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Beschreibung

[0001] Die hierin beschriebene Erfindung betrifft ein Coenzym, das fiir die Synthese von L-Carnitin nitzlich
ist, insbesondere eine Verbindung von Coenzym A und mehr spezifisch Crotonobetainyl-Coenzym A, Verfah-
ren zu dessen Herstellung und seine Verwendung fur die Erzeugung von L-(-)-Carnitin von Crotonobetain und
D-(-)-Carnitin.

[0002] Bisher haben wir keine Kenntnis von isolierten Coenzymen, die fir die Synthese von L-Carnitin nutz-
lich sind und insbesondere ist Crotonobetainyl-Coenzym A keine isolierte Substanz.

[0003] WO 95/10613 postuliert Crotonobetainyl-Coenzym A und gamma-Butyrobetainyl-Coenzym A als Zwi-
schenprodukte beim Metabolismus vom gamma-Butyrobetain oder Crotonobetain in L-(=)-Carnitin in der Zelle.
Eine metabolische Synthese von Crotonobetainyl-Coenzym A ausgehend von gamma-Butyrobetain tGiber gam-
ma-Butyrobetainyl-Coenzym A oder direkt von Crotonobetain und eine metabolische Synthese von gam-
ma-Butyrobetainyl-Coenzym A, ausgehend von gamma-Butyrobetain ist schematisch gezeigt. Im weiteren
Verlauf des Metabolismus wird gamma-Butyrobetainyl-Coenzym A bzw. Crotonobetainyl-Coenzym A Uber
L-(-)-Canitinyl-Coenzym A abgebaut, was zu L-(-)-Carnitin fihrt oder Gber L-(-)-Carnitinyl-Coenzym A und De-
hydrocarnitinyl-Coenzym A abgebaut, was zu Betain fihrt. Jedoch lehrt dieses Dokument nicht, wie Crotono-
betainyl-Coenzym A oder gamma-Butyrobetainyl-Coenzym A erhalten wird, weil es auf die Herstellung von
L-(-)-Carnitin unter Verwendung von Mikroorganismen mit einem Gen gerichtet ist, das ein Enzym codiert, das
erneut Crotonobetainyl-Coenzym A ebenso wie gamma-Butyrobetainyl-Coenzym A abbaut, so dal es als Er-
gebnis nicht mdglich ist, Crotonobetainyl-Coenzym A und gamma-Butyrobetainyl-Coenzym A in Substanz ent-
sprechend der Lehre dieses Dokumentes zu erhalten. Wenn die Fahigkeiten dieser Verbindungen zur Verwen-
dung bei dem L-(-)-Carnitin-Produktionsverfahren verifiziert werden, missen die bekannte Technik und die
Kenntnis bezlglich der L-(-)-Carnitin-Produktionsverfahren berlcksichtigt werden. Zahlreiche chemische und
biochemische oder biotechnologische Verfahren sind fir den Erhalt von L-(-)-Carnitin bekannt. Die meisten der
chemischen Syntheseverfahren ergeben D,L-Carnitin als Ergebnis durch Reaktion der racemischen Mischung
mit optisch aktiven Trennsauren, zum Beispiel mit optisch aktiven Isomeren von Weinsaure, Camphorsaure
oder Camphorsulfonsaure, und Uber die anschlieRende fraktionierte Kristallisierung ist es méglich, das L-Car-
nitin-Enationmer zu erhalten (zum Beispiel erteilte Patente DD 23 217; DD 93 347 und verdffentlichte Anmel-
dung DE 2 997 672). Alle bisher bekannten Syntheseverfahren haben den Nachteil, dal3 D-(+)-Carnitin als Ab-
fallprodukt resultiert und verworfen werden muf3 und dal® nur ein Maximum von 50 % des synthetisierten Pro-
duktes als L-(-)-Carnitin erhalten wird. Die therapeutische Verwendung von D,L-Carnitin ist nicht substituierbar,
weil D-(+)Carnitin nicht substituierbar ist, solange D-(+)-Carnitin nicht nur bezuglich der Oxidation von Fettsau-
ren ineffektiv ist, sondern ebenfalls als eine Substanz mehr kompetitiv ist, die die verschiedenen Transportsys-
teme und spezifischen Enzyme von L-(-)-Carnitin inhibiert (Life Sciences 28[191]2931-2938). Aus diesem
Grund wurden in den letzten Jahren Verfahren fur die stereospezifische Synthese von anfanglichen achiralen
Stufen entwickelt (zum Beispiel Tetrahedron [1992], Bd. 48, 319-324).

[0004] Alternativen fir die chemische Synthese von L-(-)-Carnitin sind mikrobiologische oder enzymatische
Prozesse. Auf diese Weise erweist es sich als moglich, die inverse Reaktion von L-(-)-Carnitindehydrogenase
(EC 1.1.1.108) zur Erzeugung von L-(-)-Carnitin von 3-Dihydrocarnitin (US-Patent 4 221 869) auszunutzen.
Weil es ein NADH-abangiges Enzym ist, muf} die Herstellung von Reduktionsaquivalenten garantiert werden.
3-Dihydrocarnitin ist dariber hinaus sehr instabil. Verschiedene Enterobacteriaceae-Stdmme sind in der Lage,
L-(-)-Carnitin in gamma-Butyrobetain Uber Crotonobetain unter anaeroben Bedingungen zu transformieren
(erteilte Patente DD 221 905, JP 6167 494, JP 61 234 794, JP 61 234 788). Die Metabolisierung von L-(-)-Car-
nitin in Crotonobetain ist reversibel und wird durch ein stereospezifisches Enzym katalysiert, L-(-)-Carnitinde-
hydratase (erteilte Patente DD 281 735, DD 281 919). Auf diese Weise kann Crotonobetain als achirale End-
verbindung fir die Synthese von L-(-)-Carnitin verwendet werden. Eine Anzahl von Proteus-Stammen kann
ebenfalls L-(-)-Carnitin von Crotonobetain unter aeroben Bedingungen bilden (US-Patent 5 300 430). Fur die
enzymatische Synthese von L-(-)-Carnitin aus dem Abfallprodukt D-(+)-Carnitin ist eine Racemase beschrie-
ben (erteiltes Patent DD 300 181). Eine dritte Moglichkeit besteht in dem Erhalt von L-(-)-Carnitin aus gam-
ma-Butyrobetain Uber die gamma-Butyrobetainhydroxylase (EC/1.14.11.1) (veréffentlichte Anmeldung DE
3123975). In den Patenten EP 158 194, EP 195 944 und JP 61199793 sind Verfahren beschrieben, die auf der
Herstellung von L-(-)-Carnitin von Crotonobetain oder gamma-Butyrobetain durch Kultivieren von ausgewahl-
ten Mikroorganismen auf einer Erganzungsquelle von C, beispielsweise Glycinbetain, in der Gegenwart von
Crotonobetain oder gamma-Butyrobetain basieren.

[0005] L-(-)-Carnitindehydratase (EC 4.2.1.89) katalysiert die reversible Transformation von Crotonobetain in
L-(-)-Carnitin nur in der Gegenwart eines niedermolekularen Faktors F, isoliert von Escherichia coli und ist bis-
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her nicht identifiziert (erteiltes Patent DD 281 735). Von der Immobilisierung einer L-(-)-Carnitindehydratase,
isoliert von der Enterobacteriaceae-Familie, wurde ein Verfahren fur die Synthese von L-(-)-Carnitin ohne Bil-
dung von Subprodukten entwickelt (DD 281 910). Der oben erwahnte niedermolekulare Faktor F ist gleicher-
malen fir die Racemisierung von D-(+)- in L-(-=)-Carnitin unverzichtbar. Die Reduktion von Crotonobetain in
gamma-Butyrobetain tritt ebenfalls nur in der Gegenwart dieses Faktors auf.

[0006] L-(-)-Carnitin (3-Hydroxy-4-trimethylaminobutyrat) ist eine allgegenwartig natirlich auftretende Ver-
bindung. Sie ist als Trager von Acyl-Gruppen fir den Transport von langkettigen Fettsduren entlang der inter-
nen mitochondrialen Membran von fundamentellem Interesse. Als Ergebnis der zentralen Rolle beim Metabo-
lismus von hdheren Organismen wird L-(=)-Carnitin bei der Therapie und Prophylaxe von Patienten mit ver-
schiedenen Herzerkrankungen ebenso wie bei der Behandlung von Patienten bei der Dialyse verwendet (ver-
gleiche: Pathology 17 [1985], 116-169). Die L-(-)-Carnitin-Erganzung ist bei der parenteralen Erndhrung von
Neugeborenen in der postnatalen Periode und ebenfalls bei Erwachsenen fur langere Perioden unverzichtbar
(Gurtler und Léster, Carnitin (1996], 21-30). L-(-)-Carnitin ist eine Didtergdnzung mit zunehmender Wichtigkeit.

[0007] Die mikrobiologischen Verfahren, die fur die Synthese von L-(-)-Carnitin verwendet werden, weisen
den Nachteil auf, dal die Mikroorganismen aufgrund ihrer sehr begrenzten Anzahl von ihrem Kulturmedium
schlecht getrennt werden kénnen und dall neue Nahrmedien kontinuierlich fur die Kultivierung verfligbar ge-
macht werden missen. Das Ergebnis ist, da® eine wesentliche Bemuhung fiir die Regenerierung des ver-
dampften L-(-)-Carnitin enthaltenen Kulturfluids erfolgen mul3. Bei der Synthese von L-(-)-Carnitin von Croto-
nobetain bei mikrobiologischen Systemen gibt es die Moglichkeit des Transformierens von Crotonobetain in
gamma-Butyrobetain uber die Crotonobetain-Reduktase als Reaktion, die mit der Synthesereaktion konkur-
riert.

[0008] Von keineswegs sekundarer Wichtigkeit ist das Problem der Verwendung von Mikroorganismen fiir die
Erzeugung von Substanzen fiir pharmazeutische Verwendung. Hin und wieder kommen die verwendeten Mi-
kroorganismen von pathogenen Stammen oder sind sehr technisiert und enthalten fremde Gene, was ein As-
pekt ist, dem die Aufsichtsbehdrden eine grolte Aufmerksamkeit widmen.

[0009] Das Verfahren fir die enzymatische Synthese L-(-)-Carnitin von Crotonobetain prasentiert den Nach-
teil, daf eine Lésung, erhalten von E. coli, die frei ist von Proteinen, durch immobilisierte L-(-)-Carnitindehyd-
ratase nicht nur Crotonobetain, sondern ebenfalls einen nicht identifizierten Faktor F enthalten mul, der fur die
Aktivierung des Enzyms essentiell ist. Einflisse, die den Faktor F stéren, der durch Komponenten der protein-
freien Losung erzeugt ist, kdnnen nicht ausgeschlossen werden. Die enzymatische Synthese von L-(-)-Carni-
tin kann nur in einem begrenzten Ausmalf optimiert werden, besonders angesichts der Tatsache, dak die Men-
ge des verwendeten Faktors F nicht exakt quantifiziert werden kann. Der gleiche Faktor F ist von fundamen-
teller Wichtigkeit fur die Racemisierung des beschriebenen D-(+)- in L-(-)-Carnitin in E. coli. Faktor F kann nicht
durch bekannte Coenzyme oder Cofaktoren von Enzymen ersetzt werden (Jung et al., Biochim. Biophys. Acta
1003 [1989] 270-276).

[0010] Die Ursache der erwahnten Nachteile besteht gemal unserer geringen Kenntnis in der Struktur des
Faktors F und seiner Rolle bei der Aktivierung des Apoenzyms von L-(-)-Carnitindehydratase. Keine anderen
Verbindungen sind bekannt, die die Aktivierung des Apoenzyms von L-(-)-Carnitindehydratase auf gleiche
Weise stimulieren konnten.

[0011] Der Zweck der hierin beschriebenen Erfindung liegt darin, die stereospezifische Synthese von
L-(-)-Carnitin von Crotonobetain in einem azellularen Medium enzymatisch méglich zu machen sowie die Ra-
cemisierung des Abfallproduktes D-(+)-Carnitin in L-(-)-Carnitin. Diese enzymatisch katalysierten Reaktionen
reprasentieren eine Alternative zu der reinen chemischen Synthese von L-(-)-Carnitin oder zur Verwendung
von mikrobiologischen Verfahren fir den Erhalt von L-(-)-Carnitin.

[0012] Der Zweck der Erfindung wird hier in der Realisierung der enzymatischen Synthese von L-(-)-Carnitin
von Crotonobetain mit Crotonobetainyl-Coenzym A und L-(-)-Carnitindehydratase ohne Bildung von Subpro-
dukten gesehen. Es ist ebenfalls méglich, die Transformation des physiologischen ineffektiven Abfallproduktes
D-(+)-Carnitin in L-(-)-Carnitin unter Anwendung des Systems der Racemisierung von Carnitin zusammen mit
Crotonobetainyl-Coenzym A zu realisieren.

[0013] Das Subjekt der Erfindung ist eine Coenzym A-Verbindung, die nachfolgend mit Crotonobeainyl-Co-

enzym A bezeichnet wird, die in der Lage ist, die L-(-)-Carnitindehydratase als Cofaktor auf solche Weise zu
aktivieren, daf} eine reversible Transformation von Crotonobetain in L-(—)-Carnitin stattfinden kann. Der Cofak-
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tor ist ebenfalls strikt fir die Racemisierung von D-(+)- in L-(-)-Carnitin ebenso wie fir die Transformation von
Crotonobetain in gamma-Butyrobetain notwendig. Das Subjekt der hierin beschriebenen Erfindung ist ein Ver-
fahren fiir die Synthese und Verwendung von Crotonobetainyl-Coenzym A ebenso wie das Coenzym selbst.

[0014] Die Verwendung von L-(-)-Carnitindehydratase in Kombination mit Crotonobetainyl-Coenzym A bietet
eine neue Moglichkeit der Synthese von L-(-)-Carnitin aus Crotonobetain. Von der gleichzeitigen Immobilisie-
rung von L-(-)-Carnitindehydratase und Crotonobetainyl-Coenzym A wird eine Alternative fur die industriellen
Verfahren, die bisher fir die Erzeugung von L-(-)-Carnitin bekannt sind, entwickelt. Gleichermaflen wird das
Racemisierungssystem zusammen mit Crotonobetainyl-Coenzym A als Verfahren zur Synthese von L-(-)-Car-
nitin von D-(+)-Carnitin verwendet.

[0015] Gemal der hierin beschriebenen Erfindung ist es méglich, L-(-)-Carnitin von Crotonobetain mit Hilfe
der L-(-)-Carnitindehydratase (EC 4.2.1.89) zu synthetisieren. Fur die Aktivierung des Apoenzyms von
L-(-)-Carnitindehydratase sind nur katalytische Mengen von Crotonobetainyl-Coenzym A notwendig.

[0016] Die Bedingung fiir die Synthese von Crotonobetainyl-Coenzym A ist, dafd Crotonobetain aktiviert wird.

[0017] Getrocknetes Crotonobetainhydrochlorid wird bevorzugt als Endprodukt verwendet. Das Crotonobeta-
inhydrochlorid wird mit Phosphortrichlorid bei 15 bis 70°C (bevorzugt 25°C) in einer Sauerstoffatmosphare re-
agiert. Das gebildete Crotonobetainylchlorid wird von weiteren Produkten und Endsubstanzen durch Einblasen
von Stickstoff getrennt.

[0018] Das somit erhaltene Crotonobetainylchlorid ist flir die Synthese von Crotonobetainyl-Coenzym A ge-
eignet. Coenzym A wird zunachst in einer Eismischung aus 1M Natriumbicarbonat bei pH 7,5 bis 9,5 (bevor-
zugt pH 8,5) suspendiert. Dazu wird eine definierte Menge an Crotonobetainylchlorid (bevorzugt im Uber-
schul) gegeben, wobei die pH-Werte unter Kontrolle gehalten werden. Nach 15 bis 30 Minuten ist die Reaktion
vollendet. Die Bildung von Crotonobetainyl-Coenzym A wird durch HPLC (Spherisorb, C,,-Saule) Gberprift und
schlieBlich einer weiteren Reinigungsstufe unterworfen (lonenaustauschchromatographie auf DOWEX 50).
Die Reinheit wird erneut durch HPLC (Spherisorb, C,,-Séule) Uberprift. Die physikochemischen Eigenschaften
wurden bei dem gewaschenen Produkt bestimmt (siehe folgende Tabelle).

Eigenschaft Crotonobetainyl-Coenzym A
Molare Masse 893,6
Maximale Absorption 208,0 und 260 nm
Molarer Extiktionskoeffizient 20,21 mmol~1l cm-1
(e250)
Wert von K, von L-(-)-Carnitin- 8-10-6

hydratase fiir Crotonobetainyl-

Coenzym A

pH-Stabilitéat gut flir eine Woche von pH 2 bis 10

stabil flir mehrere Wochen bei pH 5

Temperaturstabilitat bei -20°C, mehrere Wochen,

bei 0°C, eine Stunde

Loslichkeit gut in Wasser, sehr schlecht iﬁ'

organischen L&sungsmitteln

Andere Eigenschaften hygroskopisch

[0019] Fur den L-(-)-Carnitindehydratase-Aktivierungstest gemaf der Erfindung wird gereinigtes Crotonobe-
tainyl-Coenzym A (bevorzugt 1 bis 10 nmol) auf Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 7,5) zugefiihrt, das mit teil-
weise konzentrierter L-(-)-Carnitindehydratase (ohne daf® Faktor F irgendeine Aktivitat zeigt) und der zu me-
tabolisierenden Crotonobetain-Ldsung (1 M) versetzt und bei 37°C inkubiert wird.
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[0020] Das gebildete L-(—)-Carnitin wurde anschlielend mit einem optischen Test mit der Hilfe von Carniti-
nacetyltransferase (entsprechend BERGMEYER (1970)) untersucht. Ein ahnlicher Vorgang wurde bei dem
Racemisierungsreaktionstest angewandt, bei dem eine Lésung aus D-(+)-Carnitin (1 M) anstelle von Crotono-
betain zugegeben wurde. Das gebildete L-(-)-Carnitin kann exakt durch vorhergehendes Testen des Systems
mit bekannten Lésungen von L-(-)-Carnitin bestimmt werden.

[0021] Fur die Untersuchung der Aktivierung des enzymatischen Systems gemal} der hierin beschriebenen
Erfindung, das Crotonobetain in gamma-Butyrobetain transformiert, wird gereinigtes Crotonobetainyl-Coen-
zym A (bevorzugt 1 bis 10 nmol) auf einem gemaRigten Kaliumphosphatpuffer (bevorzugt 37°C) gefiihrt und
mit Stickstoff (50 mM, bei pH 7,8) geblubbert, und das enzymatische Crotonobetain-Reduktionssystem (ohne
dafd Faktor F irgendeine Aktivitat zeigt) wird ebenso wie Dithionit (bevorzugt 50 mM) und Benzyl-Viologen (be-
vorzugt 1 mM) zugegeben. Nach Zugabe der Crotonobetain-L6sung zum Metabolisieren (3,75 M) kann das
gebildete gamma-Butyrobetain unter Verwendung des optischen Tests auf Basis von oxidiertem Benzyl-Violo-
gen untersucht werden.

Beispiel 1

Bildung von L-(-)-Carnitin von Crotonobetain mit Hilfe von konzentrierter L-(—)-Carnitindehydratase und Croto-
nobetainyl-Coenzym A (CB-CoA) nach 10-min(tiger Inkubation bei 37°C auf Kaliumphosphatpuffer (10 mM,

pH 7,5).
L-Carnitin- CB-CoA Crotonobetain Carnitinsynthese
dehydratase (umol) (umol) (umol)
(Hg)
10 0,002 20 0,271
10 0,002 0 0
10 0 20 0
0 0,002 20 0
Beispiel 2

Bildung von L-(-)-Carnitin von D-(+)-Carnitin Gber das System der Racemisierung von Carnitin und Crotono-
betainyl-Coenzym A (CB-CoA) nach 10-minutiger Inkubation bei 37°C auf Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH

7,5).
Carnitin- CB-CoA D-(+)=-Carnitin L-(-)-Carnitin
Racemisierungs- (umol) (umol) (umol)
system
(Hg)

30 0,002 20 0,243

30 0,002 0 0

30 0 20 0

0 0,002 20 0

Patentanspriiche

1. Crotonobetainyl-Coenzym A, gekennzeichnet durch die folgenden Eigenschaften:

5/6




DE 699 24 026 T2 2006.02.09

a) Molare Masse 893,6

b) Maximale Absorption 208,0 und 260 nm

c) Molarer Extiktionskoeffizient 20,21 mmol~!l em-!
(£250)

d) Wert von K von L-(-)-Carnitin g-10-6

hydratase filir Crotonobetainyl-

Coenzym A

e) Temperaturstabilité&t bei -20°C, mehrere Wochen,

bei 0°C, eine Stunde

f) pH-Stabilit&t gut filir eine Woche von pH 2 bis 10

stabil fiir mehrere Wochen bei pH 5

g) Loslichkeit gut in Wasser, sehr schlecht in

organischen L&sungsmitteln

h) Andere Eigenschaften hygroskopisch

2. Verfahren zur Erzeugung von Crotonobetainyl-Coenzym A nach Anspruch 1 von Crotonobetainhydro-
chlorid und Coenzym A, dadurch gekennzeichnet, daf® Crotonobetainhydrochlorid mit Phosphortrichlorid rea-
giert wird, unter Erhalt von Crotonobetainylchlorid, das anschlieRend mit Coenzym A transformiert wird.

3. Verwendung von Crotonobetainyl-Coenzym A nach Anspruch 1 zur Aktivierung von L-(-)-Carnitindehy-
dratase, dadurch gekennzeichnet, dal} die beiden Verbindungen miteinander im Kontakt sind.

4. Verwendung von Crotonobetainyl-Coenzym A nach Anspruch 1 zur Erzeugung von L-(-)-Carnitin, da-
durch gekennzeichnet, dal® Crotonobetainyl-Coenzym A und L-(-)-Carnitindehydratase miteinander im Kon-
takt sind und dann Crotonobetain zugegeben wird.

5. Verwendung von Crotonobetainyl-Coenzym A nach Anspruch 1 zur Erzeugung von L-(-)-Carnitin, da-
durch gekennzeichnet, da® Crotonobetainyl-Coenzym A und das System der Racemisierung von Carnitin mit-
einander in Kontakt gebracht werden und dann D-(+)-Carnitin zugegeben wird.

6. Verwendung von Crotonobetainyl-Coenzym A nach Anspruch 1 zur Herstellung von gamma-Butyrobe-
tain, dadurch gekennzeichnet, dafy Crotonobetainyl-Coenzym A und das enzymatische Crotonobetain-Reduk-
tionssystem miteinander in Kontakt gebracht werden und Crotonobetain zugegeben wird.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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