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~ Zpusob stereoselektivni syntézy jedné chiral-
ni formy aminu obecného vzorce IA nebo IB,
kde R! a R? ptedstavuji alkyl nebo arylskupi-
ny, popiipadé¢ substituované enzymaticky ne-
inhibujici skupinou, pti¢emz R!se odlisuje od
R? strukturou nebo chiralitou, v mnozstvi
podstatné prevySujicim mnoZstvi druhé chi-
ralni formy, pr1 némz se keton obecného vzor-
ce R'-C/=0/-R?, kde R! a R? maji stejny vy-
znam jako u pfipravovaného aminu; uvadi do
styku s omega-amino-kyselina transamina-
zou v pfitomnosti aminodonoru pfinejmens$im
tak slouho, dokud se nevytvofi podstatné
mnoZstvi jednoho z uvedenych chiralnich

amint.
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Zpusob stereoselektivni syntézy jedné chirdlni formy aminu

~ Oblast techniky

Vynalez se tyka zplUsobu stereoselektivni syntézy
chirdlnich aminu.

Dosavadni stav techniky

v Nositelem biologické sktivity chemic- |
- kych sloulenin, Jako jsoﬁ faraaceutické produkty a‘produkty
apiikovatelné v zemédélstvi, které obsshuj{ centrum chira-
lity, Je Casto p¥evdZné jedna z moénjchaChirélnfch forem.
Vzhledem k tomu, 2e'ﬁét§ina chemickych syntéz neni ve své
podétaté sterebselekiivni,.Zpﬁsobuje tento Jjev véZny pro-
blém z hlediska chemické vyroby. V n¥kterém stupni vyrobdby,
bua.aibpo z{skén{ vyslednych chirdlnich slbuéenih,nebo po
pripraveni jejich chemickych prekursord se stejnym centrem
~chirality Je zepot¥ebi provddé&t obohaceni produktu wve pro-
sp&ch Jedné chirélni‘formy. AY ji%Z se zvoli pro obohacové-
ni kterykoliv stuﬁgﬁ:reakce, je tento postup svou vlastni
podstatou omezen tim, Ze se pfi n¥m miZe dosdhnout mexi-
mélniho teoretického vyt&Zku 50 % poZadovaného enantiomeru
(pokud neni k dispozici zplsob recyklovént ne%ddouciho
enentiomeru). _ A | |
' Mnohé z chirdlnfch sloufenin tohoto
_typu jsou aminy. Krom& toho, vzhledem k véestrannosti<je—
Jich reakc{ jsou dobrymi kéndidéty pro Sté&pen{ ne enantio-
mery, po ném% lze provést stereoselektivni konverzi na

w- = - -chirdlnf-slouZeniny. Chemické vyrobe chirdlnfch amind




neobsahuj{cich druhy enantiomer se aZ dosud spoléhéd zejmé-
na ne #t&pen{ smdsi dvou chirdlnich forem prost¥ednictvim
 vytvoreni dissteromerickych derivétd, Jako Jsou soli s chi-
rdln{ kyselinou, stereoselektivni syntetické postupy a
pouZit{ chirdlnich chromatografickych kolon (viz napiiklad
US patent &. 3 944 608 a EP A 36 265).

Nekteré strukturni typy emind Jje moZ-
no 3tépit na enantiomery enzymaticky. Jsou doble zﬂémy en-
zymatické reakce.zahrnujici ac~aminokyseliny a jejich po-
u%itf bylo navrZeno ppro stereospecifické preparace. Taek na-
pfikled v US patentu &. 3 871 958 je popséna enzymatické
priprava derivdtl c-sminokyseliny serinu kopulaci aldehydu
s glycinem v p¥ftomnosti theeoninaldolédzy odwozené od dru-
hu E. coli a p¥fbuznd syntézae seronilu za pouZitd ethanol-
aninu.

Pom&rnd mélo bylo publikovéno o enzy-
matickych reakcich sminokyselin, u nichZ aminoskupine neni
ve vicindéln{ poloze viZi skupin¥ karboxylové kyseliny.
Yonsha a dellf, Agric. Biol. Chem. 42, (12), 2363 - 2367
(1978) popisuji omega-aminokyselina: pyruvét transaminézu
Z druhu
torem. Tento enzym, ktery byl neddvno pied tim vyroben v
krystalické form¥ & charakterizovén (viz Yonsha a dels{,
Agric. Biol. Chem., 41 (9), 1701 - 1706 (1977)), m&l nizkou
substrdtovou specificitu pro omeges-amino kyseliny, Jjako Je

hypotaurin, 3-aminopropensulfonét, B-slenin, 4-sminobutyrét




'a'8—emin00ktanoétvevkatalyzoval transeminace mezi primar-

nfmi sminoalkany 8 pyruvétem.

Nekano s daldi, J. Biochem., 81,
1375 - 1381 (1977) identifikovali dv& omege-amino kyseli-
nové transemindzy v B. cereus: g-alanin trané%inézu, ktera
odpovidé Yonahové& omega-amino kyselina:pyravat transemindze
s -sminobutyrét transemindzu. Tyto dvé transeminézy je moZ-
no rozli3it na zék1lad& vyraznd odlidné gktivity vigi B-ale-

ninu (100 : 3) -sminobutyrdtu (43 : 100) a ns zdkladé Je-

jich odli¥nych poZadavkl na aminogkceptory.

Burnett = daléi, J. C. S. Chem. Comm.,
1979, 826 - 828, uvedli, Ze omega-edino kyselina:pyruvét
transmindza 8 -aminobutyrét tramsamindza vykazuji 0dli3né |
préference vigi dvime terminélnim atodﬁm vod{iku v tritiem

znateném -aminobutyritu.

| Tenizews & deldi, Biochen. 21, 1104 -
~ - 1108 (1982) zkoumali bakteriélni}L~1ysin- £-amiﬁotransfe-
rézu 8 L-ornithin-é‘-aminotransferézu a uvedli, Ze i kdyZ
jsou oba tyto enzymy specifické pro L-amino kyseliny, pu-
sob{ distéln¥ a se stejnou stereospecifitou Jeko -amino-
butyrét trensemindze studovand Burnettem a daldimi, viz
shora. V |

Yonshe a dal3f, Agric. Biol. Chea.,
- 47 (10), 2257 - 2265 (1983) dodate&n charakterizovali
omega-amino‘kysd.ina:pyruvét transamindzu a -aminobutyrét

trensemindzu -(EC. 2.6.1.186.a EC 2.6.1.19) & dokumentoveli




jejich distribuci v rldznych orgenismech.

VWaters a del¥i, FEMS Micro, Lett., 34
(1986) 279 - 282, ve zpravé& o uplném katabolismu B-alaninu
e B-aminoisobutyrédtu plsobenim Pwaseruginosa, uvedli, Ze prv- 7;
ni stupen zahrnuje transaminaci B-alanin:pyruvét sminotrans-

ferdzou.

Enzymatické metody Jjsou aZ doad pova-
Jovény za metody pro d&leni sm&sf chirdlnich aminy, které
nejsou aminokyselinami, jeko nap¥iklad 2-aminobutanolu.
VitZina z tdchto metod zahrnuje derivatizaci, zejména ami-.
noskupiny a vyuziti této chrénéné skupiny nebo jiné skupiny
v molekule pro vlastni separaci. Tek nap¥ikled v EP-A 222561
je popsén postup, pFi némZ se racemicky 2-gminobutanol pfe-
“vede na N-karbémoylderivét, ktery se pak uvede do styku s
elkylalkanodtem v pff{tomnosti enzymu lipdzy. Esterifikace
volné hydroxyskupiny je zfejmé&€ omezena na S-enantiomer
N-karbamoylderivétu, ktery se potom hydrolyzuje. Tento po-
stup je semoziPejm& omezen na aminy, nesouci esterifikova-
telnou hydroxyskupinu a krom¥& toho specificky vyZaduje

predchozi chrén¥ni eminoskupiny vytw ¥enim karbamoyif

pfi enzymatické reakci.

EP-A 239 122 popisuje podobny postup
aplikovatelny ne Sir3f tiidu 2-amino-l-alkanold.




Japonské publikace Kokai JP 55 138 389

popisuje piipravu viciélnich amlnoalkoholﬁ tak, Ze se na
elkyl- nebo aralkyl substituovany ethylenimin pisobi{ mikro-

organismy rodu Bacillus, Proteus, Erwinisa nebo Klebsiella.

Japonské patentovéd publikace Kokai
JP 58-198 296 uvdéd{ postup, pri n&mZ se 4,1 N-acyl-2-amino-
butanol podrobf pisobeni aminoacylézy odvozené od rﬁinych
druhd ASperiglllus, Penicillium a Streptomyces, které hydro-

lyzuje pouze d-N-acyl- -2-sminobutanol.

Japonské patentové publikace Kokai
JP 59-39 294 pépisuje zplisob Ztépeni racemického 2-anino-
butanolu tak, Ze se tato 1étke pPevede na N-acetylderivét,
na ktery se pusobi Micrécoccus acylézou za vzniku l-2-ami-
nobutanolu e g-N-acetyi-2-aminobutanolu, pfilenZ d-N-ace-
tyl-2-aminobutenol se chemicky hydrolyzuje ne d-2-aminobu-

tanol.

Japonské patentovd publikace Kokai
JP 63-237796 popisuje zplsob, p¥i ndmZ se R,S-l-methyl-3-
~-fenylpropylemin Zpracovévéﬁzerobnich podminek kultivaci
specifickych mikréorganismﬁ. Pritom se pfednostné metabo-
.lizﬁje S-forma. Nejvy3&ich vyt¥ikd a optické Cistoty se
dosahuje ze pouZitd kvasinek druhu Cendida humicola_a
Trichdsporon melibiosaceum. Neuvéd{ se zde enzymaticks
poveha metabolismu Ssforamy, k ni% dochdzi v t&chto eserob-

nich kulturéch, nap¥ikled oxiddze, dehydrogendza, amonisk
lyséza etd. heni” uredend.




V sbstrektu japonské patentové publl-‘
kace Kokai JP 63 273486 je zvereanéna mikrobiélni syntéza
1-(4-methoxyfenyl)-2-aminopropanu s R-konfiguraci na jednom
ze dvou chirdlnfch center z 1l-(4-methoxyfenyl)-2-propeanu

za pouZit{ Sarcina lutea.

Podstata vyndlezu

V nejsir$im smyslu zahrnuje vyndlez pouziti omega-
aminokyselina transamindzy v pritomnosti aminodonoru pro
stereoselektivni syntézu chirdlnich amini, v nichZ je
aminoskupina vadzéna k netermindlnimu chirdlné substituo-
vanému atomu uhliku. Vyndlez je tedy zaloZen na objevu, Ze
omega-aminokyselina transamindzy pusobi stereoselektivné na
aminoskupiny, které nejsou v poloze omega a Ze tohoto
pusobeni je moZno pouZit pro stereoselektivni syntézu

chirdlniho aminu v pouze jedné konfiguraci.

Pod pojmem omega-aminokyselina transaminazy se
rozuméji jakékoliv enzymy, které jsou schopné prevadet
termindlni skupinu vzorce -CH,-NH, omega-aminokyseliny na
skupinu vzorce -CH=0 a naopak. o

Enzymatickou rovnovaZnou reakci, které se vyuziva
pri zpusobu podle vyndlezu, je moZno zndzornit takto:

0 omega-aminokyselina NH
T » transaindza | 2
R*~C-R” + amino- : R )
> aaino
Qonor £ Rl_c -Rz + akceptor
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kde

kazdy ze symbolu
r! a R? jednotlivé predstavuje alkyl- nebo arylskupinu
' popripadé substituovanou jednou nebo vice enzy-
maticky neinhibujicimi skupinami a Rl se 1isi od RZ?
‘bud strukturou,nebo chiralitou nebo

Rl a R? dohromady predstavuji uhlovodikovy reté&zec se 4
nebo vice atomy uhliku obsahujici centrum

chirality.

Pod oznadenim "aminodonor" se rozuméji ruzné amino-

.- slouéeniny podrobnéji charakterizované dale, které jsou

schopny poskytnout aminoskupinu zndzornénému ketonu, ¢imZ se
Zz nich stanou karbonylové sloudeniny, pUsobenim omega-amino-

kyselina transaminazy.

Pod vyrazem "aminoakceptor" se v tomto popisu
rozuméji rtzné karbonylové slouceniny podrobnéji charakteri-
zované dale, které jsou schopny prijmout aminoskupinu ze
znazornéného aminu rovnéZ plusobenim stejné omega-aminokyse-

lina transaminazy. -

) Pro enzymatické reakce zndzornéné vyse je charakte-
ristické predeviim to, Ze aminoskupina v ziskaném primdrnim
aminu neni v termindlni (omega) poloze a Ze se nemusi jednat
o aminokyselinu.

Predmétem vyndlezu je zpisob stereoselektivni syn-

tézy jedné chiralni formy aminu obecného vzorce IA nebo IB

A, TR




NH,, NH,
. o 1
ﬁ H

(IA) (IB)
kde

R a R? predstavuji alkyl nebo arylskupiny, popripadé
’ substituované enzymaticky neinhibujici skupinou,
pricemz Rl se odlisuje od R? strukturou nebo

chiralitou,

v mnoistvi podstatné prevysujicim mnoZstvi druhé chiralni
formy, jehoZ podstata spo¢iva v tom , Ze se keton
obecného vzorce I1

o

Rl- ¢ - R? (II)

kde R1 a R2'maji stejny vyznam ﬁako u pripravovaného aminu;
uvadi do styku s omega-aminokyselina transaminazou

v pritomnosti aminodonoru prinejmen$im tak dlouho, dokud se
nevytvori podstatné mnoZstvi jednoho z uvedenych chirdlnich
aminu.

Vyndlez je zaloZen na objevu, Ze omega-aminokyse-

lina transaminaza prevadi keton, ktery neni chiraini {pfi-
nejmensim s ohledem na karbonylovy atom uhliku) v podstaté
na pouze jedinou chirdlni formu aminu.




Pod pojmem "enentiomerické obohaco-
~véni" se zde rozumi zvySovéni mno¥stvi. jednoho .enantiome~-_.
ru vzhledem k mnoZstvi druhého enantiomeru. P¥i enantiome-
rickém obohacovéni mi%e dochédzet 1) k poklesu mno¥stvi Jjed-
né chirélni formy ve srovnéni s druhou, 2) ke zvydend
mnoZstvi jedné‘chirélni forhy ve srovnéni s druhou nebo

3) k poklesu mnoZstvi jedné chirdlnf foray s ke zvyZeni
mno¥stvi druhé chirélnf formy. U¥elnym pojmem prb vyjédre-
n{ enentiomerického obohaceni je pgém nedbytku enantiomeru

(ee), ktery Jje definovén rovnic{




kde
El pPedstavuje mnoZstvi prvni chirdlni formy eminu a
E2 predstavuje mnoZstvi druhé chirdln{ formy stej-

ného aminu.

Je-1l1 tedy poééteéni pom¥r obou chi-
rdlnich forem 50 : 50 a doséhne se enantiohérického oboha-
cent poskytujfciho vysledny pom&r 50 : 30, Je hodnota nad-
bytku ehantiomeru ce vzhledem k prvn{ chiréln{ form& 25 %,
zatimco kdy%? se dosghne vysledného pomé&ru enantiomerd 70 : 30
je hodnota ee vzhledem k prvni chiréln{ form& 40 %. Za po-
ufit{ zpisobu podle tohoto vynélezu se obvykle mdZe do-
séhnout hodnot ee 90 % nebo vy33ich.

Pod vyrazem "podstatné vy33i", jek se
ho pou¥ivé v tomto popisu v souvislosti s vyjédfenim mnoZ-
stvi jJedné chirdlni formy aminu vzhledem k mno¥stvi druhé
chirdln{ formy éminu pri stereoselektivni syntéze tohoto
eminu, se rozumi mnoéstvi vyjédfené pomérem'obou chirdlnich
forem slespon esi 3 : 1, co% odpovidéd hcdnoté& ee alespoﬁ

asi 50 %.

Chirdln{ sminy obecného vzorce IA a
IB pifipravené - zplsobem podle vynélezu, majf n&kolik

strukturnich omezeni{. Za prvé, aminoskubina v nich obsaZend

~
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_je primérni, ele mus{ byt vézéna k sgkun@érqimuwaquu
uhliku, tj. k atomu uhlfku nesoucimu Jjeden atom vodiku

a dva substituenty, které jsou odliZné od vodiku (R1 a Rz).
Zs druné, R1 a R® se sicé vol{ ze struktur.stejného typu,
ele tyto skupiny musi doddvat molekule chiralitu, tJ. R1
se nutn& mus{ 1i38it od R2 ve struktuFfe nebo chirglité nebo
Hl a R2 museji dohromady predstavovat chirdln{ skupinu.

Pokud jsou KT

a R2 nezdvislé skupiny, Jjednd se obvykle o
alkyl-, araikjl- nebo arylskupiny, p¥ednostn® alkylskupi-~
ny s primym nebo-rozvﬁtvenym Yet¥zcem obsshujfcim 1 e 6
atomd uhliku, feﬁylalkylskupiny s pf{mym nebo rozvétvenym
Yet&zcem obsehujicim 7 a% 12 atomd uhliku nebb o fenyl ne-
bo naftylskupinu. Jeko priklaedy tachto skupin je moZno
uvést methyl-, ethyl-, n-propyl-, isopropyl-, n-butyl-,
isobutyl-, sek.butyl-, fenyl-, benzyl-, fenethyl-, l1-fa-
nethyl-, 2-fenylp?opylskupinu, atd. KromZ toho, pon&vadZ
enzymatické reekce podle vynédlezu zasshuje znézofnénou emi-
noskupinu a pfilehly atom uhlfku, miZe byt keidd ze skupin
R a R? poprfpad¥ substituovéna jednou nebo vice skupinemi,
. za predpokladu, Ze se nejednd o skupiny inhibujic{ enzymy,
ij. Skupiny, které by vyznamn&ji ovlivnovaly d&inek trans-
“amindzy nebo s nim sout&Zily, kdyZ se chirdlnich enind ne-
bo ketohﬁ,'které tyto skupiny neéou, poﬁiivé v préktickych
koﬁcentracich. To se mi%e snadno urlit jednoduchou zkou3kou

inhibice. Kdy% se zjist{ inhibice, miZe se Easto minimali-
zovat provédénﬂﬁ;;akce pfi nizkych koncentracich reakéniho

- &inidla. Jaxo-typické substituenty, na n&% se v3ek navrho-
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vené reseni neomezuje, je moino uvést halogeny, jeko Je
chlor, fluor, brom a jod, hydroxy-, ni%&i alkyl-, niz3id
alkoxy-, ni?3i alkylthio-, cykloalkyl-, karbemoylskupina,
nono- & di-(niz&falkyl)substituované karbamoylskupina,
trifluormethyl—-, fenyl-, nitro-, eminoskupinas, 2 di-(niZ-
gflalkyl)substituované aminoskupina, alkylsulfonyl-, eryl-

" s@lfonyl-, alkylkerboxemido-, arylkarboxamidoskupina, atd.

Jeko typické skupiny ve vyznamu R &
R2 dohromedy, je moZno uvést methylbuten-1,4-diyl-, pentan-
-1,4-diyl-, hexan-1,4-diyl-, hexan-1,5-diyl- a 2-methyl-
penten-1,5-diylskupinu.

Jeko neomezujfci priklady fypickych
amind, které jéou vhodné pro zpisob podle vynélezu, Jje
mo¥no uvést 2-aminobutan, 2-smino-l-butenol, l-amino-1-
~-fenylethan, 1-amino-1l-(2-methoxy-5-fluorfenyl)ethan, l-
.~gmino-l-fenylpropan, 1-amino-1-(4-hydroxyfenyl)propen,
1-amino—1-(4-bromfeny1)pr0pan, 1-smino-1-(4-nitrofenyl)-
propan, l-fenyl-2-aminopropean, 1-(3-trifluormethylfenyl)-
-2-gminopropan, 2-aminopropanol, l-amino-l-fenylbutan,
1-fenyl-2-aminobuten, 1-(2,5-dimethoxy-4-methy1feny1)—2—
-aminobutan, 1l-fenyl-3-aminobutan, 1-(4—hydroxyfeny1)=3=
-aminobutan, l-amino-2-methylcyklopentan, l-amino—}-méthyl-
cyklopentan, l-amino-2-methylcyklohexan & l1-emino-1-(2-
-naftyl)ethan.




Jako priklad zplUsobu podle vynadlezu je moZno uvést
postup, pri némZ se na acetofenon pasobi transamindzou za
pfitomnosti aminodonoru za vzniku S-1-amino-l1-fenylethanu,

- .. ktery neobsahuje“R-leamino—l—fenylethan,mnebO,kte£Y ho

obsahuje jen ve velmi malém mnoZstvi.

Aminoekéeptory jsou ketokarboxylové
kyseliny, alkanony nebo létky, z nichZ se tyto slouéeniny
‘vytvéﬁalin situ. Jako typické prikledy ketokarboxylovych
kysélin je moZno uvést a-ketokarbpxylové kyseliny, Jako
Je kyselina glyoxalovéd, kyselina pyrohroznovd, kyselina
oxeloctovéd apod. a jejich soli. Typickym alkenonem Je

butan-2-on.

Pou¥ivat je moZno teké jinych létek,
které lze prevdd¥t na eminoskceptory Jinymi postupy za
pouZitd enzymﬁ nebo celych bun&k. Jako piikledy létek,




které je mo¥no konvertovat na tyto aminoekceptory, Jje moZ-
no uvést kyselinu fumarovou (kterd rychle prechézi in situ
na kyselinu oxalooctovou), glukozu (které se konvertuje ne

pyruyét), laktdt, kyselinu maleinovou atd.

Aminodonory Jsou aminy zahrnujict
nechirdln{ sminokyselinu glycih a chirdln{ eminokyseliny
majic{ S-konfiguraci, jako je L-alenin nebo kyselina L~
-aspartové. MiZe se také pouZit amind, jek chirdlnfch tak
nechirélnich; které nejsou sminokyselinsmi, Jako S-2 smi-~

nobutanu, propyleminu, benzyleminu, atd.

. Omega-aminokyselina transminézy, ufi-
tedné pri zpusobech podle vynélezu, Jsou znémé enzymy zé-
vislé na pyridoxelfosfétu, které Jjsou p¥{tomny v riznych
mikroorgaenismech, jako je Pseudomonsas, Escherichia, Ba-
cillus, Seccharomyces, Hansenuls, Cendida, Streptomyces,

’ Aspergillus a Neurospora. Dv& omega-iminokyselina irans-—
amindzy, které jsou obzvld3td uZite¥né p¥i zpisobech podle
vynélezu, EC 2.6.1.18 a EC 2.6.1.19, byly p¥ipraveny v
krystalickém stevu & charakterizovény Yonshoy @ daléimi,
viz Agric. Biol. Chem., 47 (10), 2257 - 2265 (1983).

Mikroorganismy, které maji poZzadova-
nou ektivitu, Jje moZno snadno izolovat-pomoci chemoste-
tové kultury, t3j. kultivaéi v konstantnim, ale omezeném

chemickém prostifedf s eminoskceptorem a s amninen, jako.
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jedinym zdrojem dusiku. Amlnem miZe byt, ele nemusi éhi-
réln{ smin, pon&vadi v normélnim prostifed{ omega- -smino-
kyselinsa trensemindzy metabolizuji primérn{ eminy. Z ne-
chirdlnich emind, kterych bylo s dsp&chem pouZito ﬁro
| tvorbu omega-sminokyselina transmindz, je moZno uvést
n-oktylemin, cyklohexylemin, 1, 4-butendiemin, 1l,6-hexen-
‘diemin, 6- aminohexanovou kyselinu, 4- aninom#selnou kyse-
linu, tyramin a benzylamin. Bsp&3n¥ bylo pouZito i chi-
rélnfch asmind, Jeko 2-aminobutanu, a-fenethyleminu a 2~
-amino-4-fenylbutanu, stejn& tak Jjeko aminokyselin, Jeko

je L-lysin, L-ornithin, B-alenin a taurin.

Takovymi postupy se kultura obohatd
o mikroorganismy produkujict po¥adované omega—amlnokyse-
1ine trensemindézy. Tek nep¥ikled jednd tekové chemostato-
vé kultivace za pou¥itf néh@dnych vzorkd pidy, které nemé-
1y %édnou zvlé3tni historii, pokud se tyle expozici anindm,
byla provédéna po dobu p¥ibliZn& jednoho m¥sice. Jeko do-
min}@ﬁ& mikroorganismus byl potom nezdvisle identifikovén
v Americen Type Culture Collection Bacillus megaterium,
ktery se podstatn& neodliBovel od zndmych kmenld a byl Jjim
podobny, pokud se ty&e fenotypu.

. Takto izolovené orgenismy se mohou
" nechat rﬁstvrﬁznymi zpisoby. Prednd se mi%e pou?it sten-
derdnfho solného media dopln&ného fosfétovym pufrem, octé-
nem sodnym, Jjako zdrojem uhl{ku, 2-ketogluiarétem, Jeko




eminoskceptorem a slouleninou obsehujfc{i dusik, Jako Je
n-propylamin, n-oktylemin, 2-aminobutan, 2-aminohepten,
cyklohexylamin, 1,6-hexandijamin putrescin, 6-sminohexenové
kyselina, 4-sminomédselnsg kyselina, L-lysin, L-ornithin,
B-alenin, a-fenethylamin, l-fenyl-3-aminobuten, benzylemin,

tyremin, taurin, atd.

Alternativng se mi¥e mikroorganismus
nechat rist za pou?it{ eminu, Jeko jedd@iného zdroje uhliku,
&imZ se rist omez{ na ty organismy, které jsou schopny

pro z{skdéni uhliku katabolizovat amin.

Za t¥eti, mikroorgenismus se miZe
nechat rist v prost¥edi obsahujicim jantaran sodny, octan
sodny nebo jakjkoliv jiny zdroj uhlf{ku a amonnou sil nebo
proteinovy hydrolyzdt, Jeko hlavni zdroj dusfiku, k némZ se
potom p¥idé, bud na zadétku rﬁstu,nebo v jeho pribé&hu,
aﬁin, jako 2-sminobuten, 1-fenyl-3-aminobufan, a-fenethyl-
amin, etd;, pro indukci produkce poZadované transaminézo-

vé skiivity.
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pouziti izolovanych, ale nerostoucich bunék, nebo tak, Ze se
keton uvede do styku s rozpustnym omega-aminokyselina
transaminazovym pripravkem.

Omega-aminokyselina transaminéza

mi%e byt ve volné form¥, bud jako extrakt neobsahujici
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“bufiky, nebo p¥ipravek obsehujict celé bunky, 9veden§ shora,

nebo ve form& immobilizowené na vhodnéam nosidi ¢i matrici,

Jjako Je zesilovang dextran nebo sgaroza, .oxid kfemility,
polyamid nebo celuloza. MdZe byt také zapouzdfena v poly-
‘ekrylamidu, slgindtech, vldknech apod. Zplsoby ionmobiliza-
ce jsou popsény V literatufe (viz napxlklad Mathods of

‘Enzymology, 44, 1976). Metodédm ze pouZit{ jmmibilizovaného

enzymu se dévé prednost, pén&vad? po immobilizaci enzymu

staéi jiz jen pres tento enzym vést aminodonor a keton, aby
doslo k pozadované syntéze a odvadet vytvoreny chirdlni amin

zpusobem popsanym shora.

I kdyZ to neni nezbytn& nutné, je Cas-
to vyhodé zvy¥ovat rychlost konverze’pfidavkem zdroje py-
ridoxaminu, jako pyridoxalfosfétu k reakni smési.

Pou¥ité postupy a materidly jsou déle
jlustrovény typickymi p¥iklady. | |

Aktivite enzymu: Aktivita enzymu se
vyjadfuje v jednotkéch/mg. Jednotka ektivity enzymu- je de-
finovédna Jjako aktivita, které‘je schopna vyprodukovat l/umol
ketonu zae minutu. Za Ulelem dosaZeni jednotnosti se sktivi-
ta m¥r{, JjekoZto polet /umoi 1-fény1butan-3-opu vyrobénjch
z R,S-l-fenyl-B-aminobutanu.'Pro méfeni'hodnot aktivity
omega-aminokyselinea trensamindz uvedenych v nésledujicich
pr¥ikladech se pouiivé nésledujiciho standardizovaného

testu.




Znémy objem zkoueného enzymatiqkého
pripravku se inkubuje p¥i 37 °c = pH 7 v roztoku nésledu-
jictho sloZeni:

pyruvét sodny 100 mM
R,S-1-fenyl-3-aminobuten 30 mM

pyridoxalfosfét 0,5 mM

Odebere se vzorek a pridé se k n&mu
v mno¥stvi 20 % jeho objemu 12% vodné kyselina trichlor-
octové. VysréZeny protein se odd&l{ odst¥ed¥nim a koncen-
trace l-fenylbutan-3-onu v supernatantu se stanoyi kapali-
novou chromatografif na 100 x 8 mm 4/um Novopek fényl sloup-
ci. Eluce se provéd{ 4@? isopropanolu a 0,09 % kyseliny
fosforetné ve vodd. Za t&chto podminek se 1-fenylbuten-3-

-on eluuje za 5,3 minuty.

Gistota amind: Cistota vyrobenych
. amind se stanovuje plynovou chromstografii na 1,83 x 2 mm
chrom Q sloupci 10 % SE-30 na nosi&i 100/120 mesh (125 eZ
150/um) p¥i 210 Oc pri prutoku npsného plynu 10 ml/min.

Stanovend enantiomerického-obohaceni:

Hodnota ee daného produktu se stanovi reskci s (-) a-(tri-
. fluormethylfenyl)methoxyacetylchloridem (viz Gel, J. Phearm.
Sci., 66, 169 (1977) e Mosher e del¥f, J. Org. Chem., 34,
25430 (1969) nésledovanou kapilérni .plynovou chromatogra-
£i{ derivaetizoveného produktu na kolon¥ Chrompack z tavené-

ho kremene.




‘ Standerdni solné medium: Vhodné solné medium pro mikro-'

bidlni trensformace popsané v nésledujicich piffkladech mé

toto sloZen{:

MgS0 , 1,00 g/1
CaCl, 0,021 g/1
ZnS0,, . TH,0 0,20mg/1
| MnSO , + 4H,0 0,10 mg/1
H,BO, 0,02 mg/1
CuS0, »5H,0 | 0,10 mg/1
CoCl,.6H,0 "~ 0,05 mg/1
NiC1,.6H,0 - 0,01 mg/1
FeSO, 1,50 mg/1
NaMoO4 - 2,00 mg/1
Fe EDTA 5,00 mg/1
KH,PO, ' 20,00 mM _
NeOH do pH 7 |

SloZenf{ solného media nemd rozhoduji-
c{ dileZitost, asle bylo standardisovéno, aby bylo elimino-

B véno JjakoZto prom&nné hodnota.

Mikroorgenismy: Kultury byly bud 2iskéhy z oznalené sbir-
ky,hebo byly izolovény popsanym zpisobem a potom nezévisle
Iidentifikovény.

Obohacevén{ mikroorganismd produkujicfch omega-aminokzselina

transemindzu: Ve standardnim solném mediu se udrZuje chemostat




s 5 g/1 R,S-2-sminobutanu & 10 mM 2-ketoglutardtu p¥i
rychIosti red&ni 0,03/h. Chemostat se naodkuje a udriuje

v provozu asi 1 m&sic p¥i 37 °C a pH 6,8 aZ 7,0. Kmeny,
které se vyvinou se izoluji a nechaji rist nes ninimdlnim
agaru obsshujicim solné medium.dOplnéné 10 mM 2;ketogluta-

rétu a 5 mM R,S-1-fenyl-3-aminobutenu.

Izolace enzymu: Pokud nenf uvedeno Jineak, bunky z kultury

se 10 minut odstredujf p¥i 10 000 B, resuspenduji se v

10 mM fosfétovém pufru o pH 7 =a 6,5 mM pyridoxal fosfétu

a rozdrt{ se dv&ma prichody chlazenym francouzskym'lisem

pracujfcim p¥i 103 MPa. Rozdrcené bunky se odd¥li jedno-

hodinovym odst¥edovédnim p¥i 10'00g@‘a supernatent ‘obsahu-

Jied ehzym se uschové.

V¥ynélez ge bliZe osv¥tlen v nésledu-
jicfch prikledech provedeni. P¥iklady maji vyhradn& ilus-
trativn{ charakter a rozsah vynéleiu v 24dném ohkdu neome-
zuji. Pro rOZSah vynédlezu Jje urujici jen definice pfedm&-

tu vynédlezu.

Pr{klad 1-

Rist mikroorgenismd produkujicifch
omega-aninokyselina transamindzu za pouiiti_aminodonoru
jeko jediného zdroje dusiku Je ilustrovén nésledujicim
pfikladem.




Bacillus megaterium se neché rﬁst

ve 3 litrové t¥epaci léhvi (oté¥ky 200 min~ ) po dobu
17 hodin p¥i 30 °C ze pousiti 1 litru shora uvedeného
solného roztoku, 60 mM octanu sodného, 30 mM fosfdtového
pufru, 30 mM 2_Ketoglutarétu dvojsodného a 100 mM n-pro-
pyleminu, jekc zdroje Qusiku. KdyZ kultura doséhne hus-
toty 0,6 g sudiny na litr bunky se odd&l{ a shora uvede-
nym zpisobem se z nich izoluje enzym. Specifické aktivita
omega-aminokyselina transamindzy, které se takto ziskd

je vy33{ ne% 0,49 jednotky/mg.

Kmen Bacillus megaterium pouZity v
predchozim postupu byl z1skén ze vzorkl pidy s ¥édnou zvlést-
n{ historif, pokud se tyZe expozici eminim, neodkovénim ’
chemostatu popsaného shora = jzolac{ dominantnfch orgenis-

md (t¥h, které Jsou schopny rdstu na R,S-1-fenyl-3-amino-
butanu). Kmen byl nezévisle identifikovéan v Ameriqan Type
Culture Collection jako Bacillus megaterium, ktery se vy-
znemné nelid{ od znémého kmene ATICC &. 14581 a ktery Je
fenotypov& podobny ATCC 49097B.

Priklad 2

V tomto p¥fkladu je ilustrovén rist
‘mikroorganismd produkujicich omega-aminokyselina trens-
% amindzu za pouZiti aminodonoru, Jeko Jjediného zdro#je

Uhl iku .




Pseudomonas aeruginosse ATCC 15692 se
neché rdst na f-aleninu, JakoZto jediném zdroji uhliku,
zpisobem, ktery popsall Way a dels{ ve FEMS Micro. Lett.,
34, 279 (1986). Bun&&né extrakty obsshujici omega-atkino-
'kyselina trensemingézu se ziskaj{ shora popsanym zpisobem.
Pri zkou¥eni provédé&ném’ shora popsenym zplisobem se zjist{,
Ze specifické sktivita omega-sminokyseline transemindzy Je
0,040 jednotky/mg.

PY¥{klad 3

Pseudomonas putida ATCC 39213 se kul-
tivuje zpisobem popsenym V prikledu 1 a podle tohoto pri-
kladu se postupuje 1 pfi z{skdvén{ extraktu z bun¥k. Spe-
cifickd sktivite omega-aminokyselina transemindzy je
0,045 jednotky/mg.

Pri1klad ¢4

V tomto p¥Ffkladu Je demonstrovéna

Enzymové extrakty z Pseudomonas pu-
-tida, Bacillus megaterium a Pseudomonas geruginosa ziska-
né shora uvedenym zplsobem se zkouSegjf pfi pH 9 ¥ 50 mM
tris/HC1 za pouZit{ 30 oM R,S--1-fenyl-3-aminobutanu bud
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v pfitomnostilnebo v nepf{tomnosti 100 mhl pyruvétu sodného.

Dosdhne se nésledujfcich relativnich rychlosti premény.

relativni rychlost premé&ny

P. putida B. megaterium P. aeruginosa

v pritomnosti

pyruvatu 100 100 100

v nepf{tomnosti
pyruvétu 0 0 0

Transamindzové povahe enzymatického
Y&inku je zPtejmé 2 pisobent "sebevrazednych inektivétora",
o nich? je znémo, Ze Jsou pro transamindzy specifické
(viz nepr{kled Burnett a dal3i, J. Bio. Chem. 22, 428
a% 432, 1980). Inaktivdtor (0,5 mM) se predbd%n¥ inkubuje
se zkuSebnim mediem pTed pridénim R,S-l—feny1-3-aminobu—

tanu.

relativn{ rychlost pfem&ny
Inektivétor P.putide B.megaterium P.eeruginose
24dny : 100 100 100
gabskulin _ 0 13 0

hydroxylamin 3 10 0
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Sterecselektivite omega-amino kyse-
1ina trensamindzy je zfejmd 2z vysledkd ndsledujici 2koud-
xy za pouZiti 15 mM R-1-fenyl-3~-eminobutenu (s pyruvétem).

relativni rychlost piemé&ny

P.putida B.megaterium P.aeruginose

" R,S-1-fenyl-3-
aminobuten ‘ ' 100 100 - 100

R-1-fenyl-3-aminobutan 3 15 ' 4

P¥{klad 5

V tomto p¥fkladu Jje {lustrovén rist
mikroorgenismi ze pou¥it{ semonia, Jako jediného zdroje
dusfku, prilemZ se {ndukce produkce omega-aminokyselina

" transesmindzy provede pfidavkem aminu.

. Bacillus megaterium se nechd rist v
1 1itrovych kulturéch ve standerdnfim solném mediu doplné-
ném 40 mM zdroje uhlfiku, uvedeného V ndsledujici tabulce,

oM fosfétového pufru a 2 mM

o

5 mM chloridu smonného, 8
aminu, Jako indukiniho &inidle, uvedeného V nésledujici
tebulce. Po P8 40 hodinéch se enzym jzoluje @& zhoud{

shora popsenym zpisobem.
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specifické sktivita (jednotky/mg)

zdroj uhliku sukcindt acetdt glukondt glukosa

R,S-1-fenyl-1l-

aminoethan 0,27 0,39 n.t. n.t.
R-1-fenyl-1-
aminoethan 0,27 0,36 n.t. n.t.

R,S-1-fenyl-3-
aminobuten 0,28 0,33 0,26 0,62

R-1-fenyl-3-

sminobutan | 0,21 0,26 n.t. n.t.
R,S-2-aminobutan 0,13 0,14 n.t. nete
R-2-aminobutan - 0,06 0,13 n.t. n.t.
“tyramin Nete 0,24 n.t. n.t.

n.t. = nezkouseno

P¥iklad 6

V nésledujfcim p¥fkledu Je ilustrovén
rist mikroorgenismd za pouZitf zdroJe bohatého ne proteiny
a nésledujfci indukce produkce omega-sminokyseline trans-

enindzy pridavkem aminu.

Bacillus megaterium se neché rist ve
121 litrovém fermentoru pifi pH 7 a teplot& 30 Oc a shora
uvedeném Solném mediu doplnénéh 10 g/l casamino kyselin.
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Obsah fermentoru se miché a provzduéﬁuje. Ke smé&si se
postupn& pfidé octan sodny a¥ do vysledné koncentrace

120 mM. V tomto okemZiku je hustota bunék 3 g sudiny na.

1 1litr. 1-fenyl-3-aminobuten se pridéavéd eZ do celkové kon-
centrace 10 mM. Po 12 hodindch se enzym odd&l{ a zkou3i
shora popsanym zplsobem. Jeho specifické akfivita je 0,49

"Jednotek/mg. Priklad 7

Tento priklad ilustruje typickou syntézu chiradlniho
aminu. '
Zpisobem popsanym v pPikladu 1 se
z Bacillus megaterium vyrobi rozpustny enzymaticky pfi—
pravek. Jeho specifické ektivita stenovend snora uvede-
nyn zpisobem je 0,58 Jednotky/mg. Ke 200 ml vodného roz-
toku 350 mg tohoto p¥ipravku, 0,4 mM pyridoxelfosfétu a
40 mM fosforefnenu sodného se piidé 4,2 mM l-fenylbutan-

~3-onu a 100 ml 2-sminobutenu Jjeko sminodonoru. Smés se

<w»

inkubuje p¥i pH 7 e 30 °C po dobu 4 hodin, po ‘ pricem? po teto
: . ’ _

dobi je v reakdni sm&si pritomen R-&:ﬁf%;}nobutan v kon-
centraci 3,35 mM, coZ odpovidé.BdX? konverzi. Produkt se
izoluje prfidavkem 40 ml 10 N hydroxidu sodného a extrake{
alkalického vodného roztoku 250 ml n-heptenu. Odpafenim
heptanovych extraktd se ziské 100,5 g produktu, ktery byl
analyzovén shora popsenou derivatizaci. Produkt obsahuje

96,4 % S-l-fenyl-3-aminobutanu.

Podobn¥ byl S-l-fenyl-z-aminopropén
pfipraven 2z 1-fenylpropen-2-onu p¥i ee 96,4 a ve vyt&i-
ku 94,8 %. S-l-amino-l-fenylethan byl p¥ipraven z aceto-
fenonu p¥i ee 100 & ve vyt&Zku 44 %.

g
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob stereoselektivni syntézy jedné chiralni

formy aminu obecného vzorce IA nebo IB . - -- -

?52 §HZ 1
Rlwn GemR2 K2 C4R
H i

(12), (s,

kde

Rl a R? predstavuji alkyl nebo arylskupiny, popripadé
substituované enzymaticky neinhibujici skupinou,
pricemz R! se odlisuje od R2 strukturou nebo

chiralitou,

v mnozZstvi podstatné prevysujicim mnoZstvi druhé chirdlni
formy, vyznadc¢ujici se tim, Ze se Keton
obecného vzorce II

0]

rRl- ¢ - Rr? | (I1),

kde R! a R? maji stejny vyznam jako u pripravovaného aminu ;
uvadi do styku s omega-aminokyselina transamindzou

v pfitomnosti aminodonoru pfinejmen$im tak dlouho, dokud se
nevytvori podstatné mnoZstvi jednoho z uvedenych chirdlnich

aminu.

| 2. Zpusob podle niroku 1, vyznac¢uiji -
c i s e t i m , Ze se jako aminodonoru pouZije 2-amino-

butanu, glycinu, alaninu nebo kyseliny aspartové.
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3. Zpusob podle naroku 1, vyznacuijici
s e t im, Ze se pouZije ketonu obecného vzorce II, kde
kazdy ze symbolu Rl a r2 nezévisle predstavuje primou nebo
rozvetvenou alkylskupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku, primou nebo
rozvétvenou fenylalkylskupinu obsahujici 7 az 12 atomi .
uhliku nebo fenyl- nebo naftylskupinu, pfidemZ kazda
z téchto skupin je nesubstituovanad nebo substituovana ' o
enzymaticky neinhibujici skupinou.

4. Zplsob podle nAaroku 1, Vyznadéu jici
s e t i m, 2e se pouzije ketonu obecného vzorce II, kde
kazdy ze symbolil Rl a R2 nezavisle pfedstavujé methyl-,
ethyl-, n-propyl-, isopropyl-, n-butyl-, isobutyl-,
sek.butyl-, fenyl-, benzyl- nebo fenethylskupinu.

5. Zplsob podle naroku 1, vyznacuijici
s e t im, Ze se keton a aminodonor uvadéji do styku
s celymi bunikami mikroorganismu produkujiciho omega-amino-

kyselina transamindzu.

»

6. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici
s e t im, Ze se keton a amidonor uvadéji do styku s bez-
bunéénym vodnym pripravkem omega-aminokyselina transamindzy.

7. Zpusob podle naroku 1, vyznacuijici:
s etim, Ze se keton a aminodonor uvadéji do styku
. . S e
S omega-aminokyselina transamindzou imobilizovanou na

nosici.

8. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici
s etim, Ze se pouZivd velkého molarniho pfebytku amino-
donoru.

vt AP 6=56—to ]
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