B6

CZ 283 262

PATENTOVY SPIS

(19) (21) Gislo pfihlasky: 2133-95
CESKA (22) p#ihlaseno: 03. 03. 94
REPUBLIKA

(30) Pravo prednosti:
03.03.93 GB 93/9304256

(40) Zveicjnéno: 13. 12. 95
(Véstnik &. 12/95)

(47) udéleno: 05. 12. 97

(24) Oznameno udéleni ve Véstniku: 18. 02. 98
(Véstnik &. 2/98)

(86) pcT &islo: PCT/EP94/00630

URAD (87) PCT &islo zveiejnéni: WO 94/20633

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(11) Cislo dokumentu:

283 262

(13) Druh dokumentu: B6

(51) Int. c1.%:
C1l2P 41/00
C1l2P 7/40

(73) Majitel patentu:
LABORATORIOS MENARINI S.A., Badalona,
ES;

(72) Plivodce vynalezu:
Warneck Julie Belinda Hazel, Hontingdon,
GB;
Wisdom Richard Anthony, Cambs, GB;

(74) zastupce:
Korejzova Zdenka JUDr., Bfehova 1, Praha
1, 11000;

(54) Nazev vynalezu:
Zpthsob vyroby prfevazné
(S)-2-(3-benzoylfenyl) propionové kyseliny

(57) Anotace:
Mikroorganismus rodu Ophiostoma nebo Ceratocys-
tis, nebo latka, majici enzymovou aktivitu od né&€ho
odvozenou, se pouziva jako stereospecifické ¢inidlo v
biotransformaéni reakci k vyrobé (S)-ketoprofenu ze
smeési enantiomert jeho esterti.



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 283262 B6

Zpiisob vyroby prevainé (S)-2—(3-benzoylfenyl)propionové kyseliny
Oblast techniky
Vynalez se tykd rozliSeni arylalkanové kyseliny, zejména kyseliny 2—(3—benzoylfenyl)pro-

pionové, Ketoprofenu.

Dosavadni stav techniky

-----

K ptikladim patfi ibuprofen, naproxen a ketoprofen. Tyto slouceniny jsou chiralni a nyni je
zjisténo, Ze jejich hlavni 1é¢ebna aktivita pfislusi (S)-enantiomeru.

Dosud je zndmo nékolik metod k ziskani (S)-enantiomeru, ktery by neobsahoval (R)-
enantiomer. Patfi k nim asymetricka chemicka synthesa a chemické rozliSeni, jako je stechio-
metricka krystalisace diastereomernich soli, tvofenych riiznymi chiralnimi aminy.

Jiny mozny pfistup je biokatalyticky, za pouZiti biokatalyzatoru k selektivni hydrolyse esteru 2~
arylpropionové kyseliny. Za pfedpokladu, ze miize byt stanoven biokatalyzator se spravnou
stereospecifitou, lze ziskat reakéni smés, obsahujici nezreagovany ester jednoho enantiomeru
a kysely produkt druhého enantiomeru. Oddéleni a ziskani produktu je pak pomérné snadné.
Nezreagovany ester miiZze byt racemizovan a znovu pouzit k dalsi reakci, ¢imz je zajiSténa témeéf
1iplna konverze racemického substratu na pozadovany produkt jednoho enantiomeru.

EP-A-0227078 popisuje pouziti nékolika vnébunécnych (extracelularnich), komeréné dostup-
nych mikrobialnich lipaz k takovému biokatalytickému rozli§eni. Obecné€ jsou v8ak vyZadovana
vétsi mnoZstvi enzymu a reakce probihd 2 aZ 6 dni. Provadéni takovych reakci by proto bylo
nakladné. Nejlep§im enzymovym preparatem, ktery byl poznan, byl enzym z mikroorganismu
Candida cylindracea (znamého také jako Candida rugosa); aviak v EP-A-0407033 bylo
prokéazano, Ze jeho pfipravek, vykazujici rovnéz nizkou aktivitu, obsahoval vice nez jeden enzym
s esterazovou aktivitou. K ziskani ketoprofenu s vysokou enzymovou ucinnosti (ee) bylo
nezbytné pfipravek dale &istit.

EP-A-0233656 popisuje isolaci a klonovani esterazového genu z Bacillus thai. U tohoto enzymu
je prokazana selektivni hydrolyza ethyl- a methylesteri jak naproxenu, tak i ibuprofenu,
poskytujici (S)-kyseliny ptislusnych sloucenin. Rovnéz je zde ukazano, Zze klonovanim enzymu
vznikl ptipravek, poskytujici produkt s vySSi enzymovou G¢innosti jako vysledek minimalizace
jinych vedlejsich aktivit enzymu.

WO-A-9323547 popisuje mnozstvi kmentl, produkujicich rovnéz esterazu, hydrolyzujici
selektivné estery naproxenu. Jako nejlepsi byl oznaen kmen Zopfiella latipes, z néhoz byla
esteraza naklonovana.

WO-A-9304189 popisuje mikroorganismus rodu Trichosporon, schopny s enzymovou fi¢innosti
vétsi nez 90% selektivni hydrolyzy (S)-enantiomeru ethylketoprofenu za vzniku (S)-kyselého
produktu. Enzym, ktery uskuteéiiuje tuto biotransformaci, je nitrobunéény, intracelularni. Zvysit
biokatalytickou aktivitu genovym klonovanim nebo klasickou mutagenezi se ukazalo jako
obtizné, nebot’ je obtizné ziskat stabilni preparaty, neobsahujici buiiky.

V pozadi tohoto vynalezu byla snaha ziskat biokatalyzator s dobrou aktivitou vzhledem k riznym
ketoprofenovym esterim, poskytujici s dobrou enzymovou udinnosti kysely ketoprofenovy



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 283262 B6

produkt a ktery by byl vhodny pro klonovani a hyperexpresi, napfiklad v E. coli, k poskytnuti
biokatalyzatoru, jehoZ ndkladnost by byla udrzovana na minimu.

Podstata vynalezu

Prehledné testovani (screening) 3iroké $kaly mikroorganisml zriznych zdroji prekvapivé
ukédzalo, 7e askomycéta Ophiostoma novo—ulmi (zndma rovnéz jako Ceratocystis ulmi)
produkuje intracelulari hydrolyticky enzym, ktery mize katalyzovat poZzadovanou reakci. Dalsi
testy ukézaly, Ze na rozdil od kmene, popsaného ve WO-A-9304189, je moZné ziskat stalou
bezbunénou aktivitu, hodici se tedy pro klonovani amozné pouziti v bezbunéEnych
biotransformacich. Ophiostoma novo—ulmi je rostlinny patogen, znamy jako virulentni pticinné
agens, vyvolavajici holandskou elmskou nemoc. Zniamdi je jeho blizkd ptibuznost s méné
virulentnimi kmeny Ophiostoma ulmi a také s O. piceae.

Pfi rozvijeni tématiky prvotniho objevu, podtrhujiciho pfedkladany vynélez, bylo zjisténo, Ze
stereospecificka esterdzova aktivita se v piipadé riznych kmeni mikroorganismu Ophiostoma
novo—ulmi vyskytuje u Ophiostoma ulmi (znamého né€kdy rovnéz jako Ceratocystis ulmi)
a Ophiostoma piceae (znamého nékdy rovnéz jako Ceratocystis piceae) a u isolatli, sebranych
z raznych mist v USA, Evropé, na Stfednim Vychodé a v Uzbekistanu. Kromé toho byly rizné
kmeny druhu Ceratocystis ziskany zIMI, Egham, Surrey, Velkd Britinie atestovany na
pritomnost uvedené aktivity. Bylo zjisté€no, Ze aktivita se vyskytuje rovnéz u kmenii C. coronata
(napf. IMI 176533), C. ips (napf. IMI 212114), C. tetropii (napi. IMI 212117), C. cainii (napf.
IMI176523), C. arborea (napf. IMI 176529) a C. stenoceras (napt. IMI 268494). Zda se tedy, ze
aktivita je Siroce rozsifena u $kaly riznych kment Ceratocystis, ziskanych z riznych mist svéta.

Kmen piivodniho testovaného izolatu, oznacovany zde jako AJ3, byl v IMI uloZen 15. dnora
1993 pod pfiristkovym &islem IMI 356050, za podminek Budape3t'ské dohody. Tento kmen
poskytuje dobry priklad aktivity; avSak vzhledem k Siroce rozsifené povaze uvedené aktivity u
rozmanitého mnoZstvi pfibuznych kmenii neni imyslem autorl omezit rozsah vynélezu na tento
jediny mikroorganismus. Vynalez je rozSifen také na pouZiti enzymové aktivity, isolované
z takovych mikroorganismu jakoukoli vhodnou technikou.

Ve shodé s pfedkladanym vynalezem mohou byt mikroorganismy rodu Ophiostoma a jejich
enzymova aktivita pouzity ke stereoselektivnimu hydrolyzovani racemického alkylesteru
ketoprofenu, za vzniku kyseliny, zasadné obohacené (S)-enantiomerem, napf. na 93 az 96 %
piebytek enantiomeru &i vétsi, pfi konverzi 15 az 25 %, a zbytkového esteru, obohaceného (R)-
enantiomerem. Reakce muiZe probihat v jakékoli smési enantiomeri daného esteru, ikdyz
obvykle byva smés racematem. Alkylova skupina esteru je vyhodné tvofena 1 az 3 atomy uhliku.
Reakce probiha s vyhodou pfi pH 8 az 11, lépe 9,5 az 10,5 anejlépe pfi pH pfiblizné 10.
Obvykle se pouziva organické rozpoustédlo, jako je cyklohexan.

K oddéleni kyselého produktu od esteru se potom pouziva obvyklych chemickych postupd.
Pokud je to nezbytné, je mozné zlepsit optickou €istotu kyseliny pouzitim chiralniho aminu, jako
je (Ry-a—methylbenzylamin. Ester, ktery zbyva nezménény, mize byt racemizovéan pro dalsi
pouziti.
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Ptiklady provedeni vynalezu

Nasledujici ptiklady dokresluji vynalez.

Pfiklad 1
Biologicka transformace racemického ethylketoprofenu prostfednictvim AJ3

Pro riist organismu bylo pouZito nasledujici médium:

(NH4),SO, €2)) 0,5
MgSO,. TH,O (€72 0,25
CaCl,.2H,0 1)) 0,1
KH,PO,4 g 8,0
extrakt z kvasinek (gD 10,0
glukoza (g 5,0
roztok stopovych prvki (p/)y 100
pH (s NaOH) 6,5

Pouzity roztok stopovych prvkt obsahoval:

CaCl,.2H,0 (&) 3,57
ZnO g 2,0
CuCl,.2H,0 (&) 085
Na;MoO; . 2H,0 (@) 438
MnCl, . 4H,0 (@) 20
FeCls. 6H,0 (&) 54
H;BO, @) 03
CoCl, . 6H,0 &) 2.4
HCI (ml/) 250

Buriky AJ3 byly naotkovany z agarové plotny se sladovym vytazkem do 30 ml ristového média
v 250 ml lahvi s prepazkami. Ta byla 30 hodin protfepavana pti 23 °C apoté bylo 2,5 ml
preneseno do druhé 250 ml lahve s pfepazkami, obsahujici 30 ml média. Po daldim naristu,
trvajicim pii teploté 23 °C a za protfepavani 40 hodin, byl k riistovému bujénu pridan racemicky
ethylketoprofen do koncentrace 20 g/l. Poté byla biotransformace ponechana probihat 120 hodin,
po niz analyza pomoci HPLC prokazala, ze doslo k 18,2% hydrolyze pfidaného esteru.
Enantiomerni prebytek vzniklé ketoprofenové kyseliny ¢inil 96 % ve prospéch (S)-enantiomeru.

Priklad 2
Vliv organického rozpoustédla

Za pouziti stejného riistového média jako v Prikladu 1, aviak o pH 6,0 abez glukozy, byl
pfipraven roztok surového enzymu. Buitky mikroorganismu AJ3 byly naotkovany do 100 ml
média v tfepaci lahvi o objemu 1 1. Kultura byla za protfepavani péstovana 48 hodin pfi teploté
30 °C, pak bylo 10 ml pteneseno do 90 ml &erstvé pfipraveného média v tfepaci lahvi o objemu
1 | a péstovano dalsich 8 hodin za protfepavani pfi 30 °C. Tato ldhev byla pouZita k naockovani
laboratorniho fermentoru o objemu 2,8 1, obsahujiciho 1,5 1 média s glukézou (5 g/1) a soustavu
(5 ml/1), tvotenou silikonem/protipénicim ¢inidlem na bazi PPG (XFO371, Ivanhoe Chemicals,
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[I., USA). Tento fermentor byl &inny 48 hodin za michani a aerace a byl fizen k udrZovani
DOT > 50% nasyceni vzduchem, teploty 30 °C a pH 6,0.

Po zkonéeni fermentace byly buitky shromazdény odstfedénim a pelet byl znovu nafedén na
10 % (hmotnost/objem, na zakladé hmotnosti vlhkych bungk) lyzaénim pufrem tj. 0,1 M
uhli¢itanem sodnym v 5% vodném roztoku Tritonu X-100. Lyzovéni bunék bylo provadéno pies
noc pfi 8 °C za protiepavani a poté byl lyzat, obsahujici enzymovou aktivitu oddélen od zbytki
bunék odstiedénim.

Racemicky ethylketoprofen byl rozpuitén v kazdém ze 4 organickych rozpoustédel: toluenu,
cyklohexanu, methanolu a MTBE (methyl—t-butyletheru) v koncentraci 20 g/l. 2 ml kazdého
ztéchto roztokd byly pfidany k 5ml alikvotnim &astem surového enzymového roztoku ve
sklenénych lahvi¢kach. Do sklen&né lahvicky byl pfipraven rovnéz kontrolni vodny biotransfor-
madni roztok, obsahujici 5 ml surového enzymového roztoku, 400 pl 50% racemickeho
ethylketoprofenu, 0,5 % hm./obj. zisobni roztok Tween 80 a2,5 % (hm./obj.) Tritonu X~100.
Viechny vzorky byly ponechany reagovat za protfepavani 48 hodin pfi 25 °C. Analyzou vodné
faze kazdé z reak&nich smési byly ziskany vysledky, uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Hydrolyza racemického ethylketoprofenu ve dvoufazovych biotransformagnich
vzorcich
rozpoustédlo vzorku | vytvofena kyselina (mg/ml™) konverze (%)
vodné 23 6,2
toluen 0,1 1,3
cyklohexan 1,1 14,1
methanol 0,4 4,6
MTBE 0,7 8,3

Je zfejmé, Ze biotransformace pracuje v pfitomnosti cyklohexanu nabo MTBE jako rozpoustédel
do uréitého rozsahu, je ale za stejnych podminek dosti silné inhibovana toluenem.

Priklad 3
Vliv alkylové skupiny

Riizné estery racemického ketoprofenu byly rozpustény v koncentraci 20 g/l v cyklohexanu.
Pouzitymi estery byly methyl, ethyl, n-propyl, n-butyl, n—pentyl a n-hexyl. V ptipadé methyl-
esteru byla vzhledem k nizké rozpustnosti esteru v cyklohexanu pfipravena suspenze.

K 5 ml alikvotnim &astem roztoku surového enzymu ve sklenénych lahvi¢kach byly pfidany 2 ml
kazdého ze Zesti dfive uvedenych roztokl racemického esteru ketoprofenu. Do sklenéné lahvicky
byl rovnéz ptipraven vodny biotransforma&ni vzorek, obsahujici 5 ml roztoku surového enzymu,
200 pl 50 % racemického ethylketoprofenu, 0,5 % zasobni roztok Tweenu 80 a 2,5% (hm./obj.)
Tritonu X—100. Reakce probihala za protfepavani 24 hodin pfi 25 °C. Vysledky anylyzy vodné
faze kazdého z biotransformaénich vzorkd pomoci HPLC jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Hydrolyza racemickych ketoprofenovych esteri ve dvoufazovych biotransfor-
madénich vzorcich
ketoprofenovy ester | vytvofena kyselina | konverze EE, enzymova
(mg.mlI™) (%) aéinnost
(%(S)-enantiomeru)

vodna kontrola 4,6 22,9 90

methyl 1,7 423 90

ethyl 1,1 27,5 100
n-propyl 1,0 25,6 86
n—-butyl 0,3 8.0 nestanoveno
n—pentyl 0,18 4,4 nestanoveno
n—hexyl 0,09 2,3 nestanoveno

"nestanoveno" = nebylo mozné stanovit vzhledem k malému mnoZzstvi nashromazdéné kyseliny

Priklad 4

Piiprava lyzatu AJ3

Lyzat AJ3 byl péstovan do rozsahu 500 litrii za pouziti dale uvedené metodologie

AJ3 byl naockovan do 100 ml média (jako v Prikladu 1) v piepaZkové lahvi o objemu 11. Po
napéstovani mikroorganismu za 48 hodin pfi 25 °C a rotanim protfepavani (300 ot. za minutu,
vykyv 25mm), byl 1 ml pfenesen do kazdé ze tfi jednolitrovych pfepazkovych lahvi,
obsahujicich po 100 ml média. Kultury pak byly pé€stovany za obdobnych podminek dalSich

48 hodin, spojeny a pouzity k nao¢kovani 750 litrového fermentoru, obsahujiciho 500 1 média.

Pouzito bylo nasledujiciho média:

MgSO,.7H,0 (&) 0,4
CaCl,.2H,0 ((-4) 0,1
KH,PO, g 8,0
extrakt z kvasinek (g/) 30,0
roztok stopovych prvkil (pl/D 200 (jako v Ptikladu 1)
protipénivé ¢inidlo FXO 371 (mW/1) 0,5
pH (s NaOH) 6,0

Médium bylo pted pfidanim 151 50 % (hm./obj.) sterilniho roztoku glukézy po dobu 50 minut
sterilizovano pri 121 °C.

Kontrolni podminky zahrnovaly: teplotu 25 °C, pH 6,0 pfi pfidavku kyseliny fosfore¢né nebo
hydroxidu sodného a DOT > 50 % nasyceni vzduchem, dosaZené promichivanim a fizenym
provzdustiovanim.

Po 64 hodinach ristu byly buiiky in situ (na mist€) ovlivnény tak, aby doslo k jejich usmrceni
a napomoci jejich lyze. Toho bylo dosazeno poklesem teploty na 15 °C a pfidavkem hydroxidu
sodného, upravujiciho pH na 10,0. Po S0 minutach takového plsobeni bylo pH Zivného bujonu
upraveno pomoci kyseliny fosforeéné opét na hodnotu 7,0 a buiiky byly oddéleny v kontinualni
odstiedivce. Ziskané buitky byly rozdéleny do riznych zasobnikd a skladovany az do pouziti pii
-20°C.
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ZamraZené bufiky byly rozmraZeny a nafedény na 25% suspenzi (hmotn./objem, na zakladé
hmotnosti vlhkych bungk) 50 mM roztokem KH,PO, o pH 6,5. Po 30 minutach michani byly
buitky shromazdény odstfedénim. Poté byly znovu suspendovany na 25 % (hm./obj., na zakladé
hmotnosti vlhkych bungk) v lyza&nim pufru, tj. 0,3 M Na,CO; o pH 10,5. Lyze probihala pfes
noc pti 4°C za michani apoté byl lyzat vyCefen odstfedénim k oddéleni zlomkd bunék ze
supernatantu. V roztoku enzymu, tj. supernatantu lyzatu, byla stanovovana aktivita za pouziti
standardnich podminek biotransformace, kterymi se rozumi 1 ml enzymového roztoku, vhodné
nafedéného 0,1 M Na,CO; o pH 10,0, 40 pl 50% racemického ethylketoprofenu, 0 - 5% zasobni
roztok Tweenu 80 a2,5% (hmotn./obj.) Tritonu X-100. Biotransformace byly provadény
v uzavienych sklenénych lahvigkach o objemu 20 ml, za protfepavani, po 1 hodinu pfi teploté
25 °C. Aktivita je vyjadfena v jednotkich U/ml, kdy jedna jednotka (U) = 1 mg ketoprofenové
kyseliny, vzniklé za 1 hodinu pfi 25°C. Enzymové roztoky byly povazovany za vhodné
nafedéné, pokud se naméfena aktivita pohybovala v rozmezi od 1 do 5 U/ml.

50% zasobni roztok racemického ethylketoprofenu byl pkipravovan nésledovné: 25 g
racemického ethylketoprofenu a 0,25 g Tweenu 80 se pfidalo do 10 ml destilované vody
avznikla smés se dezintegrovala ultrazvukem (sonikovala) 5 minut (pfi amplitudé
15 mikrometrt, v cyklech 10 sekund sonikace/10 sekund prodleva). Pak byl objem doplnén
destilovanou vodou na 50 ml. Zasobni roztok byl sterilizovan v autoklavu a poskytnut
k dlouhodobému skladovéni. Typicka aktivita lyzatu byla 1,5 U/ml.

Piiklad 5
Isolace a vy¢isténi slozky s hydrolytickou aktivitou

Vygeteny lyzat (Piiklad 4) byl dialyza¢né ultrafiltrovan proti destilované vodé (Amicon DC2
ultrafiltraéni jednotkou, pouZivajici patrony zdutych vldken k oddéleni €astic o molekulové
hmotnosti do 30 000), dokud vodivost lyzatu nedoséhla vodivosti 20 mM pufru Na,CO; o pH 9,2
(pufru A). Pak byl roztok 4-5 nasobng zahustén a obvykle obsahoval > 90 % aktivity. Enzymova
aktivita byla v kadince (bégi) pfenesena na piedem ekvilibrovanou QAS2 aniontovou vyménnou
pryskyfici (Pharmacia) na 1 hodinu pfi laboratorni teploté, pfi zatizeni 7 - 10 U aktivity na ml
vihkého gelu QAS52. Gel, nesouci aktivitu, byl zformovén ve sloupec (kolonu) pfi linearni
rychlosti toku 200 mm/h. Nasledné byla provadéna chromatografie pfi 4 °C.

Sloupec byl promyvan pufrem A aZ k zisku zakladni hodnoty. Eluce se provadéla za pouZiti
gradientu, tvofeného 0 - 0,5 M NaCl v pufru A, o objemu desetinasobku sloupce a zachycovany

byly podily (frakce), odpovidajici 1/35 objemu tohoto gradientu. Obvykle ziskany profil eluce je
znazornén v Tabulce 3. -
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Tabulka 3: Eluéni profil prvniho prichodu chromatografickym sloupcem QAS52

Podil (frakce) celkova aktivita (U) vytézek
PLNICi TOK 99 -
PROSTREDNICTVIM 0 0
PROMYVANI 0 0

1 0 0

5 0,3 0,3
6 2,0 2,0
7 6,6 6,7
8 19,5 19,7
9 22,2 22,4
10 10,0 10,1
11 2,5 2,5
13 1,0 1,0
17 0,3 0,3

Aktivita byla eluovana v koncentraénim rozmezi NaCl 0,12 - 0,18 M. Podily 7-10 (v¢etn¢) byly
spojeny, aby poskytly:

vytézek aktivity spojenych podild = 63,5 %
vytézek bilkovin spojenych podili = 15,8 %

Spojena aktivita byla zahu§téna za pouziti membrany YM 30 v ultrafiltratni jednotce s michanou
komirkou (AMICON) bez ztraty aktivity a dialyzovana vici pufru A, dokud nebylo dosazeno
vodivosti 3,2 aZ 3,6 mS. Poté byla opétné chromatografovana na pryskyfici QAS52. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Eluéni profil druhého priichodu chromatografickym sloupcem QAS52

Podil (frakce) celkova aktivita (U) vytéZzek
PLNICI TOK 3111 -
PROSTREDNICTVIM 0 0
PROMYVANI 0 0

13 60 1,9
14 193 6,2
15 407 13,1
16 828 26,6
17 890 28,6
18 445 14,3
19 152 4,9
20 81 2,6

Pfi tomto druhém prichodu byla aktivita eluovana v rozmezi koncentrace NaCl od 0,2 do 0,25 M
NaCl. Podily 15 az 17 (vCetn&) byly spojeny. Ve spojeném vzorku byla stanovena aktivita
a obsah bilkovin.

specificka aktivita =27,8 Uml’
celkova aktivita =2599 U
celkovy vytézek aktivity = 83,5 %
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sp. obsah bilkovin (biuretova metoda) = 1,34 mg.ml"
celkovy obsah bilkovin =125 mg
celkovy vytézek bilkovin =55%

Spojené podily byly dale &istény za pouziti MONO P HR 5/5 piedem upravené aniontove
vyménné FPLC firmy Pharmacia. Chromatografické podminky byly nésledovne:

pufr s nizkym obsahem soli
pufr s vysokym obsahem soli

=20 mM ethanolamin-HCI o pH 9,0
= 20 mM ethanolamin-HCI + 0,3 M NaCl o pH 9,0

prutokova rychlost = 1 ml/min
Profil gradientu: gas koncentrace NaCl
0-5 min oM
5-7 min 0-0,1 M
7-20 min 0,1-0,3 M
20-22 min 0,3 M
22-23 min 0,3-0M

23-25min : O0M
objem vzorku =1 ml}
objem podilu =1 ml

Spojené podily z druhého priichodu chromatografickym sloupcem QAS52 byly desetinasobné
zahustény pomoci ultrafiltradni membrany, oddélujici molekulovou hmotnost 30 000 a vysledny
koncentrat byl zbaven soli v pufru pro HPLC o nizkém obsahu soli za pouziti gelového
filtraéniho sloupce Pharmacia G-25 PD 10. Na HPLC sloupec bylo pfi jednom béhu naneseno
piiblizné 5 mg celkovych bilkovin. Ziskany eluéni profil je zndzornén dale v Tabulce 5:

Tabulka 5: Eluéni profil pfi pouziti MONO P aniontové vyménné HPLC
podily (v minutach) aktivita (U.ml™) vytézek (%)
naneseni vzorku 104,0 -

8 5,7 5,5

9 63,8 61,3

10 28,3 27,2

11 7,5 7,2

12 1,9 1,8

13 0,0 0,0

Podily 9 a 10 byly spojeny k poskytnuti vyt&zku celkové aktivity ve vysi 88,5 %. Tato spojend
aktivita pak byla dale &isténa pomoci HPLC na gelovém sité (limitujicim velikost &astic).

Pro nasledujici separaci bylo pouZzito sloupce pro HPLC Analgel-TSK G3000 SWXL 30 cm x
7,8 mm, limitujiciho velikost &astic. Chromatografické podminky byly nasledovné:

pufr =0,1 M K,HPO, + 20 mM Na,EDTA pH 7,0
prutokova rychlost =0,4 ml.min”
objem vzorku =200 pl

objem podilu =400 pl

Spojené podily zMONO P iontové vyménné HPLC byly zahuStény 1,5nasobn€ pomoci
ultrafiltraéni membrany, odd&lujici molekulovou hmotnost 10 000 a vysledny koncentrat byl
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zbaven soli v pufru pro gelovou HPLC za pouziti sloupce G-25 PD 10. Ziskan byl nasledujici

elu¢ni profil (Tabulka 6).

CZ 283262 B6

Tabulka 6: Eluéni profil gelové HPLC
podily (v minutach) aktivita (U.mlI™") vytézek (%)

naneseni vzorku 131,0 -
17,5 0,0 0
18,5 0,0 0
19,5 1,5 23
20,5 13,3 20,3
21,5 7,5 11,5
22,5 2,6 4,0
23,5 0,8 1,2

Odhad molekulové hmotnosti racemické ketoprofenové esterazy z AJ3 byl ué¢inén pomoci SDS-
PAGE (elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za piitomnosti dodecylsiranu sodného). Pouzit
byl prefabrikovany 12% homogenni SDS-PAGE mini-gel (firmy BDH) a pfedem zabarvené
bilkovinné standardni markery molekulové hmotnosti (firmy BISC) k porovnani molekulovych
hmotnosti. Jako pufr byl aplikovan pufr Elektrograd TTS (firmy BDH).

Elektroforéza probihala pfi stadlém napéti (200 V) a omezeném proudu (40 mA na gel), dokud
modfe zabarvené Celo neproslo ke konci gelu. Bilkoviny byly zviditelnény barvenim pomoci
Coomassie Blue.

Pruh bilkoviny, odpovidajici esterdze, byl stanoven srovninim s pruhy bilkoviny v aktivnich
a neaktivnich vzorcich. Srovnianim pomémych migraénich vzdalenosti aktivni bilkoviny
a bilkovinnych standardi bylo zji§téno, Ze nové vy&idténa denaturovani bilkovina méla
molekulovou hmotnost slabé vy3si neZ marker o hmotnosti 32 500 Da.

Priklad 6
Vliv pH na hydrolytickou aktivitu

Profil pH pfi biotransformaci byl testovan za pouZiti vySe popsaného spojeného maierilu
nasledné po 4 mésicich skladovéani pfi -20 °C. Alikvotni &ast byla rozmraZena pfi laboratorni
teploté a desetindsobné nafedéna destilovanou vodou (zfedény enzymovy roztok). Zascbni
roztoky 1,1 M pufru o nasledujicich hodnotach pH byly pfipraveny za pouziti uvedenveh «nii
(pH bylo upraveno podle potieby hydroxidem sodnym nebo kyselinou chlorovodikovou):

pH 6,0 NaH,PO,
pH 7,0 NaH,PO,
pH 8,0 NaH2P04
pH 9,0 glycin—HCl
pH 10,0 glycin—HCl
pH 11,0 Na,HPO,

Biotransformacni reakce byly provadény v ut€snénych lahvi¢kach nasledovné:

1 ml ztedéného enzymového roztoku

100 pl odpovidajiciho zasobniho roztoku 1,1 M pH pufru
40 pul 50% zasobniho roztoku racemického ethylketoprofenu
2,5% (hm./obj.) Triton X-100
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Pro biotransformaci pfi pH 12,0 byl pfidavan 1 M roztok NaOH ptimo kreakéni smési
o pH 11,0, dokud nebylo ziskino pozadované pH. VSechny biotransformace byly provadény
dvojmo a reakce probihaly 1 hodinu za protfepavani pfi 25 °C. Hlavni vysledky reakci jsou
uvedeny v Tabulce 7. Maximalni aktivita byla nalezena pfi pH 10.

Tabulka 7: AJ3 biotransformaéni profil v zavislosti na pH
pH biotransformace aktivita (U.ml) normalizovany vytéZek (%)
6 1,32 27,6
7 1,97 41,2
8 2,47 51,7
9 2,95 61,7
10 4,78 100,0
11 2,35 49,2
12 0,36 7,5

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby pievazné (Sy-2—(3-benzoylfenyl)propionové kyseliny, vyzmacéujici
se tim, Ze vychazi ze smési enantiomerti alkylesteru 2—(3—benzoylfenyl)propionové kyseliny
a zahrnuje pouZziti, jako biokatalyzatoru, mikroorganismu rodu Ophiostoma nebo Ceratocystis,
nebo latky, majici od ného odvozenou enzymovou aktivitu.

2. Zpusob vyroby pievazné (S)-2—3-benzoylfenyl)propionové kyseliny podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze poskytuje kyselinu (S)-2—(3-benzoylfenyl)propionovou
v nejméné 93% prebytku uvedeného enantiomeru, pti 15 az 25% konverzi.

3. Zpisob vyroby pievazné (S)-2—3-benzoylfenyl)propionové kyseliny podle narokti 1 nebo
2, vyznacdujici se tim, Ze biokatalyzitorem je mikroorganismus Ophiostoma novo—
ulmi, IMI 356050.

4. Zpusob vyroby prevainé (S)-2—(3-benzoylfenyl)propionové kyseliny podle naroku 3,
vyznacujici se tim, Ze alkylester ma 1 az 3 atomy uhliku.

5. Zpisob vyroby prevazné (S)-2—(3-benzoylfenyl)propionové kyseliny podle naroku 4,
vyznadlujici se tim, Ze alkylesterem je ethylester.

6. Zpisob vyroby pievazné (S)-2—(3-benzoylfenyl)propionové kyseliny podle kteréhokoli
z pfedchazejicich naroki, vyznacujici se tim, Zereakce se provadi pti pH 8 az 11.

7. Zpisob vyroby pfevazné (S)-2—(3-benzoylfenyl)propionové kyseliny podle kteréhokoli\
z pfedchazejicich naroki, vyzmacdujici se tim, ze reakce se provadi pti pH 9,5
az 10,5.

Konec dokumentu
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