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Beschreibung

[0001] Die Erfindung beschreibt Nukleinsduresequenzen, die fir enantioselektive Amidasen codieren. Auler-
dem betrifft die Erfindung Vektoren und Wirtszellen, die die erfindungsgemafien Nukleinsduresequenzen ent-
halten, sowie Verfahren zur Herstellung und Verwendung der Expressionsprodukte der Nukleinsduresequen-
zen.

[0002] Amidasen sind Polypeptide mit Amidaseaktivitat und sind Enzyme mit der Fahigkeit, die Hydrolyse von
Carbonsaureamiden zu den entsprechenden Carbonséauren und Ammoniak zu katalysieren. Enantioselektive
Amidasen sind Amidasen, die eines der Enantiomere eines Carbonsaureamids als Substrat bevorzugen. Es
ist bekannt, dal® enantioselektive Amidasen wertvoll in kommerziell durchgeflhrten Bioprozessen zur Produk-
tion von enantiomerenangereicherten Carbonsauren sind. Carbonsduren sind zum Beispiel a-H-a-Aminosau-
ren, a,a-Dialkylaminosauren, a-Hydroxysauren und/oder deren Derivate sowie Peptide. Enantiomerenangerei-
cherte Carbonsauren und/oder deren Derivate sowie Peptide werden in verschiedenen Industriezweigen wie
zum Beispiel der pharmazeutischen Industrie, der Agrarchemikalienindustrie usw. eingesetzt. So eignet sich
zum Beispiel die Aminosaure L-Valin gut als Vorstufe fir Cyclosporin-A-Fermentationen; a-Hydroxypropi-
onsaure wird in der Produktion von Herbiziden eingesetzt; manche a-N-Hydroxyaminosauren kénnen als An-
titumormittel eingesetzt werden, und D-p-Hydroxyphenylglycin und D-Phenylglycin werden in der Produktion
von gewissen halbsynthetischen Breitband-B-Lactam-Antibiotika eingesetzt. Die Schrift EP 494 716 B1 be-
schreibt zwei Beispiele flir Mikroorganismen mit Amidaseaktivitat: Ochrobactrum anthropi NCIB 40321 (auch
unter der Bezeichnung NCIMB 40321 bekannt) sowie Klebsiella sp. NCIB 40322.

[0003] W.J.J. van den Tweel et al. beschrieben Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321 als Biokatalysator mit
einer breitbandartigen L-spezifischen Amidaseaktivitat. Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321 wurde aufgrund
seiner Fahigkeit, racemische Amide L-selektiv zu hydrolysieren, ausgewahlt. Die Substratspezifitat von ganzen
O. -anthropi-Zellen ist erstaunlich breit und reicht von alpha-H-alpha-Amino-, alpha-Alkyl-alpha-amino-, N-Hy-
droxy-alpha-aminosaureamiden bis zu alpha-Hydroxysaureamiden (Appl. Microbiol. Biotechnol. 39, 296-300,
1993).

[0004] Komeda H. et al. beschrieben das Gen, das flr D-stereospezifische Aminosaureamidase aus Ochro-
bactrum anthropi SV3 codiert, und das kloniert und sequenziert wurde. Aus der Analyse von 7,3 kB genomi-
scher DNA geht das Vorliegen von sechs ORFs hervor, von denen einer (daaA) fur die D-Aminosaureamidase
codiert. Dieses Enzym, namlich DaaA, besteht aus 363 Aminosaureresten (Molekulargewicht 40082 Da), und
die abgeleitete Aminosauresequenz weist eine Homologie mit der alkalischen D-Peptidase aus Bacillus cereus
DF4-B auf (32% Identitat) (Biochemistry 267, 2028-2035, 2000).

[0005] J-F. Mayaux et al. beschrieben eine enantiomerenselektive Amidase, die gegenuber mehreren 2-Aryl-
und 2-Aryloxypropionamiden aktiv ist, aus dem Brevibakteriumsp.-Stamm R312, aus dem das Enzym aufge-
reinigt und kloniert wurde (J. Bacteriology 172, 6764-6773, 1990).

[0006] B. Kaptein et al. beschrieben die Synthese im groRen Maflistab von vier enantiomerenreinen, sterisch
gehinderten, C-alpha-tetrasubstituierten alpha-Aminosauren, die alle durch eine C-gamma-C-delta-Doppelbin-
dung in der Seitenkette gekennzeichnet sind. Durch Einsatz einer dieser Aminosauren (L-Mag) wurde ein N-al-
pha-geschiitztes Tetrapeptidbenzylamid hergestellt (Tetrahedron 57, 6567-6577, 2001).

[0007] In US 4 080 259 werden die Enzympraparate mit (L-alpha)-Aminoacylamidase-Aktivitat, die durch Kul-
tivieren von Pseudomonas putida, Ps. reptilivora oder Ps. arvilla auf einem Medium, das assimilierbare C-, N-
und P-Quellen enthalt, erhalten werden, beschrieben. Vorzugsweise wurde Ps. putida ATCC 12633 oder eine
Mutante verwendet. Die (L-alpha)-Aminoacylamidase-Aktivitat wird insbesondere fiir die Produktion von
L-Phenylglycin und D-Phenylglycinamid aus DL-Phenylglycin und von D-phenylglycinamid aus DL-Phenylgly-
cinamid eingesetzt. Weiterhin wird in US 4 080 259 gelehrt, da® das Enzym auf gut bekannte Weise aktiviert
werden kann, z.B. durch Versetzen mit einer Metallverbindung wie einer Magnesium-, Mangan- oder Zinkver-
bindung (Spalte 2, Zeile 48-50).

[0008] WO9961633 beschrieb ein Fermentationsverfahren, das folgendes umfaldt: (a) Kultivieren einer Bak-
terien-Transformante in einem Bioreaktor mit einem antibiotikumfreien Batch-Medium, das eine Kohlenstoff-
quelle, eine Mischung von anorganischen Salzen und eine Stickstoffquelle enthalt, und zwar unter Batch-Kul-
tur-Bedingungen; (b) Fittern der Kultur von (a) und Feedback-Bedingungen zum Endpunkt der Batch-Phase
nach dem Ansteigen der DO-Konzentration, (DO = Dissolved Oxygen) tber einen gewissen Schwellenwert mit
einem Teil eines Feedback-Mediums, das eine Kohlenstoffquelle und ein Magnesiumsalz enthalt; sowie (c) Me-
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tabolisierung des Feed-Mediums durch die Bakterien-Transformante. Weiterhin wurde in WO 9961633 gelehrt,
dafy in Schritt (a) und/oder (b) eine Spurenelementlésung zugesetzt wird, wobei die Spurenelementlésung
Zn**-lonen (ZnSO, x 7 H,0 13,8 mg/l) enthalt.

[0009] Die Erfindung beschreibt insbesondere Nukleinsduresequenzen, die fir enantioselektive Amidasen
codieren, mit einer Aminosauresequenz, die mindestens 70% ldentitat mit der SEQ ID: Nr. 2 aufweist. In der
SEQ ID: Nr. 1 ist die Aminosauresequenz, die fir die L-Amidase aus Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321
codiert, dargestellt. In der SEQ ID: Nr. 2 ist die Aminosauresequenz, die der Nukleinsauresequenz der SEQ
ID: Nr. 1 entspricht, dargestellt. Uberraschenderweise wurde gefunden, daR eine Fermentation, die eine
Batch-Phase und eine Zufutterungsphase enthalt, eines Mikroorganismus, der eine Nukleinsaure exprimiert,
die fur eine enantioselektive Amidase mit einer Aminosauresequenz mit mindestens 70% Identitat mit der SEQ
ID: Nr. 2 codiert, in einem Fermentationsmedium zu einer erhéhten Produktion der enantioselektiven Amida-
seaktivitat fihrt, wenn dem Fermentationsmedium in der Zufltterungsphase zwischen 0,5 und 50 mg Zn* pro
Liter Fermentationsmedium zugefittert werden.

[0010] Diese erhohte Produktion einer enantioselektiven Amidaseaktivitat beruht vermutlich auf einer erhoh-
ten Aktivitat der enantioselektiven Amidase selbst sowie einer Erhéhung der Menge der produzierten enantio-
selektiven Amidase. In der Schrift EP 1 174 499 A1 wurde eine Nukleinsduresequenz, die flr eine enantiose-
lektive Amidase aus Enterobacter cloacae N-7901 codiert, beschrieben; die entsprechende Aminosaurese-
quenz weist 68% |dentitat mit der Aminosauresequenz, die der Nukleinsduresequenz der SEQ ID Nr. 1 ent-
spricht, auf. Die Nukleinsduresequenzen, die fur die erfindungsgemafien enantioselektiven Amidasen codie-
ren, sind daher neu. Die Zn**-Abhangigkeit der Fermentation der Mikroorganismen, die die Nukleins&urese-
quenz, die fir eine enantioselektive Amidase aus Enterobacter cloacae N-7901 codieren, exprimieren, ist in
der EP 1 174 499 nicht beschrieben worden.

[0011] Die vorliegende Erfindung beschreibt vorzugsweise Nukleinsduresequenzen, die fiir enantioselektive
Amidasen mit Aminosauresequenzen, die mindestens ungefahr 75%, starker bevorzugt mindestens ungefahr
80%, noch starker bevorzugt mindestens ungefahr 85%, am starksten bevorzugt mindestens ungefahr 90%,
noch starker bevorzugt mindestens 95% und ganz besonders bevorzugt mindestens 97%, speziell mindestens
98%, noch spezieller mindestens 99%, am speziellsten 100%, Identitat mit der SEQ ID Nr. 2 aufweisen, codie-
ren.

[0012] Fur die vorliegende Erfindung wird das Ausmal} der Identitat zwischen zwei Aminosauresequenzen
mit dem paarweisen Alignment-Algorithmus BLASTP (NCBI) bestimmt, und zwar mit einer Identitatstabelle und
den folgenden Alignment-Parametern: Mismatch = -15, Penalty = -3, Gap-Extend = 1, Match-Bonus = 1, Gap
x-droff = 50, Expect = 10, Word Size = 3.

[0013] Auflerdem beschreibt die Erfindung Nukleinsduresequenzen, die flr enantioselektive Amidasen co-
dieren und die vorzugsweise unter mittelstarken Stringenzbedingungen, starker bevorzugt unter Hochstrin-
genzbedingungen und am starksten bevorzugt unter Hochststringenzbedingungen mit (i) SEQ ID Nr. 1, (ii) ei-
ner genomischen DNA-Sequenz, die die SEQ ID Nr. 1 enthalt, oder (iii) einen Komplementarstrang von (i) oder
(i) hybridisieren.

[0014] Hybridisierungsversuche kénnen nach verschiedenen Methoden durchgefiihrt werden, mit denen der
Fachmann gut vertraut ist. Allgemeine Richtlinien zum Auswahlen unter diesen verschiedenen Methoden fin-
den sich zum Beispiel in Kapitel 9 von Sambrook, J., Fritsh, E.F. und Maniatis, T. Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, 2. Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989.

[0015] Unter Stringenz der Hybridisierungsbedingungen versteht man die Bedingungen, unter denen die Hy-
bridisierung, die aus der eigentlichen Hybridisierung und den Waschschritten besteht, durchgefihrt werden.
Waschschritte dienen zum Abwaschen der Nukleinsauren, die mit der Ziel-Nukleinsaure, die auf z.B. einem
Nitrocellulosefilter immobilisiert ist, nicht hybridisieren. Die Stringenz der Hybridisierungsbedingungen kann
zum Beispiel dadurch verandert werden, dal3 man die Salzkonzentration der Waschlésung verandert, und/oder
dadurch, da® man die Temperatur, bei der der Waschschritt durchgefiihrt wird (Waschtemperatur), verandert.
Die Stringenz der Hybridisierung wird durch Erniedrigen der Salzkonzentration in der Waschlésung oder durch
Erh6hen der Waschtemperatur gesteigert. Fur die folgende Anmeldung wird die Hybridisierung ungefahr 12
Stunden lang bei ungefahr 45°C in 6 x Natriumchlorid/Natriumcitrat (SSC) durchgefihrt. Zwei aufeinanderfol-
gende Waschschritte fir 30 Minuten in 1 x SSC, 0,1% SDS bei 50°C ist ein Beispiel fur niedrige Stringenz, bei
55°C ein Beispiel flr mittlere Stringenz, bei 60°C ein Beispiel fur hohe Stringenz, bei 65°C ein Beispiel fur
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hdéchste Stringenz.

[0016] Die Erfindung beschreibt auch Nukleinsauresequenzen, die flr enantioselektive Amidasen mit einer
Aminosauresequenz gemal SEQ ID: Nr. 2 mit Modifikationen an ungeféhr 15 oder weniger Aminosaureposi-
tionen, vorzugsweise an ungefahr 10 oder weniger Aminosaurepositionen, starker bevorzugt an ungefahr 5
oder weniger, noch starker bevorzugt an ungefahr 3 oder weniger Aminosaurepositionen, codieren, wobei die
Modifikation(en) unabhéangig (i) eine Insertion einer Aminosaure, (ii) eine Deletion einer Aminosaure, (iii) eine
Substitution einer Aminosaure ist/sind.

[0017] Nukleinsauresequenzen, die fir enantioselektive Amidasen mit einer Aminosauresequenz gemaf
SEQ ID Nr. 2 mit einer Anzahl Modifikationen codieren, kdnnen auf fachbekannte Art und Weise hergestellt
werden, zum Beispiel mittels gerichteter Mutagenese der Nukleinsauresequenz. Bei diesem Verfahren wird ein
mutagenes Oligonukleotid, das fir die gewlinschte(n) Mutation(en), wie eine Substitution, Insertion oder Dele-
tion an einer bestimmten Aminosaureposition, codiert, an einem Strang der interessierenden DNA angelagert
und dient als Primer fir die Initiation der DNA-Synthese. Mittels DNA-Synthese wird ein mutagenes Oligonuk-
leotid in den neusynthetisierten Strang eingebaut. Haufig verfligen die fachbekannten Methoden auch tber
eine positive Selektionstechnik flir mutagene Nukleinsduresequenzen, um die Wirksamkeit des gerichteten
Mutageneseverfahrens zu erhéhen. Bei manchen gerichteten Mutagenesetechniken wird eine PCR verwen-
det, in der ein mutagenes Oligonukleotid als Primer verwendet wird. Verfahren zur Erzielung von gerichteten
Mutationen sind in verschiedenen Produktbroschiren von Firmen wie zum Beispiel Stratagene und Invitrogen
beschrieben, und Kits fir die Durchflihrung von gerichteten Mutationen sind im Handel erhaltlich.

[0018] Die vorliegende Erfindung beschreibt auch Nukleinsduresequenzen, die fir enantioselektive Amida-
sen codieren, die eine immunologische Kreuzreaktivitat mit einem Antikorper aufweisen, der gegen ein Frag-
ment der Aminosauresequenz gemaft SEQ ID Nr. 2 erzeugt wurde. Die Lange jedes Fragments betragt vor-
zugsweise mindestens 20 Aminosauren. Die immunologische Kreuzreaktivitat kann dadurch im Assay getestet
werden, dafd man einen Antikorper, der gegen mindestens ein Epitop des isolierten erfindungsgemafen Poly-
peptids mit Amidaseaktivitat erzeugt wurde oder damit reaktionsfahig ist, verwendet. Der Antikorper, der ent-
weder monoklonal oder polyklonal sein kann. kann nach fachbekannten Verfahren hergestellt werden, wie sie
zum Beispiel von Hudson et al., Practical Immunology, 3. Ausg. (1989), Blackwell Scientific Publications be-
schrieben sind. Die immunologische Kreuzreaktivitat kann dadurch bestimmt werden, da® man fachbekannte
Assays verwendet, zu denen zum Beispiel Western-Blotting, z.B. gemaf Hudson et al., Practical Immunology,
3. Ausg. (1989), Blackwell Scientific Publications, zahlt.

[0019] Die vorliegende Erfindung beschreibt auch Nukleinsduresequenzen, die fir enantioselektive Amida-
se-Fusionsproteine codieren, welche aus einer Nukleinsaure, die fir ein erfindungsgemales Polypeptid co-
diert, in operativer Verknupfung mit einer oder mehreren Nukleinsauresequenzen, die fir (ein) Marker-Poly-
peptid(e) codieren, bestehen. Unter operativer Verknlpfung versteht man, daf} die beiden Nukleinsaurese-
quenzen so miteinander verbunden sind, daf bei ihrer Expression das enantioselektive Amidase-Fusionspro-
tein mit dem Marker-Polypeptid an seinem N- und/oder C-terminalen Ende produziert wird. Das Marker-Poly-
peptid kann fiir verschiedene Zwecke dienen, so kann es zum Beispiel dazu verwendet werden, um die Stabi-
litat oder die Loslichkeit des Fusionsproteins zu erhéhen, um als Sekretionssignal zu dienen — worunter man
ein Signal versteht, das das Fusionsprotein in ein bestimmtes Zellkompartiment dirigiert — oder dazu, um die
Aufreinigung des Fusionsproteins zu erleichtern. Beispiele flir Marker-Polypeptide, die fiir die Erleichterung der
Aufreinigung des Fusionsproteins verwendet werden, sind der MBP- und der GST-Tag. Die Aufreinigung eines
Fusionsproteins mit MBP-Tag oder GST-Tag ist zum Beispiel bei F.M. Ausubel, R. Brent, R.E. Kingston, D.D.
Moore, J.G. Seidman, J.A. Smith und K. Struhl, Hrsg., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Inc., New York, NY, USA, 1990 beschrieben. Ein Fusionsprotein mit MBP-Tag kann zum Beispiel in ei-
nem pMAL-Vektor (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) produziert werden, wahrend ein Fusionsprotein
mit GST-Tag in einem pGEX-Vektor (Amersham Biosciences, Inc., Piscataway, NJ, USA) produziert werden
kann, wobei man nach der Vorschrift des jeweiligen Zulieferers vorgeht.

[0020] Eine in der vorliegenden Erfindung beschriebene Nukleinsauresequenz, zum Beispiel die Nukleinsau-
resequenz mit der Sequenz gemafl SEQ ID Nr. 1, kann nach Gblichen molekularbiologischen Techniken sowie
der im vorliegenden Text bereitgestellten Sequenzinformation isoliert werden. So kann zum Beispiel die Nuk-
leinsduresequenz gemal SEQ ID Nr. 1 an Ochrobactrum anthropi NCIB 40321 ganz oder teilweise als Hybri-
disierungssonde verwendet werden, und eine erfindungsgemafle Nukleinsauresequenz nach ublichen Hybri-
disierungs- und Kloniertechniken (wie sie z.B. bei Sambrook, J., Fritsh, E.F. und Maniatis, T. Molecular Cloning:
A Laboratory Manual 2. Ausg., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989 beschrieben sind) isoliert werden.
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[0021] Weiterhin kann eine Nukleinsauresequenz, die die SEQ ID Nr. 1 ganz oder teilweise umfafdt, mit der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) isoliert werden, und zwar dadurch, dal® man synthetische Oligonukleo-
tid-Primer, die aufgrund der Sequenzinformation von SEQ ID Nr. 1 oder SEQ ID Nr. 2 entwickelt wurden, durch
Einsatz von PCR an Ochrobactrum anthropi NCIB 40321, und kénnte auch isoliert werden, wenn die Oligonu-
kleotid-Primer an einem Mikroorganismus mit enantioselektiver Amidaseaktivitat eingesetzt werden.

[0022] Eine in der Erfindung beschriebene Nukleinsduresequenz kann auch unter Verwendung von z.B. ge-
nomischer DNA, cDNA oder auch der entsprechenden mRNA aus einem Mikroorganismus mit enantioselekti-
ver Amidaseaktivitat als Template und entsprechenden Oligonukleotid-Primern, die auf der im vorliegenden
Text bereitgestellten Sequenzinformation beruhen, nach tblichen (RT)-PCR-Amplifikationstechniken amplifi-
ziert werden. Die so amplifizierte Nukleinsdure kann in einem geeigneten Vektor kloniert und mittels DNA-Se-
quenzanalyse charakterisiert werden.

[0023] Weiterhin kdnnen Oligonukleotide, die erfindungsgemalen Nukleinsauresequenzen entsprechen oder
mit diesen hybridisieren, nach Gblichen Synthesetechniken, z.B. mit einem DNA-Syntheseautomaten, erzeugt
werden.

[0024] Die in der Erfindung beschriebenen Nukleinsduresequenzen kénnen in einem geeigneten Vektor klo-
niert werden, und die Sequenz kann nach Einfiihrung in einen geeigneten Wirt exprimiert werden, um die ent-
sprechenden enantioselektiven Amidasen nach Ublichen Klonierungs- und Expressionstechniken, die dem
Fachmann vertraut sind (z.B. wie bei Sambrook, J., Fritsh, E.F. und Maniatis, T. Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, 2. Ausg. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har-
bor, NY, 1989 beschrieben) herzustellen. Die Erfindung betrifft auch solche Vektoren, die eine erfindungsge-
male Nukleinsduresequenz enthalten.

[0025] Geeignete Vektoren sind diejenigen Vektoren, die iblicherweise fir Klonier- und Expressionszwecke
verwendet werden und mit denen der Fachmann vertraut ist. Beispiele fur geeignete Vektoren fir die Expres-
sion in E. coli finden sich z.B. in Tabelle 1 in Makrides, S.C., Microbiological Reviews, Band 60, Nr. 3, (1996),
512-538. Vorzugsweise enthalt der Vektor oberhalb der Klonierungsstelle, die die fir das Polypeptid mit Ami-
daseaktivitat kodierende Nukleinsduresequenz enthalt, einen Promoter, der angeschaltet werden kann, nach-
dem der Wirt geziichtet worden ist, um das entsprechende Polypeptid mit Amidaseaktivitat zu exprimieren.
Promoter, die an- und abgeschaltet werden kénnen, sind dem Fachmann bekannt; es handelt sich dabei zum
Beispiel um den lac-Promoter, den araBAD-Promoter, den T7-Promoter, den trc-Promoter, den tac-Promoter
und den trp-Promoter. Besonders nutzlich im Zusammenhang mit der Erfindung sind zum Beispiel die in WO
00/66751 beschriebenen Vektoren, z.B. pKAFssECtrp oder pKAFssECaro ohne das Insert, das Penicil-
lin-G-Acylasegen. Geeignete Wirte sind diejenigen Wirte, die normalerweise fiir Klonier- und Expressionszwe-
cke verwendet werden und mit denen der Fachmann vertraut ist. Beispiele fir geeignete Wirtsstdmme sind
zum Beispiel Echerichia-coli-Stdamme, z.B. E. coli TOP10F', TOP10, DH10B, DH5a, HB101, W3110,
BL21(DE3) und BL21(DE3)pLysS. Besonders nitzlich im Zusammenhang mit der Erfindung sind Escherichia
coli K-12-Stamme, z.B. DH1, HB101, RvV308, RR1, W3110, C600.

[0026] Die Wahl des Vektors kann manchmal von der Wahl des Wirts abhadngen und umgekehrt. Wird z.B. ein
Vektor mit einem araBAD-Promoter verwendet, so wird ein E. coli-Wirt-Stamm, der nicht fahig ist, den Arabi-
nose-Induktor abzubauen (ara-), stark bevorzugt.

[0027] Die in der Erfindung beschriebenen Nukleinsduresequenzen kénnen jedoch auch in das Genom einer
Wirtszelle, die normalerweise keine erfindungsgemafie Nukleinsduresequenz enthalt, integriert und dort (liber)
exprimiert werden. Dies kann nach den fachbekannten Methoden erfolgen. Die Erfindung betrifft auch eine
Wirtszelle, die normalerweise keine erfindungsgemalfe Nukleinsduresequenz enthalt, die eine erfindungsge-
male Nukleinsduresequenz umfaldt, vorzugsweise eine Wirtszelle, die einen Vektor umfaldt, der eine erfin-
dungsgemale Nukleinsduresequenz umfafdt.

[0028] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung des Expressionsprodukts einer Nukleinsau-
resequenz nach einem der Anspriiche 1-5, wobei in einem ersten Schritt die Nukleinsduresequenz in eine ge-
eignete Wirtszelle, die normalerweise keine erfindungsgemale Nukleinsduresequenz enthalt, eingebracht
wird und wobei die Nukleinsauresequenz anschliefend in diesem Wirt exprimiert wird. Die Einfiihrung einer
Nukleinsauresequenz und die anschlieliende Expression sind Ubliche Techniken, mit denen der Fachmann
vertraut ist.

[0029] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren fir die Fermentation eines Mikroorganismus in einem Fer-
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mentationsmedium, wobei das Verfahren eine Batch-Phase und eine Zufltterungsphase umfafit, und wobei
der Mikroorganismus eine erfindungsgemafRe Nukleinsaure exprimiert und wobei zwischen 0,5 und 50 mg
(entsprechend zwischen 7,7 uM und 770 uM) Zn?* pro Liter Fermentationsmedium wahrend der Fermentation
zugefittert werden.

[0030] Typischerweise wird mit der Zuflitterungsphase nach ungeféahr 10 Stunden begonnen. Die Zn**-Menge
von 0,5-50 mg/l Fermentationsmedium kann dem Fermentationsmedium auf einmal zugefittert werden, wird
jedoch vorzugsweise dosiert, da das Zufligen von Zn?" in einer Portion zur Schaumbildung auf dem Fermen-
tationsmedium und zu Lyse der Mikroorganismen spater wahrend der Fermentation fiihrt. Das Zn?* kann in
zum Beispiel 5-10 gleichen Portionen zudosiert werden, das Zn** kann jedoch auch in unterschiedlichen Por-
tionen wahrend der Zufitterungsphase zudosiert werden. Vorzugsweise wird das Zn?* kontinuierlich dem Fer-
mentationsmedium zugefuttert. Wird kontinuierlich zugeflttert, ist es duerst praktisch, das Zn?* mit anderen
Komponenten in einer Feed-Mischung zu vereinigen.

[0031] Zn?*-lonen sind zum Beispiel in Zinksalzen vorhanden. Bei dem erfindungsgeméaRen Verfahren wer-
den vorzugsweise solche Zinksalze verwendet, die gut wasserl6slich sind (mehr als 0,1 mol pro Liter), zum
Beispiel Zn(NO,),, Zn(CH,COO),, ZnSO,, ZnCl,, ZnBr,, Znl,.

[0032] Bei dem in der Fermentation eingesetzten Mikroorganismus kann es sich um einen Mikroorganismus
handeln, der eine erfindungsgemale Nukleinsduresequenz auf naturliche Art und Weise besitzt und diese ex-
primiert, es handelt sich jedoch vorzugsweise um einen Wirt, in dem die erfindungsgemafle Nukleinsaurese-
quenz exprimiert wird, starker bevorzugt Uberexprimiert wird.

[0033] Es wurde gefunden, dal die enantioselektive Amidaseaktivitat eines Expressionsprodukts einer erfin-
dunggemaRen Nukleinsduresequenz auch in Gegenwart von zwischen 0,01 mM und 100 mM Zn?* verbessert
wird. Die Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zur Produktion einer enantiomerenangereicherten Car-
bonsdure und/oder eines enantiomerenangereicherten Carbonsaureamids, bei dem eine Mischung der ent-
sprechenden D- und L-Carbonsaureamide mit einem Expressionsprodukt nach einem der Anspriche 1-5 in
Gegenwart von zwischen 0,01 mM und 100 mM Zn*" in Kontakt gebracht wird, wobei eines der Enantiomere
des Carbonsaureamids enantioselektiv zu der entsprechenden enantiomerenangereicherten Carbonsaure hy-
drolysiert wird, wahrend das andere Enantiomer des Carbonsaureamids unverandert bleibt. Falls erwlinscht,
kann das verbleibende enantiomerenangereicherte Carbonsaureamid zu der entsprechenden enantiomeren-
angereicherten Saure hydrolysiert werden. Die Hydrolyse des verbleibenden Carbonsaureamids kann nach
fachbekannten Verfahren, wie zum Beispiel unter basischen oder sauren Bedingungen oder enzymatisch, er-
folgen.

[0034] Vorzugsweise wird die enantioselektive Hydrolyse, die durch das Expressionsprodukt einer erfin-
dungsgemalien Nukleinsduresequenz katalysiert wird, in Gegenwart von zwischen 0,01 und 50, starker bevor-
zugt zwischen 0,05 und 20 mM Zn?* durchgeflhrt.

[0035] Der pH-Wert, bei dem die enantioselektive Hydrolyse, die durch das Expressionsprodukt einer erfin-
dungsgemaflen Nukleinsduresequenz katalysiert wird, durchgefiihrt wird, ist nicht kritisch; vorzugsweise wird
die enantioselektive Hydrolyse bei einem pH-Wert zwischen 5 und 9, starker bevorzugt zwischen 6,5 und 8,5,
durchgefiihrt.

[0036] Die Temperatur, bei der die enantioselektive Hydrolyse in Gegenwart eines erfindungsgemafien Ex-
pressionsprodukts durchgefihrt wird, betragt vorzugsweise zwischen 10 und 75°C, starker bevorzugt zwi-
schen 30 und 65°C, insbesondere zwischen 40 und 60°C.

[0037] Als Mischung kdnnen racemische Mischungen von D- und L-Carbonsaureamid eingesetzt werden, es
kdnnen naturlich auch zuféllig gewahlte Mischungen von D- und L-Carbonsaureamid eingesetzt werden.

[0038] Beispiele fiir geeignete Carbonsaureamide sind: a-H-a-Aminosaureamide mit 2-20 C-Atomen oder
Derivate davon wie zum Beispiel Alaninamid, Phenylglycinamid, Phenylalaninamid, para-Hydroxyphenylglyci-
namid, Prolinamid, Valinamid, Leucinamid, tert.-Leucinamid, Methioninamid, Prolinamid, Glutaminsaureamid,
a-H-a-Hydroxysaureamide mit 2-20 C-Atomen, zum Beispiel Mandelsaureamid, a-a-Dialkylaminosaureamide
mit 2-20 C-Atomen, zum Beispiel a-Methylvalinamid, a-Methylphenylglycinamid, Ethylphenylglycinamid, a-Bu-
tylphenylglycinamid, Methylphenylalaninamid, a-Ethylphenylalaninamid, a-Ethyl-a-butylglycinamid. Vorzugs-
weise wird in einem erfindungsgemafen Verfahren tert.-Leucin oder a-Methylphenylglycin produziert.
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[0039] Die folgenden Beispiele, die hinzugefligt wurden, dienen der Erlauterung der Erfindung.
Beispiele
Beispiel 1

Fermentation von Escherichia coli K-12, der in SEQ ID Nr. 1 dargestellt Aminosauresequenz exprimiert, mit
Zugabe von Zn*" til Fermentationsmedium wahrend der Zufiitterungsphase.

[0040] Es wurde das folgende Inokulationsmedium hergestellt:

Hefeextraktpulver (DIFCO, Bacto™) 38g
Na,HPO, 17,89
KH,PO, 13,69
NH,CI 4849
Destilliertes Wasser 1500 mi

[0041] Der pH-Wert wurde mit walriger NaOH auf 6,8 eingestellt. 100- und 200-ml-Portionen wurden in 500-
bzw. 2000-ml-Erlenmeyerkolben gegeben und sterilisiert (20 Minuten bei 121°C). Der 500-ml-Kolben wurde
aseptisch mit 1,1 ml einer 50%igen (w/v) Glucose- und 2,2 ml einer Neomycin-(1,2 g/l) Lésung versetzt (Ino-
kulationsphase 1). Der 2000-ml-Kolben wurde mit 1 bzw. 2 ml der 50%igen (w/v) Glucose- und der Neomy-
cin-(1,2 g/l) Lésung versetzt (Inokulationsphase 2).

[0042] AnschlieBend wurde der Erlenmeyerkolben der Inokulationsphase 1 mit 1,8 ml einer Suspension des
E. Coli K-12-Stamms, der die Nukleinsduresequenz gemal® SEQ ID Nr. 1 exprimiert, in 50% (v/v) Glyce-
rin/Wasser inokuliert und das ganze wurde 22 Stunden lang bei 27°C unter stdndigem kreisférmigem Schutteln
kultiviert und inkubiert. Fir die Expression der in SEQ ID Nr. 1 dargestellten Nukleinsduresequenz in dem E.
coli K-12-Stamm RV308 wurde die Nukleinsduresequenz mittels PCR mit amidasespezifischen Primern mit
Verlangerungen am 5'-Ende, die eine Restriktionsstelle enthielten (Ndel fur den Forward-Primer Smal fir Re-
verse-Primer) amplifiziert. Das erhaltene Fragment wurde in ein Derivat des E. coli-Expressionsvektors pKEC-
trp kloniert, und zwar an die E. coli Penicillin-G-Acylase-Codiersequenz, wobei die Restriktionsenzyme Ndel
und Smal verwendet wurden. Der abgeleitete Expressionsvektor dhnelt dem Konstrukt pKECtrp, dessen Kon-
struktion in WO 00/66751 beschrieben wurde, nur dal} er den aro-Promoter aus E. coli statt des trp-Promoters
enthalt. Fr die Inokulation des 2000-ml-Erlenmeyerkolbens der Inokulationsphase 2 wurde der gesamte Er-
lenmeyerkolben der Inokulationsphase 1 verwendet. Die Inokulationsphase 2 wurde 3 Stunden lang bei 27°C
unter standigem kreisférmigem Schatteln kultiviert und inkubiert.

[0043] 6,4 | Batch-Phase-Medium in einem 20-I-Glasfermenter wurden mit 2 % (v/v) Inokulationsphase 2 in-
okuliert. Das Batch-Phase-Medium wies die folgende Zusammensetzung auf:

Gistex® LS-Paste 24,6 g/l
Citronensaure 10 g/l
FeSO, 7H,0O 0,2 g/l
MgSO,7H,0 3,14/l
CaCl,2H,0 1,59/l
MnSO,-H,0 0,169 g/l
(NH,)sSO, 9,0 g/l
CoCl,"6H,0 0,006 g/l
[0044]

NaMoO,-2H,0 0,004 g/l
H,BO, 0,004 g/l
Schaumhemmer: Basildon 86/013 Einige Tropfen
K,HPO,' 8,14/l
Dextrose? 11,4 g/l
Neomycin? 0,012 g/l
Thiamin? 0,014 g/l

[0045] Das Batch-Phase-Medium wurde 65 Minuten lang bei 121°C sterilisiert, nachdem der pH-Wert (mit Na-
OH) auf 4,5 eingestellt wurde. Die mit ' und ? bezeichneten Mediumkomponenten wurden jeweils getrennt ge-
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I6st, und die Lésung mit den Komponenten mit der Bezeichnung ' wurden 65 Minuten lang bei 121°C sterili-
siert, wahrend Lésungen mit den Komponenten, die mit 2 bezeichnet sind, steril filtriert wurden. Beide wurden
aseptisch zu dem Medium zugegeben. Vor dem Uberfiihren der Inokulationsphase 1 wurde der pH-Wert des
Batch-Phase-Mediums auf 7,0 eingestellt. Die Fermentation wurde bei 27°C unter standigem Riihren und op-
timalen BelUftungsbedingungen gefahren. Zwischen 50 und 54 Stunden wurde die Temperatur der Fermenta-
tion im Verlauf von 4 Stunden linear von 27 auf 25°C gesenkt und bei diesem Wert bis zum Ende der Fermen-
tation aufrechterhalten.

[0046] Wahrend der Fermentation (Batch-Phase und Zufltterungsphase) wurde der pH-Wert zwischen 7,00
und 7,30 schwanken gelassen. Die Batch-Phase wurde mit dem Beginnen mit Feed-Medium 1 und Feed-Me-
dium 2 (Beginn der Zufitterungsphase) beendet, als der pH einen Wert von 7,15 erreicht hatte. Zu diesem Zeit-
punkt war die Kohlenstoffquelle erschopft. Die Batch-Phase dauerte ungefahr 9 Stunden. Das Feed-Medium
1 wies die folgende Zusammensetzung auf:

Dextrose 670 g/l
Thiamin' 0,18 g/l
MgSO,-7H,0" 14,4 g/|
Prolin’ 6,1 g/l
Mononatriumglutamat' 12,2 g/l
ZnSO,7H,0' 0,022 g/l

[0047] Das Feed-Medium 1 wurde folgendermalen hergestellt. Erst wurde die Dextrose geldst. Die Dextro-
seldésung wurde mit ungefahr 0,4 ml/l 4N HCI versetzt. Die Losung wurde sterilisiert (30 Minuten bei 121°C).
Thiamin, MgSO,-7H,0, Prolin und Mononatriumglutamat und ZnSQO,-7H,0 wurden getrennt geldst und die L6-
sung wurde steril filtriert, bevor sie (aseptisch) zu der Dextroselésung gegeben wurde. Das Profil, nach dem
der Zulauf des Feed-Mediums 1 in das Batch-Phase-Medium erfolgte, ist unten in Tabelle 1 angegeben.

Tabelle 1: Feed-Profil fir den Zulauf von Feed-Medium 1.

Zeit Sollwert [grceq medium! (Istarn )]
0 (Start der Zufutterung) — 14 Stunden 2,59 x g007xze

14-40 Stunden 6,91 + 0,48 x (Zeit-14)

40 Stunden - Ende der Fermentation 19,3

[0048] Das Feed-Medium 2 wies die folgende Zusammensetzung auf:
Gistex® LS-Paste 300 g/l

[0049] Das Feed-Medium 2 wurde folgendermafien hergestellt. Erst wurde die Hefeextraktpaste in Wasser
gelost. AnschlieRend wurde der pH-Wert auf 4,5 +/- 0,1 eingestellt. Die Losung wurde sterilisiert (30 Minuten
bei 121°C). Das Profil, nach dem der Zulauf des Feed-Mediums 2 in das Batch-Phase-Medium erfolgte, ist un-
ten in Tabelle 2 angegeben. Unter 'Zeit' versteht man in den Profilen von Tabelle 1 und 2 'Stunden nach Beginn
der Zufitterung'.

Tabelle 2. Profil fir den Zulauf von Feed-Medium 2.

Zeit Sollwert [greegmedium (Istar )]
0 (Start der Zufutterung) — 14 Stunden 0,81 x (007 x2ei

14-34 Stunden 2,15 + 0,15 x (Zeit-14)
34-38 Stunden 5,15

38 Stunden — Ende der Fermentation 0

[0050] Feed-Medium 1 und Feed-Medium 2 stellen das Feed-Phase-Medium dar. Die Fermentation wurde
nach 120 Stunden abgebrochen.
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[0051] Die Fermentation wurde wiederholt, nur dafl in dem Feed-Medium 1 kein ZnSO,-7H,0O vorlag.

[0052] Die L-Amidaseaktivitat in der Fermentationsbriihe (Fermentationsmedium und Zellen) nach dem Be-
ginn der Zufltterungsphase wurde fir beide Fermentationen bestimmt, und zwar folgendermalien:

Analyse der L-Amidaseaktivitat von Fermentationsbriihe (Fermentationsmedium mit Zellen)-Proben aus der
Fermentation von Escherichia coli K-12, der die in SEQ ID Nr. 1 gezeigte Nukleinsauresequenz exprimiert, mit
Zn*" in Feed-Medium 1 und ohne Zn?* in Feed-Medium 1.

[0053] 1,5 ml Inkubationsreagens (enthalt 1,1 Gew.-% L-Phenylglycinamid, 0,11 M HEPES-NaOH-Puffer, pH
8,0und 1,1 mM MnSQO,-1H,0) wurden im Wasserbad auf 55°C erwarmt. Nach 10 Minuten wurde das erwarmte
Inkubationsreagens mit 100 pl einer Probenlésung (enthaltend Fermentationsbrihe, die mit 20 mM HE-
PES-NaOH-Puffer, pH 7,5/2 mM DTT verdunnt war) versetzt. Nach 20 minutiger Inkubation der Kombination
von Inkubationsreagens und Probenlésung wurde die Reaktion gestoppt, und zwar dadurch, da® man 100 pl
der Kombination des Inkubationsreagens zu 1,5 ml Stopp-Reagens (53 mM Phosphorsaure) gab. Der gestopp-
te Ansatz wurde 5 Minuten lang bei 14000 rpm zentrifugiert.

[0054] Der Uberstand wurde mittels HPLC analysiert und zwar unter den folgenden Bedingungen:
Saule: Nucleosil 120-3C18 (125 x 4 mm)

Wellenlangendetektor: 220 nm

Volumendurchfluf3: 1,0 ml/min

Einspritzvolumen: 20 pl

Elutionsmittel: 100 mM Phosphat-Puffer pH 3,0

[0055] Die Retentionszeiten von L-Phenylglycin und L-Phenylglycinamid betragen ungefahr 1,8 bzw. 2,7 Mi-
nuten.

[0056] Die Flache unter dem HPLC-Peak, der dem Phenylglycin entspricht, wurde berechnet und nach Kor-
rektur um den Verdinnungsfaktor der Fermentationsbriihe mit der Flache unter dem Phenylglycin-Peak von
anderen Proben verglichen. Die relativen Peakflachen der Proben entsprechen der relativen L-Amidaseaktivi-
tat, bei der es sich um die Aktivitét der Proben untereinander handelt. Die relative L-Amidaseaktivitat (rel. Akt.)
in den Proben aus der Fermentation mit einem Feed-Medium 1 mit Zn* (A) und Feed-Medium 1 ohne Zn?* (B)
istin Abb. 1 dargestellt, in der die relative Aktivitat gegen T(h) aufgetragen ist, dem Zeitpunkt (in Stunden nach
Beginn der Batch-Phase), zu dem die Proben gezogen wurden.

Akt

. i _
E 41 :’S.” SRR "“ﬁ |mB
0.2 \*»3’3;;%%’ oo 3{ _:Q 3 E}'K'* ?ﬂ‘s@““t}?ﬁ }},wg: e
; T;:',:w'?fm;iﬁj‘ff,;? W’?%i‘,g{fg;} L’%y(:?! }ﬁ%,; ]
o 2 4o @

T (h)

[0057] Aus Fig. 1 ist ersichtlich, dal mehr L-Amidaseaktivitat produziert wird, wenn Zn?* zu der Fermentation
wahrend der Feed-Phase zugeflttert wird.
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Herstellung der Enzymlésung LAMO0011 von der Fermentation mit Zn?* im Feed-Medium 1.

[0058] Die Fermentationsbriihe von der Fermentation mit Zn?* im Feed-Medium 1 wurde mit 4 g/l Octanol in
der Fermentation behandelt um die Mikroorganismen abzutéten, und wurde zweimal durch Hochdruckhomo-
genisation (600-700 bar) homogenisiert. Nach dem Homogenisieren wurde die Briihe durch Versetzen mit 10
Vol.-%, bezogen auf das Volumen einer Briihe einer 10%igen C577-Lésung, ausgeflockt. Es wurde mit 10
Vol.-%, bezogen auf das Briihenvolumen, Dicalite 448, einem Filtrierhilfsmittel, versetzt. Die erhaltene Auf-
schldammung wurde Uber eine Membranfilterpresse filtriert und mit einem Filterkuchenvolumen ProzelRwasser
gewaschen. Der Biomasse-Filterkuchen wurde eingeaschert. Das Filtrat wurde Uber Seitz-Filterplatten (GroRe
5-15 uym) und anschlieBend utber 0,1-0,3-Mikrometer-Keimefilterplatten filtriert. Das erhaltene Filtrat wurde in
Behaltnissen aufbewahrt und bis zur Weiterverwendung tiefgefroren.

Herstellung der Enzymlésung LAMO001 aus der Fermentation ohne Zn?* im Feed-Medium 1.

[0059] Die Fermentationsbriihe von der Fermentation ohne Zn?* im Feed-Medium 1 wurde mit 4 g/l Octanol
in der Fermentation behandelt um die Mikroorganismen abzutéten, und wurde zweimal durch Hochdruckho-
mogenisation (600-700 bar) homogenisiert. Nach dem Homogenisieren wurde die Brihe durch Versetzen mit
10 Vol.-%, auf das Volumen einer Briihe einer 10%igen C577-Ldsung, ausgeflockt. Es wurde mit 10 Vol.-%,
bezogen auf das Brihenvolumen, Dicalite 448, einem Filtrierhilfsmittel, versetzt. Die erhaltene Aufschlammung
wurde Uber eine Membranfilterpresse filtriert und mit einem 2,2 Filterkuchenvolumina Prozel3wasser gewa-
schen. Der Biomasse-Filterkuchen wurde eingeaschert. Das Filtrat wurde Uber Seitz-Filterplatten mit einer
GroRe von 5-15 Mikrometern und anschlieend tber 0,1-0,3-Mikrometer-Keimefilterplatten filtriert. Hiernach
wurde das erhaltene Filtrat mit 50-kD-Polysulphon-Membranen um den Faktor 3 eingeengt. Das Retentat wur-
de mit einem Viertel des Retentatsvolumens RO-Wasser gewaschen. Hiernach wurde das Filtrat nochmals
Uber Seitz-Filterplatten mit einer GréRe von 5-15 Mikrometern und anschlieBend Uber 0,1-0,3-Mikrome-
ter-Keimfiltrationsplatten filtriert. Das erhaltene Filtrat wurde in Behéaltnisse gefillt und bis zur Verwendung in
der Anwendungsreaktion (Beispiele 2-5) tiefgefroren.

Beispiel 2

Enantioselektive Hydrolyse von DL-a-Methylphenylglycinamid in Gegenwart von unterschiedlichen Zn*-Kon-
zentrationen bei pH 6,5 mit L-Amidase aus Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321

[0060] Die Auswirkung der Zn**-Konzentration auf die Hydrolysereaktion von DL-a-Methylphenylglycinamid
mit der L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321 wurde dadurch bestimmt, dal® man diese Reaktionen in Ge-
genwart von 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 und 9,0 mM Zn? durchfiihrte. Als Kontrolle wurde aulRerdem eine Reaktion ohne
zusétzliches Zn?" durchgefiihrt.

[0061] Fur diesen Versuch wurden Flaschen mit 25 g Ansatz gefiillt, wobei jeder Ansatz 2,5 g DL-a-Methyl-
phenylglycinamid (Endkonzentration 10 Gew.-%), 46 pl O. anthropi NCIMB 40321 Batch-Nr. LAM0011 und ent-
weder kein zusétzliches ZnSO, oder 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 oder 9,0 mM ZnSO, enthielt. Der pH-Wert betrug bei
allen Ansatzen 6,5. Die Reaktionen wurden durch Zugabe der Enzymfliissigkeit gestartet.

[0062] Alle Ansatze wurden auf einem Kreisschuittler bei 55°C und 200 rpm inkubiert. Direkt nach Zugabe des
Enzyms (t = 0 Stunden) sowie nach 1, 4 bzw. 11 Stunden wurden Proben zu je 1 g gezogen und in Réhrchen,
die 4 g 1 M H,PO, zum sofortigen Abstoppen der Reaktion enthielten, Gbergefuhrt. Die genaue Menge Probe
und Stop-Lésung wurden durch Wiegen bestimmt. Nach Filtration tUber ein 0,22 pM-Filter wurden die Konzen-
trationen an a-Methylphenylglycin und a-Methylphenylglycinamid mittels HPLC bestimmt, und zwar nach der
folgenden Vorschrift:

Saule: Inertsil ODS-3 (3 pm) 50 mm *
4,6 mmi.D.

Elutionsmittel: 50 mM H,PO,-NaOH, pH =2,5

Volumendurchflul: 0,8 ml/min

Temp.: 40°C

Einspritzvolumen: 15 ul

Detektion: UV 210 nm

[0063] Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 3 dargestellt, in der die Umsatzraten (Menge gebildete
Aminosaure im Vergleich zu der Gesamtmenge Ausgangs-Aminosaureamid) der Ansatze als relative Umsatz-
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raten angegeben sind; die héchste Umsatzrate wurde gleich 100 gesetzt.

Tabelle 3. EinfluB der Zn?*-Konzentration auf die Hydrolysereaktion von DL-a-Methylphenylglycinamid durch
die L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321 (Batch-Nr. LAM 0011).

Bezeichnung [Zn?*] (mM) Umsatz nach

1h 4h 11h
A 9,0 28 85 100
B 3,0 24 87 100
C 1,0 19 83 100
D 0,3 16 74 97
E 0,1 11 61 92
F 0 1,4 3,1 53

[0064] Aus Tabelle 3 geht hervor, daR das Vorhandensein von Zn?* fiir die Aktivitat der L-Amidase aus O. an-
thropi auf DL-a-Methylphenylglycinamid stark bevorzugt wird. Ohne zusatzliches Zn?* findet kaum eine Hydro-
lyse dieses Substrats statt (siehe Probenbezeichnung F).

Beispiel 3

Enantioselektive Hydrolyse von DL-a-Methylphenylglycinamid in Gegenwart von unterschiedlichen zweiwerti-
gen Metallionen bei pH 6,5 mit L-Amidase aus Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321

[0065] In einem &hnlichen Versuchsansatz wie fiir Beispiel 2 wurde untersucht, ob zusétzliches Zn?* eine po-
sitive Auswirkung auf den Umsatz von DL-a-Methylphenylglycinamid mit der L-Amidase aus O. anthropi
NCIMB 43021, die ohne Uberschiissiges Zn** fermentiert worden war, zeigt. Die Hydrolysereaktionen wurden
in Gegenwart von dquimolaren Mengen an Mn?* oder Zn?* durchgeflhrt. Weiterhin wurde eine Kontrollreaktion
mit der L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321, die in Gegenwart von (berschiissigem Zn?* fermentiert wor-
den war, durchgefihrt.

[0066] Es wurden Flaschen mit 25 g eines Ansatzes gefiillt, wobei jeder Ansatz 2,5 g DL-a-Methylphenylgly-
cinamid (Endkonzentration 10 Gew.-%), 240 yl L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321, Praparat LAM0001,
sowie ein 1 mM entweder MnSO, oder ZnSO, enthielt. Es wurde ein dritter Ansatz hergestellt, der (aufler dem
Substrat) 1 mM Zn?* sowie 92 pl L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321, Praparat LAM0011 (92 ul LAM0011
entspricht der L-Amidaseaktivitat von 240 yl LAMO001) enthielt. Die Inkubation der Substrate, die Probennah-
me und die Analysen wurden alle wie in Beispiel 2 beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieses Versuchs
sind in Tabelle 4 dargestellt, in der die Umsatzraten (Menge gebildete Aminosaure im Vergleich zu der Gesamt-
menge Ausgangs-Aminosaureamid) der Ansatze als relative Umsatzraten angegeben sind; die héchste Um-
satzrate wurde gleich 100 gesetzt.

Tabelle 4. Auswirkung des Zn?*- und Mn?*-Zusatzes auf die Hydrolyse von DL-a-Methylphenylglycinamid durch
die L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321, die ohne Zn?* im Feed-Medium 1 (Batch-Nr. LAM0001) und mit
Zn?*" im Feed-Medium 1 (Batch-Nr. LAM0011) fermentiert wurde.

Probenbe- Enzympraparat | Metallion Umsatz nach

zeichnung 1h 3h 5h
A LAMO001 Mn?* 11 33 55
B LAMOO001 Zn* 33 94 100
C LAMOO11 Zn* 36 93 100

[0067] Aus Tabelle 4 geht hervor, daf in Gegenwart von 1 mM Zn?* die Umsatzraten von DL-a-Methylphenyl-
glycinamid mit den mit und ohne Zn?* fermentierten Enzymen &hnlich sind und beide héher als bei Umsatz in

Gegenwart von 1 mM Mn?* sind.
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Beispiel 4

Enantioselektive Hydrolyse von DL-tert.-Leucinamid in Gegenwart von unterschiedlichen zweiwertigen Metal-
lionen bei pH 7,0 durch die L-Amidase aus Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321

[0068] In einer ahnlichen Versuchsanordnung wie fiir Beispiel 2 wurde die Auswirkung des Vorhandenseins
von aquimolaren Mengen an Mn?*, Zn?* und Mg?* in der Hydrolyse von DL-tert.-Leucinamid mit der L-Amidase
aus O. anthropi NCIMB 40321 bestimmt. Als Kontrolle wurde eine Reaktion ohne irgendein zuséatzliches zwei-
wertiges Metallion durchgefinhrt.

[0069] Zur Durchfiihrung dieses Versuchs wurden Flaschen mit 25 g Ansatz gefiillt, wobei jeder Ansatz 3,13
g DL-tert.-Leucinamid (Endkonzentration 12,5 Gew.-%), 1,45 ml L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321
(Batch-Nr. LAM0011) sowie 1,0 mM ZnSO,, MgSO, bzw. MnSO, enthielt. Auflerdem wurde eine getrennte Re-
aktion ohne irgendein zusatzliches zweiwertiges Metallion durchgefiihrt. Der pH-Wert aller Ansatze betrug 7,0.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe der Enzymflissigkeit gestartet.

[0070] Alle Ansatze wurden auf einem Kreisschuittler bei 55°C und 150 rpm inkubiert. Direkt nach Zugabe des
Enzyms (t = 0 Stunden) sowie nach 1, 3 bzw. 6,7 Stunden wurden Proben zu je 1 g gezogen und in Réhrchen,
die 4 g 1 M H;PO, zum sofortigen Abstoppen der Reaktion enthielten, Gbergefuhrt. Die genaue Menge Probe
und Stop-Lésung wurden durch Wiegen bestimmt. Nach Filtration tUber ein 0,22 pm-Filter wurden die Konzen-
trationen an tert.-Leucin und tert.-Leucinamid mittels HPLC bestimmt, und zwar nach der folgenden Vorschrift:

Saule: Inertsil ODS-3 (150 mm x 4,6 mm i.D.,
5 p) von Varian-Chrompack
Elutionsmittel: 99% (v/v) 50 mM H,PO,, pH = 2,3 mit 1N

NaOH + 1% (v/v) Acetonitril
Volumendurchflu3:

1,0 ml/min
Temperatur: 30°C
Einspritz
volumen: 20 pl
Detektion: Fluoreszenzdetektion nach Nachsaulenderivatisie-

rung mit OPA/MCE® (A, 365 nm und A, > 420 nm).

(a) Die Nachsaulenderivatisierung erfolgte in einer
Reaktionsspirale (2 m x 0,25 mm i.D.) bei Umge-
bungstemperatur mit 0,4 M Boratpuffer pH 10, der
o-Phthalaldehyd (OPA) und 2-Mercaptoethanol
(MCE) enthielt. Der Volumendurchflu des Derivati-
sierungsreagens betrug 1,0 ml/min. Das Reagens
wurde dadurch hergestellt, da® man zuerst 49,46 g
H,BO, und 35 g KOH in 2 Litern Milli-Q-Wasser |6ste
und anschlieRend den pH-Wert mit 1M KOH auf 10
einstellte. AnschlieRend wurde dieser Boratpuffer mit
1,6 g OPA (in 20 ml Ethanol) und 2 ml MCE versetzt.

[0071] Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 5 dargestellt, in der die Umsatzraten (Menge gebildete

Aminosaure im Vergleich zu der Gesamtmenge Ausgangs-Aminosaureamid) der Ansatze als relative Umsatz-
raten angegeben sind; die hdchste Umsatzrate wurde gleich 100 gesetzt.
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Tabelle 5. EinfluR des Vorliegens von unterschiedlichen zweiwertigen Metallionen auf die Hydrolyse von
DL-tert.-Leucinamid durch die L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321 (Batch-Nr. LAM 0011).

Probeabezeich- Metallion Umsatz nach

nung 1h 3h 6,7 h
A Zn* 15 56 100
B Mg? 8,9 32 77

C keines 8,1 30 69

[0072] Die Werte in Tabelle 5 zeigen deutlich, daR in Gegenwart von 1 mM Zn** DL-tert.-Leucinamid schneller
durch die L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321 hydrolysiert wird als in Gegenwart einer dquivalenten Men-

ge Mg?* oder bei Fehlen von einem zusatzlichen zweiwertigen Metallion.

Beispiel 5

Enantioselektive Hydrolyse von DL-tert.-Leucinamid in Gegenwart von Zn** bei unterschiedlichen pH-Werten

mit L-Amidase aus Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321

[0073] Um den Einflul® des pH-Werts auf die Aktivitat der L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321 auf die
enantioselektive Hydrolyse von DL-tert.-Leucinamid zu untersuchen, wurden Reaktionen mit und ohne 1 mM
Zn* bei pH 7,0, 8,0 bzw. 9,0 durchgeflhrt.

[0074] Die gesamte Versuchsanlage war mit der Versuchsanlage von Beispiel 3 identisch. Die Ergebnisse
dieser Versuche sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6. Einflull des pH-Werts des Ansatzes auf die Hydrolyse von DL-tert.-Leucinamid mit und ohne 1 mM
ZnSO, durch die L-Amidase aus O. anthropi NCIMB 40321 (Batch-Nr. LAM0011).

Probebezeich- | pH-Wert Zn* (1 mM) Umsatz nach

nung 1h 3h 6,7 h
A 7 + 15 56 100
B - 8,1 30 69

C 8 + 14 46 94

D - 11 38 82

E 9 + 14 43 93

F - 13 39 77
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Sequenzbeschreibung

<110> DMS NV

14/15

<120> Nukleinsduresequenzen codierend flir
enantioselektive Amidasen
<130> 20594WO
<140>
<l41>
<160> 2
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211l> 945
<212> DA
<213> Qchrobactrum anthropi NCIMB 40321
<400> 1
atgtgcaata attgccatta caccattcac ggecggeate atecattbcgy ctgggacaac 60
togttocage cggetgaaac ggtcegegece ggctegacce tgaaattcga atgtetggac 120
ageggcegeag gcoccactatca tegeggeage acegtcegeeg atgtgtegac gatggatttt 180
tccaaggtea atccggttac cggecccate thegbtegatyg gagecaaace gggegatgte 240
ctgaaaatca cecatccacca gttcgageca teoaggettcg getggacgge aaatattccg 300
ggcttceggtc ttetegeocga cgacttcaag gaaccggege tagoattgtyg gaactacaat 360
cccacaacge tggagceage actcttegya gagegtgege gegtgecget gaageegttc 420
geeggazacca teggegtcege accggeggaa aagggectge attcggtegt accaccgegt 480
cgtgteggey geaatctega cstccgegat cttgecagecy geaccacget ttatctgecy 540
atcgaagtcg aaggegetit gttoteoccatt ggtgatacee atgeggoaca gggegacgge 600
gaagtgtgey gcacegccat cgaaagegeg atgaatgtcg ctcotgacget ggatctcate 660
aaggatacgc cactgaagat gececggtice accacgecgg ggoeagtgac geggeaccte 720
gataccaagy gttacgaagt caccaccggt atcgggtceog atctgtggga aggegegaza 780
geegeoctet ccaacatgat cgaccttett tgecagacge agaacctcaa ccceggtggat 840
gecectatatge tetgekegge ctgeggtgat ctgegtateca gegaazatcegt cgatcageeg 900
aactgggtcg tatcgttcta ctteoccgegt teegtttteg zataa 945
<210> 2
<211> 314
<212> PRT
<213> Ochrobactrum anthropi NCIMB 40321
<400> 2
Met Cys Asn Asn Cys His Tyr Thr Ile His Gly Arg His His His Phe
1 5 10 15
Gly Trp Asp Rsn Ser Phe Gln Pro Ala Glu Thr Val Ala Pro Gly Ser
20 25 30
Thx Len Lys Phe Glu Cys Leu Asp Ser Gly Ala Gly His Tyr His Axg
35 40 45
Gly Ser Thr val Ala Asp Val Ser Thr Met Asp Phe Ser Lys Val Asn
50 55 §0
Pre Val Thr Gly Pro Ile Phe Val Asp Gly Ala Lys Pro Giy Asp Val
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65 70 75 80

Leu Lys Ile Thr Ile His Gln Phe Glu Pro Ser Gly Phe Gly ‘I‘r? Thr
85 S0 9

Ala Asn Ile Pro Gly Phe Gly Leu Leu Ala &sp Asp Phe Lys Glu Pro
100 105 110

Ala Leu Ala Leu Trp Asn Tyr Asn Pro Thr Thr Leu Glu Pro Ala Leu
115 120 125

Phe Gly Glu Arg Ala Arg Val Pro Leu Lys Pro Phe Ala Gly Thr Ile
130 135 140

Gly Val Ala Pro Ala Glu Lys Gly Leu His Ser Val Val Pro Pro Arg
145 150 155 lse0

Arg Val Gly Gly Asn Leu Asp Ile Arg Asp Leu Ala Ala Gly Thr Thx
1865 170 175

Leu Tyr Lew Pro Ile Glu Val Glu Gly Ala Leu Phe Ser Ile Gly Asp
180 185 190

Thr His Ala Ala Gln Gly Asp Gly Glu Val Cys Gly Thr Ala Ile Glu
195 200 205

Ser Ala Met Asn Val Ala Leu Thr Leu Asp Leu Xle Lys Asp Thx Pro
210 218 220

Leu Lys Met Pro Arg Phe Thr Thr Pro Gly Pro Val Thr Arg His Leu
225 230 235 240

Asp Thr Lys Gly Tyr Glu Val Thr Thr Gly Ile Gly Ser Asp Leu Trp
2435 250 255

Glu Gly Ala Lys Ala Ala Leu Ser Asn Met Ile Asp Leun Leu Cys Gln
260 265 270

Thr 6ln Asn Leu Asn Pro Val Asp Ala Tyr Met Leu Cys Ser Ala Cys
275 280 285

Gly Asp Leu Axg lle Ser Glu Ile Val &sp Gln Pro Asn Trp Val val
250 295 300

Sexr Phe Tyr Phe Pro Arg Ser Val Phe Glu
305 310

Patentanspriiche

1. Verfahren fir die Fermentation eines Mikroorganismus in einem Fermentationsmedium, wobei das Ver-
fahren eine Batch-Phase und eine Zuflitterungsphase umfalt und wobei der Mikroorganismus eine Nuklein-
saure kodierend flr eine enantioselektive Amidase mit einer Aminosauresequenz, die mindestens 70% Iden-
titat mit SEQ ID Nr. 2 aufweist, exprimiert und wobei zwischen 0,5 und 50 mg Zn?* pro Liter Fermentationsme-
dium wahrend der Fermentation zugefittert werden.

2. Verfahren zur Produktion einer enantiomerenangereicherten Carbonsaure und/oder eines enantiome-
renangereicherten Carbonsaureamids, bei dem eine Mischung der entsprechenden D- und L-Carbonsaurea-
mide mit einem Expressionsprodukt, bei dem es sich um eine enantioselektive Amidase mit einer Aminosau-
resequenz, die mindestens 70% Identitat mit SEQ ID Nr. 2 aufweist, handelt, in Gegenwart von 0,01 mM und
100 mM Zn?* in Kontakt gebracht wird, wobei eines der Enantiomere des Carbonsaureamids enantioselektiv
zu der entsprechenden enantiomerenangereicherten Carbonsaure hydrolysiert wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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