannter Weise durch Kultivierung (in iiblichen
N#hrmedien ggf. in Gegenwart von Alkanen und/oder Alkansduren) der genannten
Mikroorganismen, aus deren Rohextrakt ein verwendbares Enzymprdparat durch
fraktionierte PEG-Fzllung erhalten werden kann, bei der zunichst mit relativ nie-
dermolekularem Polyethylenglycol (PEG) fiir die Ausfillung von Begleitproteinen
gesorgt wird, wihrend die KERed noch in LOsung bleibt, die dann aus der Fliis-
sigkeit durch PEG mit erhthtem Molekulargewicht ausgeféllt und aus dem Nieder-
schlag durch Pufferlosung wieder “extrahiert” wird.

Alternativ kann mit unterschiedlichen PEG-Konzentrationen aber gleichbleibendem
Molekulargewicht im Bereich von 1.000 bis 10.000, insbesondere um 5.000, gear-
beitet werden. Eine weitere Reinigung durch chromatdgraphische Trennmethoden
filhrt zu bevorzugten Isolaten mit hcherer spezifischer Aktivitdt wie anhand des

nachfolgend wiedergegebenen Beispiels dargelegt wird.
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Im Folgenden wird die Erfindung mehr im einzelnen anhand von Beispielen be-

schrieben. Dabei wird auf die angefiigten Zeichnungen Bezug genommen. Es zei-

gen :

Figur 1 und 2

Figur 3

Figur 4

Figur 5

Figur 6

Figur 7

die Bildung der KERed mittels C. parapsilosis bei Wachstum
auf Glycerin (1) bzw. Dodecansgure (2)

die Regulation der Aktivitdt der KERed aus C. parapsilosis

a) 5.4% Glucose, b) 0.8% Glucose, ¢) 2% Glycerin, d) 2%
Glycerin + 0.1% Induktor, e) 1% Dodecansdure, f) 1% Dode-
cansdure + 0.1% Induktor; Induktor : 3-Oxohexansdureethyle-

ster

die pH-Abhingigkeit der KERed-Aktivitdt bei Oxidation und
Reduktion

Modell der Substratbindungsstelle der KERed aus C. parapsi-
losis

die chromatographische Trennung von (R)- und (S)-3-Hy-
droxybuttersduremethylester und zwar (a) fir das racemische
Gemisch und (b) fiir das erfindungsgem#iBe KERed-Umset-
zungsprodukt

die chromatographische Trennung von (R)- und (S)-5-Hy-
droxybuttersdureethylester fiir das erfindungsgeméBe KERed-
Umsetzungsprodukt
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Beispiel 1: Gewinnung des Enzyms

1. Screening

Sammlungsstimme der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zel-
kulturen GmbH, Braunschweig) wurden in dem von der DSM empfohlenen Medium
angezogen, die Zellmasse durch Zentrifugation geerntet und durch NaBvermahlung
aufgeschlossen. Der Uberstand diente als Enzymquelle (Rohextrakt) und wurde auf
Ketoester-Reduktase-Aktivitat untersucht. Der Test wurde photometrisch durchge-
fiihrt, wobei der Testansatz folgende Komponenten enthielt :

0,2 mM NAD(P)H

8 mM Ketoester

0,1 M Triethanolamin (TEA)-NaOH-Puffer, pH 7

1

limitierende Mengen an Rohextrakt

Es wurde die NAD(P)H-Abnahme bei 334 nm iiber einen Zeitraum von 1 Minute
verfolgt. Zur Aktivitdtsberechnung wurde ein Absorptionskoeffizient von 6,18
M lem1 verwendet. Tabelle 1 faBt die erhaltenen spezifischen Aktivitdten fiir die
einzelnen Mikroorganismen zusammen, die sich aus einer Gruppe von 65 geteste-

ten Mikroorganismen als tauglich erwiesen haben.

Pro Mikroorganismus ist in der ersten Zeile die NADH-abh#ngige, in der zweiten
Zeile die NADPH-abhingige spezifische Aktivitit in mU/mg angegeben. Ein U
(Unit) entspricht einem Umsatz von 1 pmol reduziertem Coenzym pro Minute.
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Tabelle 1
KERed aus : AEEED BEEE  ABS  ABEE LS  LSEE
mU/mg
P. acidovorans 49.0 116 9.1 15.9 2 41
- 15.6 35 - - -
R. erythropolis 153.0 3.0 nb3) 97.0 nb. 871
- - n.b. - n.b. -
C. parapsilosis 91.0 49.0 16.4 96.1 2.7 851
14.1 25.0 25.0 45 24 13
Y. cellobiosa 103.1 20.3 n.b. 55.4 nb. 411
5.0 - n.b. - nb. 4.0

DAEEE: Acetessigsaureethylester ; BEEE: Butyrylessigsdureethylester ; ABS: Ace-
tylbutterséure ; ABEE: Acetylbuttersdureethylester ; LS: Laevulinsdure ; LSEE:
Laevulinsdureethylester ; 2)-. Aktivitat unter der Nachweisgrenze ; 3nb.: nicht

bestimmt

2. Ziichtung von Candida parapsilosis

Zur Enzymgewinnung wurde Candida parapsilosis in folgendem Medium angezogen

(pro1 D) :

Hefeextrakt 10g

Kaliumphosphat 1g

Ammoniumsulfat 12 g

Glycerin 20g (nicht reprimiert)
oder Glucose 54 g (reprimiert)

oder Glucose 8g (dereprimiert)
oder Dodecansdure 10g

gef. 0,1%iger Zusatz von 3-Oxohexanséureethylester (Induktor)
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Der pH-Wert dieser Losung wurde auf 4,5 eingestellt, dann wurde fiir 15 min bei
1219C (2 bar) sterilisiert. Der Organismus wurde aerob kultiviert. Im 10 1-MaBstab
wurde das Medium nach Erreichen der Bruttemperatur von 30°C mit 400 ml einer
20 Std. alten Vorkultur beimpft. In einem solchen 10 l-Ansatz wurde beispielhaft
der Verlauf der Enzymaktivitdt iliber der Zeit bestimmt, indem Proben zu ver-
schiedenen Zeiten entnommen wurden und die Aktivitdt der Ketoester-Reduktase
nach AufschluB der Zellen bestimmt wurde. In Fig. 1 ist ein solcher Verlauf dar-
gestellt, die Aktivitdt der Ketoester-Reduktase erreicht nach 20 Std. einen maxi-
malen Wert und f#llt anschlieBend wieder ab. Die Zellernte erfoigte nach 20
Stunden durch Zentrifugation, wobei aus 8 1 Medium 175 g Feuchtmasse erhalten
wurden. Die Zellmasse kann bei -20 OC eingefroren gelagert werden, wobei iiber

mehrere Wochen kein Aktivitdtsverlust erkennbar ist.

3. Enzymisolierung (Rohextrakt)

Die Enzymfreisetzung aus den ganzen Zellen kann durch an sich bekannte Metho-
den (Ultraschall, Hochdruck-Homogenisation, NaBvermahlung u.a.) geschehen. Hier
wurden die Zellen durch Naflvermahlung mit Glasperlen aufgeschlossen. Dazu wur-
de die Zellmasse (175 g) in AufschluBpuffer (200 mM TEA-NaOH-Puffer (pH 7,5)
unter Zusatz von 5 mM Dithiothreitol und 1 mM Protease-Inhibitor (Pefabloc, Fa.
Merck, Darmstadt) suspendiert, so daB die Konzentration der Zellfeuchtmasse
25%ig war (700 ml Endvolumen).

Die Zellinhaltsstoffe wurden aus der gekiihlten Suspension (4°C) durch einen me-
chanischen AufschluB mit Hilfe einer Glasperlenmiihle (Desintegrator S, Fa. IMA,
Frankfurt) freigesetzt. Der Mahlbehslter wurde dazu mit Glasperlen (0,5 mm : 0,3
mm = 2 : 1 - Verhéltnis, 90 ml) gefiillt und mit 60 ml der 25%igen Zellsuspension
aufgefiillt. Der AufschluB wurde bei einer Riihrwellendrehzahl von 4000 UpM
durchgefiihrt. Der Kiihimantel wurde wéhrend des Laufs gekiihlt. Eine AufschluB-
zeit von 9 min erwies sich als optimal und wurde fiir den ZellaufschluB verwen-
det. Nach dem Zellaufschlu8 wurde der Uberstand dekantiert und die Glasperlen
zweimal mit AufschluBpuffer gewaschen.

175 g Hefefeuchtmasse ergaben 285 ml Rohextrakt mit einer Volumenaktivitit von
6,6 U/ml und einem Proteingehalt von 10,7 mg/ml. Hieraus 148t sich errechnen,
daB aus 100 1 Fermenteransatz ca. 23 000 Einheiten Ketoester-Reduktase gewon-
nen werden konnen (1 Enzymeinheit ist die Enzymmenge, die 1 pmol Acetylbut-

tersdureethylester pro Minute umsetzt).
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4. Anreicherung des Enzyms

Das Enzym kann durch an sich bekannte Methoden der Proteinreinigung wie zwei-
stufige, fraktionierte Polyethylenglycol-Fallung, Ionenaustausch-Chromatographie

und Affinititschromatographie angereichert und gereinigt werden.

4.1 Fraktionierte Polyethylenglycol-Féllung

Eisgekiithlter Rohextrakt "(4°C) wird unter Riihren und pH-Kontrolle (pH 7-7,5)
mit Polyethylenglycol (M, 5000) bis zu einer Konzentration von 4% (w/v) ver-

setzt. Nach Zentrifugieren bei 10 000 UpM fiir 10 min wird der Uberstand weiter
mit PEGSOOO bis zu einer Endkonzentration von 30% versetzt. Das nach Zentri-

fugation bei 10 000 UpM fiir 15 min erhaltene Sediment enthdlt die Ketoester-Re-
duktase-Aktivitit und kann in Triethanolamin-NaOH-Puffer, 20 mM, pH 7,5 auf-
genommen und lyophilisiert werden. Das Enzym ist unter diesen Bedingungen
mehrere Monate ohne Aktivitdtsverlust haltbar.

4.2 Tonenaustausch-Chromatographie

1 ml resuspendiertes Sediment aus der 30%igen PEG-Fillung (entspr. Beisp.1; 4.

wird auf eine Q-Sepharose-FastFlow-S#ule (Anionen-Austauscher, HilLoad, High
Performance, 16/10, 20 ml Gelvolumen) aufgetragen (FPLC-Chromatographie-Sy-
stem der Fa. Pharmacia, Freiburg). Die Szule ist mit Puffer A #quilibriert worden
(20 mM Triethanolamin-NaOH-Puffer; pH 7,5). Nach ausgiebigem Waschen der
Saule mit Puffer A wird die Ketoester-Reduktase mit einem linearen NaCl-Gra-
dienten (0-200 mM) eluiert, wobei das Enzym bei ca. 100 mM NaCl eluiert. Die
Chromatographie wurde bei einer Flufrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Die erzielte

Anreicherung ist in Tab. 2 zusammengefaft.

4.3 Affinitdtschromatographie

Die Fraktionen der Q-Sepharose-Chromatographie mit der hochsten Aktivitdt wer-
den gesammelt, mit Hilfe einer Ultrafiltrationszelle (Amicon, Witten/Ruhr) auf-
konzentriert und weiter aufgereinigt durch Chromatographie an Agarose-NAD (Fa.
Sigma, Deisenhofen). Es wurde das Niederdruck-Chromatographie-System der Fa.
Pharmacia verwendet. Das Gelbett betrug S ml. Die Chromatographie wurde mit
einer FluBrate von 0,5 ml/min durchgefiihrt. Die Anreicherung ist in Tab. 2 zu-

sammengefaft.

1

3
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Tabelle 2 : Anreicherung der Ketoester-Reduktase

Reinigungsschritt Spez.-Aktivitdit Gesamt-Ausbeute Anreicherung

(U/mg) (%) (-fach)
Rohextrakt 0,6 100 1,0
4% PEG-Fillung 0,7 75 1,2
30% PEG-Féllung 2,5 75 4,2
Q-Sepharose FF 40,3 7 67,0
Ultrafiltration 40,3 67 67,0
Agarose-NAD* 1855,0 67 3091,0

Das scheinbare native Molekulargewicht der Ketoester-Reduktase von 136 kDa (&
11 kDa) wurde durch Gelpermeations-Chromatographie an Sephadex G-200 be-
stimmt. Dabei dienten Thyroglobulin, Ferritin, Katalase, Aldolase, Rinderserumal-
bumin, Ovalbumin, Chymotrypsinogen A und Ribonuclease A als Eichproteine. Die
beiden gleich gfoBen Untereinheiten haben ein scheinbares Molekulargewicht von
67 kDa, wie durch SDS-Gelelektrophorese bestimmt wurde. Als Molekularge-
wichtsstandard wurde eine Mischung aus «y-Makroglobulin, Phosphorylase b, Rin-
derserumalbumin, Glutamat-Dehydrogenase, Lactat-Dehydrogenase und Trypsininhi-

bitor verwendet.

Je nach unterschiedlicher Herkunft der KERed sind gewisse Abweichungen im Mo-
lekulargewicht bei gleichbleibender Funktion (NADH-abhingige Reduktion von -,

v- und $-Ketoestern) zu erwarten.

Beispiel 2 : Regulation der Ketoester-Reduktase

Die Regulation der Ketoester-Reduktase wurde untersucht. Dazu wurden Zellen
auf unterschiedlichen C-Quellen (s. dazu Beispiel 1; 2) im 200 ml-MaBstab ange-
zogen. Der Zeitpunkt, bei dem die Aktivitdt der Ketosdure-Reduktase rhaximal ist,
wurde ermittelt und als Erntezeitpunkt festgelegt (s. Fig. 1).
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Die spezifische Aktivitit der Ketoester-Reduktase fiir 5-Oxohexans#ureethylester
ist in Figur 3 in Abhingigkeit vom Wachstum auf unterschiedlichen C-Quellen
dargestellt. Die Ketoester-Reduktase von Candida parapsilosis unterliegt der Ka-
tabolit-Repression. Unter dereprimierenden Bedingungen (0,8% Glucose im Medium)
liegt die spezifische Aktivitit des Enzyms etwa 36% hoher, als unter reprimieren-
den Bedingungen (54% Glucose im Medium). Unter nicht-reprimierenden Bedingun-
gen (2% Glycerin im Medium) ist die spezifische Aktivitdt etwa 300% hoher, als
unter reprimierenden Bedingungen. Bei Wachstum auf Dodecanséure wird die Akti-
vitit der Ketoester-Reduktase von Candida parapsilosis auf iiber 700% gesteigert.
Der Zusatz eines Ketoesters zum Medium (0,1%) bringt im Fall von Glycerin als

C-Quelle eine Steigerung der spezifischen Aktivitdt auf 350%.

Beispiel 3 : Charakterisierung der Ketoester-Reduktase

Fiir die folgenden Versuche wurde partiell gereinigtes Enzym (nach Q-Sepharose-
Chromatographie, 67-fache Anreicherung) eingesetzt.

A. pH-Abhangigkeit der Umsetzung

Die Abhingigkeit der Aktivitit vom pH-Wert wurde bestimmt, indem S5-Oxohe-
xansdureethylester (35 mM) mit NADH (0,2 mM) und 10 ml EnzymlGsung bei un-
terschiedlichen pH-Werten (0,2 M Pufferlosung) gemischt wurden und die Aktivitét
bei 340 nm (300C) photometrisch verfolgt wurde. Fig. 4 zeigt die erhaltenen Akti-
vitdtswerte in Abhingigkeit vom pH-Wert, das Optimum fiir die S5-Oxohe-
xans#ureethylester-Reduktion liegt bei pH 7,9

In analoger Weise wurde das pH-Optimum fiir die Riickreaktion, die 5-Hydroxyhe-
xansdureethylester-Oxidation, gemessen. (R/S)-5-Hydroxyhexansdureethylester (35
mM) wurde in 0,2 M Puffer mit pH-Werten zwischen 4 und 10 gelost, 0,2 mM
NADH und 10 gl EnzymlSsung zugesetzt und die NADH-Bildungsrate photome-
trisch bei 340 nm verfolgt. Fig. 4 faBt die erhaltenen Werte zusammen, das pH-
Optimum fiir die Oxidation liegt bei pH 9,5.
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B. Temperaturabhingigkeit der Reduktion

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der Reduktion wurde die Enzymaktivitdt

zwischen 30 und 60°C gemessen. Der Testansatz enthielt :

5-Oxohexansdureethylester 35 mM
NADH 0,2 mM
Enzyml6sung 10 ul

TEA-NaOH-Puffer, 0,1 M; pH 7,9

" Die KERed aus C. parapsilosis hat ein Temperaturoptimum fiir die Reduktion zwi-

schen 36 und 40°C.

C. Temperaturoptimum der Oxidation

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der Oxidation wurde die Enzymaktivitat

zwischen 30 und 60°C gemessen. Der Testansatz enthielt :

5-Hydroxyhexansdureethylester 35 mM
NAD 0,5 mM
Enzymlosung 10 wl

TRIS-HCI1-Puffer, 0.1 M, pH 9

Die KERed aus C. parapsilosis hat ein Temperaturoptimum fiir die Oxidation Zwi-
schen 50 und 56°C.

D. EinfluB verschiedener Reagenzien auf die KERed

Der Einflu8 der verschiedenen Metallkationen und Reagenzien auf die Enzym-
aktivitat wurde untersucht, indem der unter Beispiel 3.B beschriebene Testansatz

verwendet wurde.

Die Ergebnisse der Inhibitionsstudie sind in Tabelle 3 zusammengefaBt. Auffallend
ist, daB das Enzym durch den Chelator o-Phenanthrolin relativ stark, durch EDTA
hingegen praktisch nicht gehemmt wird. Offenbar besitzt die Ketoester-Reduktase
ein essentielles Metallion, das durch o-Phenanthrolin entfernt wird, was wiederum

zum Aktivitatsverlust fiihrt. Die zunehmend starke Hemmung der Ketoester-Reduk-
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tase durch Thiol-Reagenzien wie N-Ethylmaleimid, Jodacetamid, 2,2’-Dithio-Bis(2-
nitrobenzoat) und p-Hydroxymercuribenzoat weisen darauf hin, daB das Enzym
mindestens eine essentielle SH-Gruppe enthilt.

Tabelle 3 : Inhibitionsstudie der KERed aus C. parapsilosis

Verbindung Restaktivitdt [%]
0l mM 10 mM

Metallionen

Hg2* 0 0
Pb2* 0 0
Ag* 0 0
Cu?* 0 0
Ni2* 10 0
Zn2* 24 0
Sn2* 73 0
Co?* 38 12
Ca?* 78 68
Mn2* 84 80
Mg?* 91 82
Fe3* 100 n.b.D
KCN 100 100
Chelatoren

EDTA (1 mM, 10 mM) 100 80
2,2-Bipyridyl (0,05 mM; 0,5 mM) 52 23
o-Phenanthrolin 26 n.b.
Sulfhydryl-Reagenzien

p-Hydroxymercuribenzoat 0 0
5,5-Dithio-Bis(2-nitrobenzoat) 53 0
Jodoacetamid 71 17,5
N-Ethylmaleimid 70 47

Methylglyoxal 100 34

ur
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(Tabelle 3, Fortsetzung)
Sulfhydryl-Schutzreagenzien
1,4-Dithiothreitol 100 100
Glutathion (reduziert) 100 100
Histidine-specifische Reagenzien
Diethyl Pyrocarbonat 100 100
Andere Reagenzien
Ethanol (5%) _ - 30
Triton X-100 (0.1%) - 100
Pefabloc (Protease Inhibitor) n.b. 100

1)n.b. : nicht bestimmt

E. EinfluB der Pufferkonzentration auf die Aktivitit der KERed

Der EinfluB der Pufferkonzentration auf die Aktivitdt der Ketoester-Reduktase
wurde getestet. Dazu wurde der in Beispiel 3.B angegebene Testansatz unter Va-

riation der Pufferkonzentration verwendet.

Die Enzymaktivitdt ist maximal bei einer Molaritdt des Puffers von 0,1 M.

F. Substratspektrum der KERed

Entsprechend Beispiel 3.B wurde an Stelle von 5-Oxohexansiureethylester eine
Reihe aromatischer und aliphatischer Ketoester, Ketosduren, Ketone, Diketone und
Aldehyde daraufhin untersucht, ob sie enzymkatalysiert reduziert werden kénnen.
Dabei wurden die Verbindungen stets in 8 mM Endkonzentration zugesetzt. Die
Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengestellt. Es zeigt sich, daB8 das Enzym eine
Vielzahl aromatischer und aliphatischer Oxoverbindungen als Substrat akzeptiert.

Die Aktivitit mit 5-Oxohexansdureethylester wurde willkiirlich auf 100% gesetzt.
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Tabelle 4 : Substratspezifitit der KERed aus C. parapsilosis

Verbindung Rel. Aktivitat [%] Verbindung Rel. Aktivitat [%]

Ketosduren und -ester

(o] (o]
0 o0
Mo/\ ¢l

)o‘\/Y 0
OH

0]

o N
CE. RS

3

I 18
0/
0\
0 o 0
0"\
Diletone

o

137

76

92

32

24

46
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(Tabelle 4, Fortsetzung)

Alicyclische Ketone
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Aliphatische Ketone
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40
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(Tabelle 4, Fortsetzung)
Aliphatische Aldehyde

0
150
P A
178 i 29
Y 20

a-Ketocarbonsduren und -ester und Allyl-Ketone werden nicht umgesetzt.

127

Wie man sieht, ist das Substratspektrum der Ketoester-Reduktase von erheblicher
Breite, wobei auler B-, v- und §-Ketoestern 1,3- und 1,4-Diketone, ggf. substitu-
ierte insbes. halogenierte aliphatische, alicyclische und aromatische Ketone, Keto-

acetale und Aldehyde akzeptiert werden.

G. Kinetische Charakterisierung der KERed

Fiir ausgew#hlte Substrate wurden mit Hilfe des oben beschriebenen photometri-
schen Tests ausgewdhlte Substrate der KERed aus C. parapsilosis kinetisch ver-

messen. Die Ergebnisse der kinetischen Charakterisierung sind in Tabelle S zu-

sammengefaft.
Tabelle S : Kinetische Charakterisierung der KERed
Nr. Substrat Vmax Km Vimax/Km
(%) (mM) -

Aliphatische Ketone
1 Aceton 97 1,060 5,5
2 Chloroaceton 61 0,124 29,5
3 1.1-Dichloroaceton 45 0,176 15,3
4 Pyruvaldehyd -

Dimethylacetal 24 0,189 7,6
5 2-Butanon 100 1,480 41

6 3-Chlor-2-Butanon 50 0,442 6,8
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(Tabelle 5, Fortsetzung)

PCT/DE93/00198

7 2-Pentanon 62 0,141 26,4
8 2-Hexanon 53 0,054 58,9
9 3-Hexanon 10 0,840 6,7
10 2-Heptanon 58 0,097 35,9
1l 3-Heptanon 1 5,6 0,1
12 4-Heptanon 9 53 0,1
13 2-Octanon 62 0,324 1.5
14 3-Octanon 12 11,20 0,1
15 2-Nonanon 45 0,314 8,6
16 2-Decanon 20 3,960 0,3
Aromatische Ketone

17 Acetophenon 22 0,049 26,9
18 3-Chlor-Acetophenon 32 0,015 128,0
19 4~Chlor-Acetophenon 19 0,010 114,0
Aldehyde

20 Acetaldehyd 129 0,085 91,0
Ketoester

21 Ethyl 3-oxobutanoat 79 0,122 38,9
22 Tert.-Butyl 3-oxobutanoat 7 0,356 12,0
23 Ethyl 4-Chlor-3-oxobutanoat 10 3,56 0,2
24 Ethyl 4-Trifluor-3-oxobutanoat 11 2,0 0,3
25 Ethyl 3-oxopentanoat 17 6,9 01
26 Ethyl 3-oxohexanoat 5 1,3 0,2
27 Ethyl 4-oxopentanoat 12 1,73 0,4
28 Ethyl 5-oxohexanoat 116 0,89 - 78
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(Tabelle 5, Fortsetzung)
Primdre und sekunddre Alkohole
29 Methanol Keine Reaktion
30 Ethanol 42 34 0,7
31 1-Propanol 47 3,8 0,7
32 1-Butanol 47 2,9 1,0
33 2-Propanol 183 2,21 5,0
34 (S)-2-Butanol 210 0,6 210
Coenzyme
35 NADH 105 0,038 165,8
36 NADPH Keine Reaktion

Alle Vi, Werte sind bezogen auf 2-Butanon (6 U/mg, partiell gereinigtes En-
zym). Substratinhibition wurde mit Chloroaceton (Kjg: 121.3 mM), 3-Hexanon (Kjg:
612 mM) und 2-Nonanon (Kjg: 24.9 mM) beobachtet. Generell lag der Standard-
fehler der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten und der Michaelis-Menten-Kon-

stanten zwischen 5-10 Prozent der Werte.

Aus diesen Ergebnissen kann ein Modell fiir die Substratbindungsstelle der KERed
abgeleitet werden. Durch dieses Modell ist eine Vorhersage mdglich, ob ein be-
stimmtes potentielles Substrat von der KERed akzeptiert wird, oder nicht. In Fig.
S ist das Modell der Substratbindungsstelle dargestellt.

Danach besteht die Substratbindungsstelle aus zwei Bereichen, die sich hinsicht-
lich Volumen und Hydrophobizitdt unterscheiden. Die kleine Tasche kann Methyl-,
Ethyl- und Propylgruppen aufnehmen. Daneben werden auch substituierte Methyl-
gruppen wie z.B. die Chlormethylgruppe akzeptiert. Die groBe Tasche kann lange
und hydrophobe Reste binden. Wie aus Tabelle 5 hervorgeht, konnen dies aliphati-
sche Reste bis Cg sein (s. 2-Decanon). Die groBe Tasche kann eine Vielzahl auch
sterisch anspruchsvoller Reste aufnehmen und bestimmt maBgeblich das auBeror-

dentlich breite Substratspektrum des Enzyms.

L5
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H. Enzymkatalysierte  Herstellung von  3-Hydroxybuttersiuremethyl-
ester im Batch-Ansatz

Eine Losung von 3-Oxobuttersiuremethylester (100 mM) wurde mit Keto-
ester-Reduktase (10 U) und Coenzym (0,1 mM) umgesetzt (100 ml Gesamtvolu-
men), wobei das Coenzym NADH durch Kopplung mit Natriumformiat (1 M) und
Formiat-Dehydrogenase (40 U) regeneriert wurde. In regelm#Bigen Abstinden wur-
den Proben entnommen und mit Hilfe der Diinnschicht-Chromatographie (DC) auf
gebildeten 3-Hydroxybuttersduremethylester analysiert. Die Enantiomerenreinheit
wurde iiber GC-Analyse bestimmt.

Trennbedingungen der DC :
Stationdre Phase : Kieselgel 60 F254

Mobile Phase : Diethylether : Petrolethergy.gy = 2 : 1
Laufstrecke : S cm
Tauchlsung : 10%ige Molybdatophosphorsdure-Hydrat-

Lésung in Ethanol (abs) mit 4 % HC1

Verfahren : Aufsteigende Chromatographie bei Kammersittigung
Probevolumen : 2-10 ul
Lauvfverhalten : Hydroxyséuren/-ester laufen weniger weit als

Ketosduren/-ester

Nachdem die Reaktionszeit von 36 Stunden abgelaufen war, wurde zur Bestim-
mung der Enantiomerenreinheit der Reaktionsansatz mit Chloroform extrahiert,
daB ausgefallene Protein abgetrennt und die organische Phase mit Trifluores-
sigsdureanhydrid (TFAA) derivatisiert. Eine Probe wurde mittels chiraler Gas-
chromatographie analysiert.

Trennbedingungen der GC :

Séule : Lipodex E (25m x 0.25 mm ID)
Helium : 0,8 bar
Wasserstoff : 0,5 bar

Probenvolumen : 1l
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Tssule * 800C bzw. 90°C
TInjektor : 2600C
Retentionszeiten :

3-(R)-Hydroxybuttersduremethylester 10,5 min

3-(S)-Hydroxybuttersduremethylester 14,9 min

Die Elutionsreihenfolge der Enantiomeren auf der chiralen GC-S&ule wurde mit
reinen Enantiomeren von 3-Hydroxybuttersduremethylester zu (R) vor (S) be-
stimmt. Die Ergebnisse der GC-Analyse sind in Fig. 6 dargestellt. Die Keto-
ester-Reduktase aus Candida parapsilosis setzt 3-Oxobuttersduremethylester mit
einem EnantiomereniiberschuB von 98% und einer Ausbeute von 95% zu (S)-3-Hy-

droxybuttersduremethylester um.

I. Enzymkatalysierte Herstellung von 5-Hydroxyhexans#dureethyl-

ester im Batch-Ansatz

Analog zu Beispiel 3.H wurde 5-Oxohexansdureethylester enzymatisch im prépara-
tiven MaBstab reduziert. Proben wurde mittels chiraler Gaschromatographie ana-
lysiert (Tg: 90°C)

Retentionszeiten :
5-(R)-Hydroxyhexans#ureethylester ~ 25,0 min

5-(S)-Hydroxyhexansgureethylester 26,9 min

Die Ergebnisse der GC-Analyse sind in Fig. 7 dargestellt. Die Ketoester-Reduk-
tase aus Candida parapsilosis setzt 5-Oxohexansdureethylester mit einem Enan-
tiomereniiberschuB von 95% und einer Ausbeute von 96% zu (S)-5-Hydroxyhe-

xansdureethylester um.

v,
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J. Nachweis der Stereospezifitiat des Enzyms

Zum Nachweis der Stereospezifitit des Enzyms und der Enantiomerenreinheit des
Produkts wurden zwei Methoden verwendet, einerseits wurde enzymatisch herge-
stelltes Produkt mit einer chiralen Gaschromatographie, die (R)- und (S)-Hydroxy-
ester voneinander trennen kann, untersucht, andererseits wurde mit k#Huflichen,
reinen Isomeren von (R)- und (S)-Hydroxysdureestern sowie (R)- und (S)-Phenyle-

thanol photometrisch die Oxidationsreaktion gemessen.

1. Chirale GC

Die Produkte der enzymatischen Umsetzungen sowie die k#uflichen reinen Enan-
tiomeren wurden mit Hilfe der Gaschromatographie an einer chiralen Phase analog
zu Beispiel 3.H getrennt. Die Zuordnung der Peaks erfolgte durch Vergleich mit
den k#uflichen reinen Enantiomeren von 3-Hydroxybuttersduremethylester. Die
Elutionsreihenfolge (R) vor (S) gilt fiir die homologe Reihe der Hydroxyester. Fig.
6 zeigt, da8 man durch enzymatische Umsetzung zu reinem (S)-Hydroxybut-

tersduremethylester gelangt.

2. Riickreaktion mit (R)- bzw. (S)-Hydroxyverbindungen

Zum photometrischen Nachweis der Stereospezifitit wurden folgende Te-
stansdtze durchgefiihrt :

I) 35 mM (R)-Hydroxybuttersduremethylester
0.5 mM NAD
10 ! Enzymiosung
TRIS-HCl-Puffer, pH 9, 0.1 M

I) 33 mM  (S)-Hydroxybuttersiuremethylester
0.5 mM NAD
10 ul Enzymldsung
TRIS-HCl-Puffer, pH 9, 0.1 M
Temperatur :  569C

1II) 8 mM (R)~Phenylethanol
0.5 mM NAD
10 @l Enzymlésung
TRIS-HCl1-Puffer, pH 9, 0.1 M

IV) 8 mM (S)-Phenylethanol
0.5 mM NAD
10 ¢l Enzymlosung
TRIS-HCl-Puffer, pH 9, 0.1 M
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Die Aktivitdtsmessung erfolgte photometrisch bei 340 nm.

Ergebnisse :
Ansatz I : T% Ansatz II : 100 %
Ansatz III : 11 % Ansatz IV : 100 %

Das Ergebnis zeigt deutlich, daB das Enzym hochspezifisch fiir (S)-3-Hy-
droxybuttersauremethylester und (S)-Phenylethanol ist.
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Patentanspriiche

1. Zur NADH-abh#ingigen enzymatischen Umsetzung von B-, vy- und $-Ke-
toestern zu den entsprechenden optisch aktiven B-, y- und §-Hy-
droxysdureestern befahigte Ketoester-Reduktase, isolierbar aus Stdmmen
von Candida parapsilosis, Yarrowinia cellobiosa, Rhodococcus erythro-

polis oder Pseudomonas acidovorans.

2. Ketoester-Reduktase nach Anspruch 1, isoliert aus auf langerkettige(s)
Alkans#ure(n) bzw. Alkan(e) als C-Quelle enthaltendem Medium geziich-

teten Stdmmen.

3. Ketoester-Reduktase nach Anspruch 1 oder 2, isoliert aus dem Candida
parapsilosis Stamm DSM 70 125.

4. Ketoester-Reduktase nach einem der vorangehenden Anspriiche,
gekennzeichnet durch

folgende Parameter in aufgeféinigter Form:

- ein pH-Optimum fiir die Ketoester-Reduktion zwischen pH 7,8 und
8,0 und fiir die Riickreaktion um pH 9,5;

- ein Temperatur-Optimum zwischen 36 und 40°C fiir die Reduktion
von Ketoestern, und von 50 bis 56°C fiir die Riickreaktion;

- rasche Desaktivierung durch ng*-, Pb2*-, Ag*-, Cu2*-, Ni2*-,
Sn2*- und Co2*-Ionen, starke Inhibierung durch p-Hydroxymercuri-
benzoat, 5,5-Dithio-Bis(2-nitrobenzoat) und Jodacetamid sowie durch
die Chelatoren 2,2-Bipyridyl und o-Phenanthrolin und Stabilisierung
durch SH-Schutzreagenzien wie Dithiothreitol;

- zusétzliche Beféhigung zur Reduktion von aliphatischen, alicyclischen
und aromatischen Ketonen, Diketonen, Ketalen und Aldehyden sowie

zur Oxidation von primédren und sekundéren Alkoholen.

5. Verfahren zur enzymatischen Reduktion von Oxo-Verbindungen unter Bil-
dung optisch aktiver S-Hydroxyverbindungen,
dadurch gekennzeichnet,
da man die Oxo-Verbindung in Gegenwart von NADH mit Hilfe von
Ketoester-Reduktase nach einem der Anspriiche 1 - 4 umsetzt.
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6. Verfahren zur Herstellung optisch aktiver R-Hydroxy-Verbindungen durch
eine enzymatische Oxidation mit Ketoester-Reduktase nach einem der
Anspriiche 1 - 4,
dadurch gekennzeichnet,
daB man von einem Racemat von R- und S-Hydroxy-Verbindungen aus-
geht und das S-Enantiomere enzymatisch in die Oxo-Verbindung iiber-
filhrt und abtrennt.

7. Verfahren zur Gewinnung von Ketoester-Reduktase mit Befdhigung zur

NADH-abh#ingigen enzymatischen Umsetzung von $-, y- und $-Keto-
estern zu den entsprechenden optisch aktiven B-, y- und §-Hy-
droxysdureestern,
gekennzeichnet durch,
Kultivierung von Stimmen von Candida parapsilosis, Yarrowinia cello-
biosa, Rhodococcus erythropolis oder Pseudomonas acidovorans und
Isolierung des von den Mikroorganismen gebildeten Enzyms aus dem
Zell-Rohextrakt durch fraktionierte PEG-Féllung.

8. Verfahren nach Anspruch 7,
gekennzeichnet durch

nachfolgende chromatographische Auftrennung zur weiteren Aufreinigung
des Enzyms.
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