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A taldlmany tirgya eljaras (I) 4ltaldnos képletd béta-

hidroxi-alfa-aminosavak elGallitdsdra — a képletben

R jelentése 2—6 szénatomos alkenil- vagy alkinilcso-
port vagy észterezett karboxil-, 1-4 szénatomos
alkoxicsoporttal, ciano-, hidroxi-, 1-4 szénatomos
alkanoil-oxi-, fenil- vagy furilcsoporttal helyettesi-
tett alkilcsoport.

I

H3N

A leirds terjedelme: 10 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)

Eljaras béta-hidroxi-alfa-aminosavak elGallitasara

A taldlmény szerinti eljdrds soran 30 °C és 55 °C
kozétti h6mérsékleten vizes oldatban 5,5 és 9,0 kozét-
ti pH-értéken egy RCHO 4ltaldnos képleti aldehidet —
amelyben R jelentése a fenti — &s glicint piridox4l-5’-
foszfét jelenlétében szerin-hidroxi-metil-transzferdz-
zal reagéltatnak. A béta-hidroxi-alfa-aminosavat sz4-
mos esetben L-eritro-diasztereomer alakban kapjsk.
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A taldlmédny targya eljdrds béta-hidroxi-alfa-aminosa-
vak eldéllitdsdra. Kozelebbrdl egy enzimes eljardsra
vonatkozik, amely béta-hidroxi-alfa aminosavaknak 1~
nyegében az L-eritro-alakban val6 elGdllitdsara irdnyul.

A béta-hidroxil-alfa-aminosavak szdmos teriileten
haszndlhaték fel, ideértve koztitermékként valé alkal-
mazdsukat a béta-laktdm antibiotikumok elé4llitdsa te-
riiletén; 1. pl. a kovetkez§ irodalmi helyeket: P. G.
Mattingly et el., J. Org. Chem. 1981, 46, 1557 és M. 1.
Miller et al., J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 7026.

Szdmos kémiai eljards ismert béta-hidroxi-alfa-
aminosavak elGdllitisdra, ezek tobbsége azonban egy
vagy tobb hétrdnnyal jar. Ezek kozé tartozik az 4ltals-
noss4g hidnya, a sztereokémiai viszonyok befoly4sol4-
sdnak nehézségei, kirdlis segédmegoldasok sziikséges-
sége, valamint az a koriilmény, hogy primer médon a
treo (vagy szin-) — izomerek keletkeznek.

Az enzimes eljdrasok bizonyos szempontbdl els-
nydkkel rendelkeznek a kémiai eljardsokkal szemben.
Ilyen pl. az, hogy vizes kozegben hajthaték végre,
enyhe koriilmények kozott és gyakran sztereoszelekti-
vek. A taldlmény szerinti eljardsban alkalmazott enzim
dltaldban aldoldzként ismert. Egy ilyen aldoldz a sze-
rin-hidroxi-metil-transzferdiz (SHMT) (L. Schirch:
Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 1982, 53, 83 és
L. Schirch et al.: J. Biol. Chem. 1968, 243, 5651).

Az aldoldzok biol6giai szerepe a természetben az,
hogy 1 szénatomos egységeket vigyenek ré a szerinre
vagy hasitsanak le abb6l és elvégezzék a béta-hidroxi-
alfa-aminosavak retroaldol-hasit4s4t (amilyen pl. a tre-
onin és az allo-treonin) egy aldehid és glicin keletkezé-
se mellett.

Az aldoldzok mindeniitt el6fordulnak a névények-
ben, baktériumokban és 4llatokban (pl. kukoricama-
goncokban, csirdzé babban és nyidlmdjban). A taldl-
mény szerinti eljdrds sorin SHMT-t hasznilunk fel
béta-hidroxi-alfa-aminosavak — a béta-laktdm antibio-
tikumok prekurzorai - enyhe koriilmények kozott val6
el6dllitdsdra. Az eljards segitségével a béta-hidroxi-
aminosav sz4mos esetben az L-eritro-izomer alakjiban
képzddik. Ez a prekurzor keresett alakja, amely a béta-
laktdm antibiotikumok megfelel§ diasztereomer alak-
Jait szolgdltatja.

A GB 2 130 216 sz4mi szabadalmi leir4s glicinb8l
és formaldehidb6l SHMT jelenlétében L-szerin el64lli-
tasdt ismerteti. Ez olyan (I) 4ltaldnos képletd vegyiilet-
nek felel meg, ahol R hidrogénatom. A JP 01 104 185
szdmi szabadalmi leirds glicinbdl és benzaldehidbél
SHMT-vel béta-fenil-szerin el64llitisira vonatkozik,
ez az R helyén fenilcsoportot tartalmaz6 (I) 4ltaldnos
képletd vegyiiletnek felel meg.

A taldlminy targya enzimes eljaras (I) 4ltaldnos kép-
letii béta-hidroxi-alfa-aminosavak el&llitdsdra, ahol
R jelentése 26 szénatomos alkenil-, 2—-6 szénatomos

alkinilcsoport vagy észterezett karboxil-, 1-4 szén-

atomos alkoxicsoporttal, ciano-, hidroxi-, 1-4 szén-
atomos alkanoil-oxi-, fenil- vagy furilcsoporttal he-
lyettesitett 1-6 szénatomos alkilcsoport,
amely abbdl 4ll, hogy vizes kdzegben koriilbeliil 5,5 és
koriilbeliil 9,0 kdzotti pH-értéken és koriilbeliil 30 °C
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és koriilbeliil 55 °C koz6tti h6mérsékleten glicint és
egy alifas aldehidet vagy egy gyiirds aldehidet (péld4ul
2-furfurilt) szerin-hidroxi-metil-transzferazzal (SHMT)
inkubslunk. Igy példaul a borostyankdsav-félaldehid
egy észterét az eljards sordn béta-hidroxi-alfa-adipin-
sav-monoészterré alakitjuk 4t.

Ké6zelebbrdl a taldlmany szerinti, az (I) 4ltaldnos kép-
letd béta-hidroxi-alfa-aminosavak elGdllitisara irdnyul6
eljaras abbdl dll, hogy vizes kozegben koriilbeliil 7,0 és
koriilbeliil 8,0 kozotti pH-értéken glicint és egy RCHO
altaldnos képletii aldehidet reagéltatunk szerin-hidroxi-
metil-transzferaz és piridox4l-5'-foszfit jelenlétében, ko-
riilbeliil 30 °C és koriilbeliil 55 “C kozotti hdmérsékleten.
Az eljarast elénySsen 37 °C-on hajtjuk végre.

A glicin és az RCHO dltaldnos képleti aldehid relativ
ardnyai azonban viltoztathatok. Ugy tdinik, hogy maga-
sabb termék-kitermelések érhetSk el, ha ekvimoldris
mennyiségeket haszndlunk. A hasznalt enzimmennyiség
fiigg attdl, hogy az enzimet milyen mértékben tisztitottdk
meg, és hogy a jelenlévd szennyezések milyen vonatko-
zdsban befolydsolhatjak az enzimaktivitast.

A reakcidelegy pH-jat a legtobb szubsztrit esetében kb.
5.5 és kb. 9 kozotti értékre dllitjuk be, puffer segitségével.
Tobbnyire 7,0 és kb. 8,0 kozott pH értéken dolgozunk. A
keresett pH-tartomany el&allitasara alkalmasak példaul a
foszfat-pufferek. Mint mds enzimreakcidk esetében is,
kofaktorok befolyasolhatjdk az enzim szubsztrit-specifi-
tdsat, valamint az enzim hatékonysigit, egy adott
szubsztrit reakcidjdnak katalizisében. A szerin-hidroxi-
metil-transzferdz esetében az eljarasban lényeges szere-
pet jatsz6 kofaktor a piridox4l-5'-foszfat. A PLP-n kiviil
mis kofaktorok is alkalmazhaték és ezek kedvezSen be-
folyasolhatjdk az egyes szubsztritok esetében elGillitott
termék kitermelését. A tetrahidrofolsav példdul néveli az
enzimek a piroszGlosav-aldehid atalakitdsdra irdnyuld
aktivitdsit. A ndtrium-metavanadat ugyancsak kofaktor-
ként szolgdl ugyanennek az aldehidnek az 4talakitéséra.

(I) dltaldnos képlet az eljardssal elallithat6 béta-
hidroxi-alfa-aminosavakat belsG sé alakban mutatja
be. Az eljaras pH-jan ez a s6-alak varhat6, mas koriil-
mények kozott viszont létezik az (Ia) 4ltaldnos képlet
altal leirt nemionos alak is.

Az eljrdsban alkalmazott RCHO 4ltaldnos képleti
aldehid egyenes vagy eldgazo lanci szubsztitualt alkil-,
alkenil- vagy alkinil-aldehid vagy heterociklusos alde-
hid lehet. Az alkilcsoport helyettesitGi példdul a kovet-
kez6 csoportok lehetnek:

— alkoxi-, példdul metoxi- vagy etoxicsoport,

— észterezett karboxilcsoport, példaul az 1-4 szén-

atomos alkilészterek, -

— ciano-, hidroxicsoport,

— acilezett hidroxicsoport, példdul formil-oxi-,

acetoxi-, propionoxi- vagy butanoil-oxi-csoport,
vagy alifds aldehidek oxocsoportokat tartalmazhatnak,
példdul az RCHO 4ltaldnos képletd vegyiilet lehet egy
keto-aldehid, példdul 4-oxo-pentanal, piroszGlGsav-al-
dehid, stb.

Az eljarasban alkalmazhat6 RCHO 4ltalanos képle-
td alkil-aldehidekre a kovetkezS konkrét példakat em-
litjlik meg: borostyank§sav-félaldehid-metil-észter, bo-
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rostyénké’sav-félaldehid-benzil-észter, 4-hidroxi-valer-
aldehid, glutérsav—félaldehid-metil-észter, pirosz6l6-
sav-aldehid, O-formil-4-hidroxi-valer—aldchid, propar-
gil-aldehid &s az (Ib) 4ltaldnos képletti alkén-aldehi-
dek, amelyekben R’ jelentése hidrogénatom vagy 1-4
szénatomos alkilcsoport, pl. az akrolein és 4-pentanol.

A taldlmény szerintj eljardsban az (1) dltalsnos kép-
letben
R jelentése eldnydsen észterezett karboxilcsoporttal

vagy 1-4 szénatomos alkanoi!-oxi-csoporttal he-

lyettesitett 1-6 szénatomos alkilcsoport,

Az, észterezett karboxilcsoporttal helyettesitett 1-6
szénatomos alkil”-csoport egyenes vagy eldgaz6 lanci,
észterezett karboxilcsoporttal helyettesitett alkilcsopor-
tokat jelent, amelyekben az észterezg csoport 1-4 szén-
atomos alkil-, fenil-, benzil-, helyettesitett benzil- (pél-
ddul p-metoxi-benzil-, metil-benzil-, p-nitro-benzil-)-
csoport, difenil-metil- vagy valamely mds, szokdsos
karboxil—védé’csoport.

Az utébbi csoportokra példik: etoxi-karbonil-me-
til-, 2-metoxi-karboni1—etil-, 3-(tercier-butil-oxi-karbo-
nil)-propil-, 3-benzil-oxi—karbonil-butil-, 5-(4-metoxi-
benzi]-oxi-karbonil)-hexil-, €s hasonlé észterezett kar-
bonilcsoporttal helyettesitett alkilcsoport.

Az ,,1-4 szénatomos alkoxicsoporttal helyettesitett
1-4 szénatomos alkil”-csoport jelentése példaul a kvet-
kez6: metoxi-metil-, 2-etoxi-etil-, 4-tercier-butil-oxi-bu-
til-, 3-izopropoxi-pentil-, 2-etoxi-hexil- stb. csoport.

A »Clanocsoporttal helyettesitett 1-6 szénatomos
alkil-csoport” megjelSlés példdul a kovetkezgkre utal:
ciano-metil-, 2-ciano-etil-, 4~ciano-butil-, 3-ciano-bu-
til-, 3-ciano-hexil- stb. csoport.

A ,hidroxilcsoporttal helyettesitett 1-6 szénatomos
alkil-csoport™ kifejezés pl. a kovetkezgkre utal: hidro-
Xi-metil-, 2-hidroxi-meti1-, 4-hidroxi-butil-, 3-hidroxi-
propil-, 3-hidroxi-hexil- és hasonlé csoport.

Az ,,1-4 szénatomos alkanoil-oxi-csoporttal helyet-
tesitett 1-6 szénatomos. alki}” -csoport kifejezés pl. a
kévetkez6 csoportokat jelenti: 2-acet-oxi-etil-, 2-for-
mil-oxi-etil-, 3-acet-oxi-propil-, 4-propion-oxi-butil- és
hasonl6 csoportok.

A taldlmény szerint eljdrdsban kiilsndsen kitiinte-
tettek azok az RCHO 4ltaldnos képletd aldehidek, ame-
lyekben R egy ésaterezett karboxil-csoporttal helyette-
sitett 1-4 .szénatomos alkil-csoport. Az ilyen csopor-
tokra példa a 2-(metoxi-karbonil)-eti1-, 2-(benzil-oxi-
karbonil)-etil-, 3-(etoxi-karboniI)-propil-, 2-(formil-
oxi)-etil- s 2-acet-oxi-etil-csopon.

Az eljdrdsban haszn4lt RCHO altaldnos képletd ve-
gyiiletek ismertek: a kereskedelemben hozzaférhetGk
vagy a szokdsos médszerekkel elddllithatok. A tal4l-
mény szerinti eljdrds egy kitiintetett megvaldsitdsi
médja szerint olyan RCHO dltaldnos képletii aldehidet
alkalmazunk, amelyben R jelentése 2-(észterezett kar-
boxi)-etil-, 2-ciano-etil-, 2-(észterezett karboxi)-etinil-,
2-(észterezett karboxi)-vinil-, 3-(észterezett karboxi)-
propil-, 2-formil-oxi-etil-, 2-acet-oxi-metil-, 3-formil-
oxi-propil-, vagy 3-acet-oxi-propil—cs0port és az észte-
rezett karboxil-csoportban az észter-maradék 1—4 szén-
atomos alkil-, (pl. metil-, etil- vagy terc-butil-), fenil-,
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benzil-, difenil-metil-, tritil- vagy helyettesitett benzil-
(pl. 4-metoxi-benzil- vagy 4-nitro—benzil-)-csopon.

A taldlmdny szerinti eljdrdsban val6 felhasznalss
szempontjabél kiilénosen kitiintetett aldehid a boros-
tyankd&sav-félaldehid-észter, Egy misik, kiilonésen ki-
tintetett aldehid a glutdrsav-félaldehid egy észtere.

A taldlmény szerinti el jdrdsban végbemend reakcidt
az 1. reakci6vaziat mutatja be, ahol R jelentése az
elébbiekben megadott.

Mint az elbbiekben emlitettiik, a szerin-hidroxi-
metil-transzferdz szdmos forrdsbél hozzéférhets. Ha-
rom ilyen forrds a nydlmdj (LaVerne Schirch et al., J.
Biol. Chem. vol. 237, no. 8, 1962), a kukoricamagon-
cok (T. Masuda et al., Agric. Biol. Chem. 1986, 50,
2763) és a csirdz6 bab (D. N. Rao és N. A. Rao, Plant
Physiol. 1982, 69, 11).

A kovetkezS 1. tdbldzatban Jellegzetes aldehid
szubsztrdtumokat sorolunk fel, amelyeket az eljaras so-
ran két forrdsbél szarmazé SHMT-vel béta-hidroxi-alfa-
aminosavakk4 alakitottunk 4t. Az ]. tiblazatban szerepls
szubsztratumok konverzigjdt vgy hajtjuk végre, hogy a
szubsztrdtumot és a glicint az eljaras koriilményei kozott
SHMT-vel inkubiljuk. Az eljarasi paraméterek egy ha-
nyada azonos volt valamennyi szubsztrat esetében; eze-
ket a ki vetkez6 bekezdésekben részletezziik. A kivétele-
ket — ha el6fordulnak — esetenként jelezziik.

Az inkubdlist 10 mM foszfét-pufferben végezziik
(pH 7,3), amely kb. 80 UM koncentriciban piridiox4l-
5'-foszfatot tartalmaz. A Jjobb eredmények elérése érde-
kében valamennyi oldatot desztillalt, ionmentesitett viz-
zel készitettiik el. Az 4talakitdst kb. 37 °C-on végezziik,
leforrasztott, 500 ul térfogati polipropilén mikrocentri-
fuga-cs6vekben, 4llandé hémérsékletd vizfiirdSben.

A kémcsoveket fényt6l 6vjuk, eltekintve azoktél az
esetektSl, amikor ezeket kiemeljiik a vizfiirdéb6l, alik-
vot mennyiségeknek elemzési célokra vals levételéhez.
Valamennyi 4talakitdsi kisérletben az SHMT-vel vals
inkubéldssal parhuzamosan €gy vak enzimes inkubis-
ldst is végziink. Az inkub4l4si elegy 6ssztérfogata 4lta-
ldban kb. 200 ul. A vakpréba esetében a koriilmények
megegyeznek az inkubdciés elegyével, eltekintve attél,
hogy enzim nincs jelen.

1. tdbldzar
Az SHMT aldehid (RCHO) szubsztrétumai

Aldehid (RCHO) R _Enzim®
nytlméj kukoricamagonc
~(CH,)-CO,CH; + +
—~(CH,),—CO,(CHj,), + ND
—~(CH,),~CO,CH;,4 + +
—C(O)CH,** +
—(CH,)3-O-CHO + ND
—CH,0CH,C¢H, ND +
2-(2-furil)-etil + -

*  +=konverzi6; — = nincs kimutathat6 konverzié; ND = nem ha-
tdroztuk meg,

**  a nydlm4j-SHMT esetében VO3” van jelen; a kukorica-SHMT
esetében tetrahidrofolat van jelen.
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Az eljdrds a béta-hidroxi-alfa-aminosav megéllapi-
tdsdra oly médon kovethets, hogy az inkubéci6s elegy-
bdl id6nként alikvot mennyiségeket vesziink ki és a
mintdkat elemzésnek vetjiik ald, a keverékben jelenle-
v valamennyi primer amin vegyiilet HPLC segitségé-
vel végzett elkiilonitésével és az O-ftilaldehid-izoin-
dol-szdrmazékok fluoreszcencids kimutatdsdval. A
meghatdrozdsi eljarast a kovetkez§ helyeken irjak le:
B. N. Jones et al., J. Chrom. 1983, 266, 471; B. N.
Jones et al., J. Liq. Chrom. 1981, 4, 565 és S. S. Simons
Jr.etel,,J. Am. Chem. Soc. 1976, 98, 7098.

Az inkubéciés keverékek és az enzim-vakpréba
HPLC elemzése lehetGvé teszi annak meghatarozésit,
hogy a kromatogramokon mely csticsok tulajdonitha-
ték az enzimes reakcié termékeinek.

A taldlmdny szerinti eljarast ugy hajtjuk végre,
hogy az aldehidet egy pufferolt glicin-oldathoz adjuk —
amely PLP-t és egy masik kofaktort tartalmaz —, majd
az oldatot dsszekeverjiik a pufferolt enzim-oldattal.

Egy masik megoldds szerint a pufferolt, PLP-t tar-
talmazé glicin-oldatot és az enzim-oldatot keverjiik
Ossze, majd hozz4adjuk az aldehidet. Ugyancsak lehet-
séges az a megvalGsitdsi méd, amely szerint az enzim-
oldatot hozzdadjuk az aldehidet és a glicint tartalmazé
oldathoz, PLP-t tartalmazé pufferben.

Ahhoz, hogy az eljirds szerinti 4talakulds végbemen-
jen, nincs sziikség arra, hogy az RCHO Aéltalénos képletii
aldehid teljesen oldatba menjen. Azok az aldehidek, ame-
lyek csak részben oldhat6k a vizes reakcidelegyben,
ugyancsak enzim-szubsztritként szolgalhatnak.

A taldlmény szerinti eljards abban az esetben, ha
aldehidként alifds aldehidet alkalmazunk (azaz az
RCHO iltaldnos képletd vegyiiletben az aldehid-cso-
porthoz kapcsol6dé szénatom telitett, ~CH,— csoport)
kitiintetetten a béta-hidroxi-alfa-aminosav vagy észter
L-eritro-diasztereomerjét szolgaltatja.

A taldlmédny szerinti eljirdssal elGallitott béta-hid-
roxi-alfa-aminosavakra példdk a kovetkezSk:

béta-hidroxi-alfa-amino-adipinsav, béta-hidroxi-al-
fa-amino-hexdnsav, béta-hidroxi-alfa-amino-omega-
formil-oxi-hexdnsav, béta-hidroxi-alfa-amino-gamma-
oxo-valeridnsav, béta-hidroxi-alfa-amino-gamma-fe-
nil-vajsav, béta-hidroxi-alfa-aminoheptédnsav, béta-hid-
roxi-alfa-amino-omega-(2-furil)-pentansav és a hason-
16 aminosavak.

A taldlmdny szerinti eljards egy kitiintetett megva-
16sitasi médja szerint a borostyankdsav-félaldehid egy
észterét, amilyen egy 1-4 szénatomos alkil-észter, pl. a
metilészter vagy az izopropil-észter, glicinnel és
SHMT-vel inkubéljuk PLP jelenlétében. igy a béta-hid-
roxi-alfa-amino-adipinsav félészterét kapjuk az L-erit-
ro-izomer alakjdban. Az eljirds egy masik kitiintetett
megval6sitdsi méd szerint a glutdrsav-félaldehid egy
észterét, pl. a metilésztert inkubaljuk SHMT-vel; igy a
béta-hidroxi-alfa-amino-pimelinsav félészterét kapjuk.

A taldlmény szerinti eljards emlitett két megval6si-
tdsi modjdt a 2. reakcivézlat mutatja be; e képletekben
R; jelentése 1-4 szénatomos alkil-, fenil-, benzil-, di-

fenil-metil-, 4-metoxi-benzil- vagy 4-nitro-benzil-

csoport €s
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n értéke 2 vagy 3.

A taldlmény szerinti eljdrdssal el6allithaté tovabbd
a sav, a béta-hidroxi-alfa-amino-adipinsav, ennek mo-
no-, és di-R-észtere és s6i. Ezek a szdrmazékok az
R!00C-CH,~CH,-CH(OH)CH(NH,)COOR,’
altaldnos képlettel irhaték el, ahol
R, jelentése az elGbbiekben megadott és
R, jelentése hidrogénatom vagy R;.

Az eljaras sordn ezt az aminosavat az L-eritro-alak-
ban kapjuk meg. A diacid s6i vagy monoészierek a
szokédsos médon 4llithat6k elS. Az ilyen sok kozé tar-
toznak a kovetkezdk:

— alk4lifém-s6k, {gy a nitrium- és kdlium-sok,

— alkali foldfém sok, gy a kalcium-s6k,

— és az ammoénium-s6k és amin-sék, amelyek pl. a
kovetkezé aminokkal képezhetSk: benzil-amin,
dibenzil-amin, ciklohexil-amin, diciklohexil-
amin, 1-4 szénatomos alkil-csoporto(ka)t tartal-
mazé primer és szekunder aminok (igy a metil-
amin, etil-amin, dietil-amin, di-(n-butil)-amin),
etanol-amin, dietanol-amin, dipropanol-amin stb.

Ezek a s6k hasznosak a disav vagy egy monoészte-
re elkiilonitésében és tisztitisdban és stabil alakokat
jelentenek az aminosav tdroldséra.

Ugyancsak elgallithaték az aminosavakkal és észte-
reikkel képezett savaddiciés sék. Ilyen sékat azokkal a
savakkal képezhetiink, amelyek erdsebbek az amino-
sav savas karboxil-csoportjdnal. Példa az ilyen savakra
a s6sav, hidrogénbromid, foszforsav és kénsav, vala-
mint a szulfonsavak, igy a toluol-szulfonsav, naftalin-
szulfonsav, metdn-szulfonsav és az n-butdn-szulfonsav.

R;-észtereken a mono- és a diésztereket értjiik,
amelyekben R, jelentése azonos az eldbbi reakciévaz-
latban megadottal. Az ilyen észterekre példa a mono-
metil-, mono-etil-, dimetil-, dietil-, terc.butil-, di-terc-
butil-, benzil-, 4-metoxi-benzil- és a dibenzil-észter.

A taldlmany szerinti eljdrdssal elGallitott béta-hid-
roxi-alfa-aminosavak fontos béta-laktdm vegyiiletek
hasznos kéztitermékei. Ezek a termékek ismert eljara-
sokkal béta-laktdm vegyiiletekké alakithaték 4t, ame-
lyek ismert antibiotikumok el&éllitasdhoz hasznalhatGk
fel. A béta-hidroxi-alfa-aminosavak pl. hidroxamat
szdrmazékokk4 alakithaték 4t és az utGbbiak ciklizal-
hat6k, 3-amino-4-helyettesitett béta-laktdm-szdrmazé-
kok képzSdése kézben, amint ezt a 3. reakciévazlat
bemutatja; e képletekben
R jelentése az elGbbiekben és az (I) képlettel kapcso-

latban megadott és
R, jelentése alkil-, alkanoil- vagy aralkil-csoport.

A hidroxamdt-képzéshez és a hidroxamét béta-lak-
timm4 valé ciklizildsdhoz a kovetkezS mdédszereket
haszndljuk fel: M. J. Miller, Acts. Chem. Res. 1986, 19,
49; G. Rajendra et al., Tetrahedron Lett. 1987, 28, 6257
és T. Kolasa et al., Tetrahidron Lett. 1987, 28, 1861.

Egy mdsik megoldds szerint a béta-hidroxi-alfa-
aminosavak N-(helyettesitett metil)-azetidinonokka
alakithat6k 4t (4 595 532 sz. amerikai egyesiilt dlla-
mokbeli szabadalmi leirds, szabadalmas M. J. Miller).
Ezenkiviil az eljdrdssal kapott aminosav termékek N-
(foszfono-metil)-azetidinonokkd is 4talakithaték (M. J.
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Miller, 4 820 815 sz, amerikai egyesiilt 4llamokbeli
szabadalmi leirds).

A kovetkez6 els4llitdsi eljdrasok és példak részlete-
sebben irjsk le a taldlmdny szerinti eljardst, de nem 4l
szdndékunkban a taldlmany tdrgyit ezekre korldtozni.

A szerin-hidroxi-metil-transzferdz elddllitasa kuko-

ricamagoncokbgl

Valamennyi kovetkezs eljardst 4 °C-on hajtjuk vég-
re. 5-7 napos kukoricamagoncokat megmosunk és Wa-
ring blender-ben homogenizslunk 100 mM-os kdlium-
monohidrogénfoszfst pufferben, amely 1 mM etilén-
diamin-tetraecetsav-(EDTA)-dinétriumsét, 1 mM diti-
otreitolt és 125 uM piridox4l-5’-foszf4tot tartalmaz. A
keverék kb. 960 &/l magoncot tartalmaz,

A homogenizdtumot sejtvdsznon szirjiik 4t és a
sziirletet ammonium-szulfatta] kezeljiik. A 35-50%-0s
ammonium-szulfétos telités sordn kicsapédott fehérjét
13,800xg-vel 40 percen 4t centrifugéljuk, majd pH 7,8
10 puM-os foszfat-pufferben oldjuk, amely 125 UM pi-
ridoxal-5’-foszfatot és 1 mM EDTA-t tartalmaz. Az ol-
datot dializdljuk &s 5-15 mg/ml fehérje értékre t6mé-
nyitjik. Ennek sordn ugyanazt a puffert hasznaljuk,
EDTA nélkiil.

A fehérje aldoldz-aktivit4sdnak meghatirozasshoz
tébbkomponensi rendszert hasznglunk, amely a kovet-
kezdkbél épiil fel: az L-allo-treonin aldoldzzal katali-
zilt retroaldolja és a kapott acetaldehid NADH-t6] (a
nikotin-amid—adenin-dinukleotid redukdlt alakja) fiig-
g6, éleszt6-alkohol-dehidrogenéz (ADH) hatdséra vég-
bemend redukciéja.

Fajlagos aktivitss: dtlagosan 78 milliegység/mg fe-
hérje. Az enzimaktivitds egységét gy definidljuk, mint
az ahhoz sziikséges enzim-mennyiséget, hogy 1 optikai
slirliség egységnyi véltoz4s kovetkezzék be 340 nm-en 1
perc alatt, szobahSmérsékleten, a kovetkezd Osszetételd
kézegben: ADH, 120 mM L-allo-treonin, 125 pM pPLP
€s 120 uyM NADH 100 mM PH 7.5 foszfat-pufferben.

A SHMT-t, amikor nem hasznéljuk, el64llit4sa utan
vagy liofilizalt alakban, vagy lefagyasztva, 10% glice-
rinnel téroljuk. A kévetkezg példdkban, hacsak mds-
ként nem jelezziik, a pufferrendszer pH 7,3 10 mM
kélium-foszfst oldat, amely kb. 80 puM piridox4l-5'-
foszfatot (PLP) tartalmaz, Valamennyi oldatot desztil-
14lt, ionmentes vizzel készitiink el.

Az enzimes inkubalast 37 °C-on lezart, 500 pl tér-
fogatd polipropilén mikrocentrifuga-csévekben végez-
ziik, dlland6 hémérsékletd vizfiirdében.

A példakban kozolt retencis idgk esetenként kissé
kiilénbozhetnek, mivel a HPLC elemzés sordn kismértéki
véltozasok kévetkezhetnek be olyan tényez6kben, mint az
oszlop mdkédése, ekvilibral4s, puffer-minGség stb.

A kovetkezs példakban alkalmazott SHMT-t nyul-
méjbal 4llitottuk el6, Schirch (1. az el6z6kben) szerint.

1. példa

alfa-Amino—be’ta-hidroxi-adipinsav-monometil—észter

13,3 £ (0,177 mmél) glicint és 20 mg (0,172 mmol)
borostya’nkésav-félaldehid-metil-e‘sztcrt 5,0 ml puffer-
ben oldunk; igy a koncentraciékat 35 mM ill. 34 mM
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értékre dllitjuk be. Az ebben a kisérletben haszn4lt
aldehid DMSO-mentes, br korédbbi inkubdldsok alkal-
méval megfigyelhetS volt, hogy az aldehid még mindig
tartalmazott szennyezést (abbdl kovetkezéen. hogy
szintézise CH2=CH—CH2—CH2—COO—CH3-béI kiin-
dulva 6zonolizissel tortént és a feldolgoz4s sordn dime-
til-szulfoxidot alkalmaztak).

0,1 mg SHMT-t 100 ul pufferben oldunk és az ol-
dathoz hozzdadunk 100 I szubsztrdt-elegyet. Alikvot
mintdkat vesziink 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 és 24 ora inkubdl4si
1d6 utdn.

A nagyobb (L-eritro-) termék-csticsot 22,5 perces
retenciés id6 mellett figyeljiik meg; ez a maximumot 2
Ora alatt éri el.

Az els6 2 6ra alatt egy uj kisebb cstics jelenik meg a
HPLC elemzés sor4n, amelynek retenciés ideje kb. 8
perc. 24 éra alatt ennek intenzitdsa nG, mig a kiindul4si
glicinnek és koztitermék alfa-amino-béta-hidroxi-adi-
pinsav-metilészternek megfelel§ csdcsok csokkennek.
24 6ra milva az Uj cstcsnak a glicin ill. az észter
csticshoz viszonyitott ardnya 38:47:15.

Az (j csticsnak megfelelG vegyiilet szerkezetét fiig-
getleniil végzett szintézissel és az autentikus és az
enzimes titon keletkezett termék egyitt valé injekt4la-
sdval hatdroztuk meg és azt taliltuk, hogy az L-eritro-
alfa-amino-béta-hidroxi-adipinsav (R=-CH,CH,-
COOBH).

Az autentikus vegyiilet kémiai szintézisét a boros-
tydnkGsav-félaldehid-metilészter és egy kirdlis oxazin
bér enolitja aldol-kondenz4cisjaval végezziik (D. S.
Reno et al., Tetrahderon Lett. 1990, 31, 827), majd a
kapott terméket védc’)’csoport-mentesitjﬁk €s hidrolizis-
sel a keresett vegyiiletet kapjuk.

Ebben a kiindul4si aminosavnak az enzimes szinté-
zis sordn val6 képzédése az eredetileg képzédot ami-
nosav-monometil-észter-hidrolizise segitségével ko-
vetkezik be. Mivel a termék egy tovabbi ionizilt kar-
bonsav-csoportot tartalmaz, nem szubsztrat a reverzibi-
lis enzimes aldol-kodenzici szdmdra. Igy az tij amino-
sav-termék (L-eritro-alfa-amino-béta—hidroxi-adipin—
sav) felhalmozédik.

Mint két karbonsav-csoportot tartalmazé aminosav
€z a termék a reakciGelegyb6l ioncseréls kromatogrifi-
aval kiilonithetS el és tisztithaté (. P. Greenstein—-M-
Winitz; Chemistry of Amino Acids, vol. 2, p. 1452~
1460, J. Wiley & Sons, New York, 1961).

2. példa
alfa-Amino-béta-hidroxi-adipinsav-mono-izopro-
pil-észter :

26,1 mg (0,348 mmdl) glicint 10,0 ml pufferben ol-
dunk és hozzdadunk 34 mg borostyanké&sav-félaldehid-
izopropil-észtert (amely az el&éllitasi maveletbsl sz4r-
mazé DMSO-t tartalmaz). DMSO-nak az inkubécigs
elegyben val6 jelenléte nem befolydsolja hitranyosan
az enzimet, illetleg a reakciét. Az aldehid koncentrs-
cija a pufferben a jelenlevs DMSO mennyiségének
levondsa utdn 18 mmél. A glicin kiinduldsi koncentrs-
cidja az inkubdlis sordn az elegyben 17,4 mM, az alde-
hidé pedig 9 mM.
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A szubsztrat-keveréket (100 pl) hozzdadjuk 0,1 mg
SHMT 100 pl pufferrel elkészitett oldatdhoz és a blank
enzim oldathoz.

Alikvot mintdkat vesziink 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0;
17,25; 25 és 52 6ra elteltével és HPLC-vel megvizsgél-
Jjuk ezeket. A f6 termék-csiics (L-eritro-) 25 perces
retenciés idS utdn jelenik meg — azaz 0,5 6ran beliil —
és 24 6ra alatt né maximadlisra.

3. példa
alfa-Amino-béta-hidroxi-pimelinsav-monometil-
észter

Az ebben a reakcidban felhaszndlt glutdrsav-félal-
dehid-metil-észter kb. 1:1 tomegardnyban tartalmaz
DMSO-t. A DMSO melléktermék az aldehid elallitasi
reakcidjdban, amelynek 1ényege az 1-metoxi-ciklopen-
tén 6zonolizise és amelynek sordn a feldolgoz4si fazis-
ban DMSO-t alkalmaznak (D. L. Cline et al., Tetrahed-
ron Lett. 1980, 36, 1399).

A szubsztrit oldatot dgy készitjiik el, hogy 25,6 mg
(0,341 mmdl) glicint és 66,7 mg aldehid/DMSO keve-
réket 10 ml pufferben oldunk. Igy a glicin koncentraci-
6ja 34,1 mM, mig az aldehid€ kb. 25 mM.

Az enzim-oldat 0,1 mg SHMT-t tartalmaz 40 pl (és
nem 100 pl) pufferben oldva. 40 pl szubsztrat oldatot
hozziadunk az enzimoldathoz ill. a blankhoz és a szo-
kdsos médon végezziik az inkubdldst. 10 pl térfogati
alikvot mintdkat vesziink 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 és
17,0 éra elteltével. A 0,5 6rds mintdban a HPLC kro-
matogramon 23,7 percnél egy enzim hatésdra keletke-
zett cstics jelenik meg, amely a keresett terméknek
felel meg. Az integrélas kb. 20%-os kitermelésre mu-
tat. 22,3 percnél egy misodik kis csics jelenik meg,
amely ugyancsak enzimhatdsra képzddik. Ez kisebb
mennyiség( treo-izomernek felel meg.

4. példa

alfa-Amino-béta-hidroxi-gamma-oxo-valeridnsav

25,5 mg glicint (0,340 mmél) és pirosz6ldsav-alde-
hidet (40 témeg%-os oldatbél 61,1 mg; 0,327 mmél pi-
roszGlGsav-aldehid) 10 ml pH 7,2 pufferben oldunk;
igy a térzsoldatban 34 mM glicin és 32,7 mM pirosz6-
16sav-aldehid koncentréciét allitunk be. 1,5 mg nétri-
um-metavanadatot adunk hozzd (Aldrich, 90% tiszta-
sdgi vegyiilet). Kb. 30 perc alatt ez felolddik és kon-
centrdcidja 1,11 mM,

Az enzim oldathoz (0,1 mg SHMT 80 l-ben) 80 i
szubsztrat oldatot adunk. 10 pl-es mintdkat vesziink
0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 29 és 53 6ra elteltével.

A HPLC-vel végzett aminosav-meghatdrozds arra
mutat, hogy az dj aminosav 8,5 perces retenciés idGvel
jelenik meg. Annak igazoldsdra, hogy ez a keresett
aminosav, autentikus racém anyagot 4llitunk el§ a réz-
glicindt médszerrel. Ezek szerint 4,23 g réz(IDglicina-
tot (20 mM) 10 ml 9M vizes KOH-ban oldunk. Az
oldathoz piroszGlsav-aldehidet (40 tomeg%-os vizes
oldatb6l 16,2 ml-t; ez 7,0 g=9,71 mM aldehidnek fe-
lel meg) adunk. 5,25 6ra eltelté vel 3M ammo6nium-hid-
roxidot (40 ml) adunk a kapott barna szini oldathoz és
az olddszereket ledesztilldljuk. Bama szind olajat ka-
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punk. Az olajat NH,*-alakd Dowex—50 gyantat tartal-
mazd oszlopon vezetjitk at; az eludlast vizzel végez-
ziik. Igy a félig tisztitott aminosavat kapjuk.

5. példa

alfa-Amino-béta-hidroxi-6-formil-hexdnsav

Ebben az inkubacids elegyben az aldehid még tar-
talmaz jelentGs mennyiségii DMSO-t azzal Gsszefiig-
gésben, hogy elGallitasa a dihidropirdn 6zonolizisével
tortént és a feldolgozds soran DMSO-t alkalmaztak.
10,0 ml pufferhez 39,5 mg (kb. 0,20 mmél, a DMSO-t
is figyelembe véve) O-formil-4-hidroxi-butanolt €s
25,5 mg (0,340 mol) glicint adunk.

40 pl szubsztrat oldatot adunk az enzim-oldathoz
(0,1 mg SHMT 40 pl-ben) és a blank oldathoz. A két
szubsztrat koncentrdcidja az inkubdciés elegyben
17 mM (glicin) és 10 mM (aldehid). 10 pl-es alikvot
mintdkat vesziink 0,5; 1,0+ 2,0+, 3,0+ 7,0 és 24 6rai
inkubdlasi id6 utdn.

A 0,5 érakor levett elsG mintdban aminosav-elem-
zéssel két 0j aminosav mutathaté ki. 15,6 percnél —
kozvetleniil a glicin cstics utdn — egy Kkis cstcs jelenik
meg. A méasik egy nagy, éles korvonali csics
22,5 percnél. A harmadik éraban a 22,5 percnél levé
cstics — amely a vart aminosavnak felel meg — maximu-
mot ér el, a glicin-csiics kb. 10%-4nak megfeleld mér-
tékben, majd lassan csékken, mig a 15,6 percnél meg-
Jjelend cstics intenzitdsa kissé nd. A 15,6 percnél eludlé-
dé aminosav az a termék, amely a hangyasav-észternek
a reakcidelegyben végbemend lassii hidrolizise sordn
keletkezik. Szerkezete az alfa-amino-béta-hidroxi-6-
hidroxi-hexdnsavénak felel meg.

6. példa

alfa-Amino-béta-hidroxi-delta-(2-furil)-valeridnsav

A szubsztrat oldatot ugy éllitjuk el&, hogy 25,5 mg
(0,340 mmol) glicint és 46,3 g (0,373 mmdl) aldehidet
10,0 ml pufferben oldunk. Az aldehid (egy folyadék)
oldédésa kb. 15 percet vesz igénybe.

100 pl szubsztrat oldatot hozzaadunk az enzim ol-
dathoz (0,1 mg SHMT 100 pl pufferben) és az elegyet
37 °C-on inkubdljuk. 0,55; 1,0; 2,0; 4,25+ 8,0 és 21 6ra
miilva vesziink alikvot mintdkat. 0,5 6ra alatt egy 21,3
perces retencids idGvel rendelkezd csiics jelenik meg a
HPLC elemzés sordn, amely arra mutat, hogy a glicin
kb. 3%-ban alakult 4t az aldol-termékké.

7. példa

Az alfa-amino-béta-hidroxi-hex-5-insavat propar-
gil-aldehiddel éallitjuk el6, az elGbbi példdkban leirt
inkubicibs eljarasok szerint.

8. példa

Az alfa-amino-béta-hidroxi-hex-5-énsavat allil-al-
dehid alkalmazasaval kapjuk, az el6z§ példdkban leirt
inkubécids koriilmények kozott.

9. példa
Az alfa-amino-béta-hidroxi-pent-4-énsavat gy al-
litjuk elS, hogy akroleint haszndlunk és az el6z8 pél-
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dékban leirt eljdrdsokat kovetjiik
alkalmazzuk.

ill. kériilményeket

10. példa

Az alfa-amino-béta-hidroxi—delta—ciano-valcriénsa-
vat béta-ciano-propion-aldehid felhasznéldsaval kap-
Juk, az el6z6 példakban megadott koriilmények kozott,

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras (I) 4ltaldnos képletl béta-hidroxi-alfa-
aminosavak el64llitdsdra — a képletben
R jelentése 2-6 szénatomos alkenil-, 2-6 szénatomos
alkinil-csoport vagy észterezett karboxil-, 14
szénatomos alkoxicsoporttal, ciano-, hidroxi-, 1-4
szénatomos alkanoil-oxi-, fenil- vagy furilcsoport-
tal helyettesitett 1-6 szénatomos alkilcsoport —,
azzal jellemezve, hogy 30 °C és 55 °C kdzo6tti hémér-
sékleten vizes oldatban 5,5 és 9,0 kozétti pH-értéken
egy RCHO 4ltalanos képletd aldehidet — amelyben R
Jelentése a fenti — és glicint piridox4l-5’-foszf4t jelenlé-
tében szerin-hidroxi-metil-transzferszzal reagaltatunk.
2. Az 1. igénypont szerint eljdras, azzal jellemezve,
hogy R helyén észterezett karboxilcsoporttal vagy 1-4
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szénatomos alkanoil-oxi-csoporttal helyettesitett 1-4
szénatomos alkilcsoportot tartalmazé (D) 4ltaldnos kép-
letid vegyiileteket 4llftunk el5.

3. Az 1. igénypont szerint eljdrds, azzal jellemezve,
hogy RCHO A4italdnos képletd aldehidként (Ic) 4ltals-
nos képlet(i aldehidet alkalmazunk, amelyben
R, jelentése 1-4 szénatomos alkil-, benzil-, difenil-

metil-, 4-metoxi-benzil- vagy 4-nitro-benzil-cso-

port, €s
n értéke 2 vagy 3.

4. A 3. igénypont szerint eljdras, azzal jellemezve,
hogy RCHO 4ltaldnos képletii aldehidként borostyan-
kdsav-félaldehid-metil-észtert alkalmazunk.

5. A 3. igénypont szerint eljdrds, azzal jellemezve,
hogy RCHO iltaldnos képletd aldehidként glutdrsav-
félaldehid-metil-észtert alkalmazunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy az R helyén észterezett karboxil-, 14 szén-
atomos alkanoil-oxi-, fenil- vagy furil-csoporttal he-
lyettesitett 1-6 szénatomos alkilcsoportot tartalmazé
(I) altaldnos képletd vegyiileteket allitunk elg.

7. A 6. igénypont szerint eljards, azzal jellemezve,
hogy a béta-hidroxi-alfa-aminosavat L-eritro-diasztere-
omer alakban 4llitjuk elG.
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