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(57) Anoticia:

Je opisany spbsob vyroby proteinogénnych alebo neprotei-
nogénnych L-aminokyselin z racemickych N-acetyl-D,
L-derivétov, pri ktorom sa (a) enzymatickym Stiepenim ra-
cemétu pomocou izolovaného rekombinantného enzymu
selektivne deacetylujii N-acetyl-L-derivity koreSponduju-
cich L-aminokyselin, zatial &o sa N-acetyl-D-derivity ko-
redpondujicich D-aminokyselin nedeacetyluji a (b) ziskané
deacetylované L-ami-nokyseliny sa preparativne od nedea-
cetylovanych N-acetyl-D-derivitov a/alebo nelpine dea-
cetylovanych N-acetyl-L-derivitov oddelia.
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SPOSOB VYROBY L-AMINOKYSELIN Z ICH RACEMICKYCH N-ACETYL-
D,L-DERIVATOV ENZYMATICKYM STIEPENIM RACEMATU POMOCOU
IZOLOVANEHO, REKOMBINANTNEHO ENZYMU

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka spdsobu .vyroby L-aminokyselin zich racemickych N-
acetyl-D,L-derivatov enzymatickym Stiepenim raceméatu pomocou izolovaného,
rekombinantného enzymu.

Doterajsi stav techniky

Vyroba neproteinogénnej aminokyseliny L-PPT (L-fosfinotricin) delenim
racematu bola dosial opisana s vysokou &istotou a vytazkom iba Stiepenim
. fenacetyl-fosfinotricinu pomocou penicilin-G-acylazy z Escherichia coli (DE-A-
3048612). Syntéza fenacetyl-PPT je ale v porovnani s N-Ac-PPT nakladnejsia
a drah$ia. Av8ak penicilin-G-acyldza nem4 Ziadnu $pecifiénost pre alifatické
acylové zvySky a tym tiez nie pre N-Ac-PPT. Iné zndme acylazy nemaju
rovnako Ziadnu alebo iba nepatrni substratova Specifignost pre N-Ac-PPT a
boli dosial pouZit¢ iba v mikrobialnych biotransforméciach bez vyéistenia
enzymu (ako je napriklad opisané v DE-A-2939269). Tym boli dosiahnuté iba
velmi nepatrné vytazky za jednotku &asu na jednotku priestoru. Z patentovej
prinlasky EP-A-0382113 je zname L-8pecifické Stiepenie N-Ac-PPT esterov
karboxylovych kyselin acyldazou |. TieZ tento enzym nem& viak Ziadnu
Specificnost pre volné karboxylové kyseliny a vyZaduje preto esterifikaciu ako
dodato&ny syntézny krok pri priprave substratu.

Patentovd prihladka DE-A-19652284 opisuje cielent izol4ciu
mikrobialnych deacetyldz z pddnych vzoriek so $pecifidnostou pre N-acetyl-
aminokyseliny, vyhodné N-acetyl-fosfinotricin (N-Ac-PPT), ako i klonovanie
koreSpondujacich génov zo Stenotrophomonas sp. a Comamonas acidovorans.

Na zaklade zistenej sekvendnej homolégie a uskuto&neného testu
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substratovej Specifi€nosti mohlo byt ukazané, Ze opisované deacetylazy patria
k skupine hipurat-hydrolaz (EC 3.5.1.32), ktorych prirodny substrat je N-
benzoyl-glycin, derivat aminokyseliny s aromatickou N-acylovou funkciou. Preto
bolo zaujimavé, Ze tieto enzymy moéZu tiez akceptovat ako substrat N-
acetylované aminokyseliny, obzvlast' N-acetylfosfinotricin, pri¢om ide o derivaty
aminokyselin s N-acylovymi funkciami. Z patentovych prihla§ok DE-A-2939269
a DE-A-2717440 je zname, Ze herbicidny G&inok racemického fosfinotricinu
samotného vychadza z jeho L-enantioméru (L-PPT).

Vtejto suhvislosti bolo zaujimavé, Ze zistené deacetylazy Stiepia
s vysokou $Specificnostou okrem L-enantiomérov N-acetyl-PPT rovnako N-
acetyl-derivaty niektorych proteinogénnych aminokyselin. Preto sa vhodné tieto
enzymy vyborne na vyrobu L-aminokyselin, obzviast herbicidne Gc€inné latky L-
fosfinotricinu, zich racemickych N-acetyl-derivatov podfa principu $tiepenia
racematov, ako je opisané napriklad v patentovych prihlaskach EP-A-0304021,
DE-A-2939269 a DE-A-3048612.

Podstatné nevyhody v troch vy$Sie uvedenych patentovych prihlaSkach
véak spoéivaju vtom, Ze (1) sa mdéZzu pouzivat iba nepatrné koncentracie
substratu (asi 0,5 % v pripade patentovej prihlasky DE-A-2939269), &im je
technickd spdsobilost hodnotenda ako nepatrna, Ze (2) sa pracuje
s neizolovanymi enzymami, &im sa problematika vedfajSich reakcii a
nasledujucich &istiacich krokov neda rieSit alebo sa rieSi za cenu vysokych
nakladov a Ze (3) je potrebna cenovo néakladna priprava produktu (ako je to
v pripade patentovej prihlasky DE-A-3048612).

Uloha predloZeného vyndlezu spodiva vtom, exprimovat jednu alebo
viacero novych deacetylaz (ako st uz charakterizované v DE-A-19652284) vo
vhodnej forme a mnoZstve a umoznit pomocou tychto enzymov vyrobenie L-
PPT ako i niektorych proteinogénnych L-aminokyselin z chemicky velmi
jednoducho pristupnych N-acetyl-D,L-derivétov, §tiepenim racematu s vysokymi
vytazkami a enantiomérnou ¢istotou.

V pripade, Ze enzymaticka aktivita je uZ pribliZne znama a v ktorom tiez
uz bolo uskutoinené klonovanie enzym kodujicej sekvencie nukleovych
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kyselin, spociva prva &innost vtom, Ze sa prevedie zodpovedajici fragment
nukleovej kyseliny na vhodny vektor aby sa potom uskutoéiiovala nadprodukcia
vo vhodnom bakterialnom kmeni a/alebo aby sa po nadexpresii izoloval. Takto
izolovany enzym sa méze bud pouzit priamo na enzymatick( reakciu alebo sa
ale cez vhodné kopula&né skupiny fixuje na matrici.

Je mozné odporutit prvy enzymaticky test, aby sa ziskalo zakladné
potvrdenie, &i prebieha poZadovana reakéia. VSetky dalie kroky sliZia na
optimalizacii parametrov so zretefom na Specifiénost reakcie (vztiahnuté na
edukt a produkt), reaként rychlost, Specificnost reakcie, éas trvania polovice
reakcie s pouzitym enzymom, ako i mozné koncentracie substratu. V pripade, _
Ze jednotlivé parametre nezodpovedaji presne poZiadavkam, je mozné
uskuto&nit vhodné zmeny na sekvencii aminokyselin kédujicich enzym, ktoré
by mali za nasledok dalSiu optimalizaciu predmetného prirodného enzymu.

Klonovanie jednotlivo pouzivanych deacetyldz bolo uZ opisané
vprihladke DE-A-19652284. Pre =zodpovedajice deacetyldzy kéduijtice
fragmenty nukleovych kyselin boli, ako je uvedené vprikiade 1 a dalej,
preklonované na zodpovedajice expresné vektory, aby sa tym zaistila nutna
miera jednoznadnej substratovej Specifitnosti a nepritomnost vedrajsich
reakcil. Tak mohla prihlagka DE-A-19652284 sice ukazat, Ze N-acetyl-L-PPT je
deacetylovany, avéak nemohlo byt ukazané, Ze N-acetyl-D-PPT nie je rovnako
deacetylovany. Zaveretna reakcia N-acetyl-L-aminokyselin a N-acetyl-L-PPT
predstavuje v8ak elementéarnu vyhradu pre tu zamysfané technické riegenie.

Podstata vynalezu

Predmetom predloZeného vynélezu je spdsob vyroby proteinogénnych
alebo neproteinogénnych L-aminokyselin z racemickych N-acetyl-D,L-derivatov,
ktorého podstata spociva v tom, Ze sa

(@) enzymatickym Stiepenim racematu pomocou izolovaného,
rekombinantného enzymu, selektivne deacetyluju N-acetyl-L-derivaty
koreSpondujucich L-aminokyselin, zatial & sa N-acetyl-D-derivaty
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koreSpondujicich D-aminokyselin nedeacetyluji a

(b) ziskané deacetylované L-aminokyseliny sa preparativne od
nedeacetylovanych N-acetyl-D-derivatov alalebo netpine
deacetylovanych N-acetyl-L-derivatov oddelia.

Vynalez sa tyka obzvlast spésobu vyroby L-fosfinotricinu (L-PPT) z N-
acetyl-D,L-fosfinotriciny enzymatickym Stiepenim racematu pomocou
izolovaného rekombinantného enzymu.

Dalej sa vynalez tyka spdsobu vyroby kyseliny L-glutamovej, L-histidinu,
L-leucinu, L-glutaminu a/alebo L-fenylaminu z ich koreSpondujicich N-acetyl-
D,L-derivatov enzymatickym Stiepenim racematu.

Dalej sa tyka vynalez spbsobu, ktorého podstata spo&iva v tom, Ze sa
enantioselektivna vyroba jednej alebo viac L-aminokyselin zich
kore$pondujacich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov uskuto&iiuje s jednou
alebo viacerymi deacetylazami zo skupiny hipurat-hydrolaz, pricom sa obzvlast
uskutoéiuje enantioselektivna vyroba L-fosfinotricinu, kyseliny L-glutdmovej, L-
histidinu, L-leucinu, L-glutaminu a/alebo L-fenylalaninu z ich koreSpondujucich
racemickych N-acetyl-D,L-derivatov s jednou alebo viacerymi deacetylazami zo
skupiny hipurat-hydrolaz.

Obzvlast sa vynélez tyka spdsobu, ktorého podstata spoéiva v tom, Ze
sa enantioselektivna vyroba jednej alebo viac L-aminokyselin zich
kore§pondujacich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov uskuto&iiuje s enzymami
deac 1 zo Stenotrophomonas sp. al/alebo deac 2 z Comamonas acidovorans
(obe deacetyldzy su opisané v DE-A-19652284) a pri tom celkom obzviast
spdsobu, ktorého podstata spoéiva vtom, Ze sa enantioselektivna vyroba L-
fosfinotricinu, kyseliny glutdmovej, L-histidinu, L-leucinu, L-glutaminu a/alebo L-
fenylalaninu zich kore3pondujicich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov
uskutoéiiuje s enzymami deac 1 zo Stenotrophomonas sp. alalebo deac 2
z Comamonas acidovorans (obe deacetylazy st opisané v DE-A-19652284).
Oba enzymy maju signifikantni sekven&ni homol6giu, ktora poskytuje
identicka alebo aspofi podobn( funkciu pri Stiepeni N-acetyl-D,L-derivatov.
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Dalej sa tyka vyndlez pouzitia vyrobenych rekombinantnych deacetylaz
ako biokatalyzatorov, ktoré dovoluju uskuto&fiovanie zodpovedajtcich reakcif
s vysokymi koncentraciami substratu a/alebo za dosiahnutia vysokych vytaZkov
za jednotku ¢asu na jednotku priestoru, obzvlast za pouZitia rekombinantnych
deacetylaz v imobilizovanej forme.

Dalej sa vynilez tyka uskuto&fiovania vysSie opisaného spésobu pri
reékénych teplotach asi v rozmedzi 25 °C az 65 °C, vyhodne pri reak&nych
teplotach asi 30 °C aZ 45 °C a obzvlast vyhodne asi 35 °C az 40 °C.

Dalej sa tyka vynalez uskuto&iiovania vysSie opisaného spbsobu pri
koncentraciach substratu asi 10 mM a2 1500 mM, vyhodne pri koncentréciach
substratu vy$Sich ako 50 mM, obzvia&t vyhodne pri koncentraciach substratu
vysSich ako 250 mM a celkom obzvlast vyhodne pri koncentracidch substratu
vysSich ako 500 mM.

Dalej sa vyndlez tyka delenia L-aminokyselin alebo L-PTC, vyrobenych
pomocou vysSie opisanych krokov, od koreSpondujicich N-acetyl-D,L-
derivatov, ktoré bud - ako v pripade N-acetyl-D-derivatov - nezreagovali alebo -
ako v pripade N-acetyl-L-derivatov - nezreagovali tpine. VyuZitelné spOsoby su
pri tom pouzitie i6nomenicovej chromatografie na kyslom i6nomenici alebo tiez
extrakcia N-acetyl-D,L-derivatov pomocou organického rozpustadia, ako je
naprikiad metylizobutylketon, pric¢om pred tym vyrobené L-aminokyseliny alebo
L-PTC prechadzaja do vodnej fazy, z ktorej sa potom zakoncentruji suSenim.

Prikiady uskutoénenia vynélezu

1. Produkcia deac-enzymu ako rekombinantného protefinu z Escherichia coli

Deac 1-8truktimy gén zo Stenotrophomonas sp., kédujuci pre N-Ac-
PPT-Specificki deacetylazu, bol klonovany ako 1,4-kb BamHI/Sall fragment
(opisané v DE-A-1965284) do BamHI/Sall-Stiepneho miesta HisTag-
expresného vektora pQE30 firmy Quiagen [Quiaexpress Kit, Type IV, Katalog
Nr. 32149, Stlber a kol. (1990), Immunological Method, Lefkovits |. a Pernis B.,
eds., vol. IV, Academic Press, New York, pp, 121-152).
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VSetky molekularne biologické prace sa uskuto&iiuju podfa Standardnych
protokolov, ako je napriklad opisané v publikécii Ausubel a kol. (1995), Current
Protocols in molecular biology, John Wiley and Sons, New York. Religovany
konstrukt bol transformovany do vyrobcom (Quiagen) doporuéovaného
bakterialneho kmeiia E. coli M15 a rekombinantné klony boli selektované na
100 pg/ml ampicilinu a 25 pg/ml kanamycinu. Expresia rekombinantného
fazneho proteinu bola indukovana pridavkom 1 mM UPTG. Bunky boli 4 az 5 -
hodin po indukcii oddelené a aZ do spracovania proteinu udrzované pri teplote -
20 °C.

Pomocou SDS/polyakrylamidovej elektroforézy bunkového alikvétu
indukovanych klonov mohol byt dokazany HisTag-deac 1-fiizny protein ako
dodatocné pasy 49-kDa,

Dokaz enzymatickej aktivity deacetylazového flzneho proteinu sa
uskutodfioval v radioaktivnej vzorke pomocou [**C}-N-acetyl-L-PPT ako
substratu. K tomu sa permeabilizuje 200 pl indukovanej kultary s 0,5 % toluénu
a 0,5 % etylalkoholu po¢as 30 mintt pri teplote 37 °C. Bunkové pelety sa potom
resuspenduja v 25 pl 0,1 mM ["C]-N-acetyl-L-PPT, 10 mM chloridu sodného a
10 mM fosforeénanu sodného, pH = 7,5 a inkubuji sa po&as jednej hodiny pri
teplote 37 °C. Pre kvantitativne stanovenie [“C}-L-PPT sa analyzuje 5 pl
alikvotu testovanej vsadzky pomocou chromatografie na tenkej vrstve na
dostickach HPTLC-celulézy (Merck) za pouZitia pohyblivej fazy n-
propanol/amoniak (3:2). Radioaktivne pasy su zrejmé pri pouZiti autoradiografie
na réntgenovom filme.

Pre kvantifikdciu enzymovej reakcie boli testované vsadzky merané
v radio-HPLC so Spheriosorbom® SAX ako deliacim stipcom (pohybliva faza : 5
mM KH2PO4, 10 % metylalkohol, pH = 1,92, hodnota toku : 0,5 mi/min). Za
tychto podmienok eluuje [“C}-L-PPT okolo 4,5 minit a ['“C]-N-acetyl-L-PPT
okolo 6,5 minat.

Expresny klon s najvy$Sou N-acetyl-L-PPT-8pecifickou deacetylazovou
aktivitou produkuje deacetylaza-protein podfa semikvantitativneho stanovenia
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s podielom asi 10 % celkového proteinu a bol pouzity na &istenie enzymu a
dalej opisanej biotransformécie.

2. Cistenie deacetylazy afinitnou chromatografiou

Izolacia deacetylaza-proteinu z opisaného klonovania novo uvedeného
expresného - kmefia pQEDEAC podfa prikiadu 1, sa uskutodfiuje podra
Quiagen-protokolu (Quiaexpress-Kit) afinitnou chromatografiou na nikel-
nitriloacetatovej matrici (Ni-NTA) za nativnych podmienok. K tomu sa
fermentuje a indukuje 800 ml expresného kmefia pQEDEAC, ako je opisané
vpriklade 1. Ziskané bunkové pelety (4 g) sa resuspenduji v 20 ml lyzneho
pufra a rozloZia sa ultrazvukom. Po odstredeni sa ¢iry lyzat proteinu (120 mg
celkového proteinu) zmieSa so 4 ml 50 % Ni-NTA-suspenzie pre vazbu HisTag-
fuzneho proteinu a materidl sa potom nanesie na enzymovy stipec. Afinitna
matrica sa premyje 10 objemami premyvacieho pufra a potom sa eluuje 4 ml
elucného pufra. Na preskusanie afinitného &istenia sa alikvoty bunkového
rozkladu, premyvacich roztokov a eludtu analyzuji pomocou
SDS/polyakrylamid-gélovej elektroforézy. Aktivita deacetyldzy réznych proteiny
obsahujacich frakeil bola stanovovand pomocou radioaktivnych vzoriek,
opisanych v priklade 1 (reak&na vsadzka: 9 pl roztoku proteinu + 1 pl 1 mM
[“CI-N-acetyl-L-PPT, reakéné podmienky: pozri vysSie). Na kvantitavine
stanovenie enzymu boli frakcie proteinu inkubované s 50 mM N-acetyl-D,L-PPT
(9 i roztoku proteinu + 1 pl 500 mM N-acetyl-D,L-PPT) po&as 30 minat pri
teplote 37 °C. Ziskany PPT bol potom merany v analyzatore aminokyselin
(Biotronic LC 5001).

Protein v surovom extrakte po rozloZeni buniek mal Specifickti aktivitu
deacetylazy 3 nkat/mg proteint: (1 nkat = 1 nmol substratu/s). Z 800 ml kultary
expresného kmeila mohlo byt izolované afinithou chromatografiou 10 mg
HisTag-deac-fuzneho proteinu so $pecifickou aktivitou 20 nkat/mg proteinu a
&istotou asi 80 %.
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3. Substratova $pecifinost a stereoselektivita deacetylazy

Na skuSku substratovej Specifitnosti a stereo$pecifitnosti deac 1-
proteinu bolo inkubované 5 g &isteného enzymu v 20 pl vsadzok v 10 mM
NaCl, 10 mM fosfore&nanu sodného, pH = 7,5 so vzdy 25 mM v tabulke 1
uvedenych  N-acetyl-L-ami~okyselin, pripadne  zodpovedajicich D-
enantiomérov. Na porovnanie bola pouzita kyselina hipurova (N-benzoyl-glycin)
ako prirodny substrat deacetylazy. Vzorky boli inkubované poéas jednej hodiny
pri teplote 37 °C a potom boli skiSané na tvorbu vofnych aminokyselin
v analyzatore aminokyselin (Biotronic LC 5001). Vtabulke 1 st uvedené
relativne aktivity deacetylazy pre L-enantioméry r6znych substratov. Okrem
kyseliny hipurovej a N-Ac-L-F: T &tiepi deac 1-enzym tieZ eSte N-acetyl-derivaty
mnohych prirodnych aminoky.elin, obzvlast N-Ac-L-glutdamovej kyseliny, N-Ac-
glycinu, N-Ac-L-histidinu, N-# :-L-ornitinu, N-Ac-L-leucinu, N-Ac-L-glutaminu a
N-Ac-L-fenylalaninu. Vo vSet: ;ch pripadoch bol enzym aktivny vyhradne s L-
enantiomérmi, zatial ¢o zo- -ovedajice D-zligeniny nemohli byt v Ziadnom
pripade zreagované. Vo vi tkych pripadoch (pozri tabulka 1) prebiehala
reakcia N-acetyl-L-derivatu i1 vo velmi nepatrnej miere alebo neprebiehala
vbbec.
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Tabulka 1 : Substratova Specifi¢nost deac-enzymu

Substrat’ " Rel. aktivita® [%]

kyselina hipurova (N-benzoyl-glycin) 100
N-Ac-L-fosfinotricin 43
N-Ac-L-ornitin 37
N-Ac-L-metionin 0
N-Ac-L-tryptofan ' 04
N-Ac-L-fenylalanin 24
N-Ac-L-tyrozin 11
N-Ac-L-glutamova kyselina 100
N-Ac-L-glutamin 30
N-Ac-L-glycin 59
N-Ac-L-histidin - 43
N-Ac-L-leucin 33
N-Ac-L-valin

N-Ac-L-serin

N-Ac-L-prolin

. Pri vSetkych zlG€eninach ide o L-enantioméry

2, Specificka  aktivita, nameran4 s kyselinou  hipurovou  [nmol
glycinu/min/mg proteinu} bo': stanovena ako 100 % a ostatné hodnoty st
k tomu vztahované

4. Stiepenie racemétu N-ace'yl-D,L-fosfinotricinu biotransformaciou s bunkami
deac-produk&ného kmeiia

400 ml kultary expr: sného kmefia pQEDEAC boli fermentované a
inkubované rovnako, ako je opisané v priklade 1. Oddelené bunky sa potom
premyjud v 10 mM NaCl. *" r-M fosforeénanu sodného, pH = 7,5 a cez noc sa
lyofilizuju. Takto spracc: *  unky sa mdzu skladovat vefa tyzdriov pri tepiote
4 °C za zachovania vysoke: Specifickej deacetylazovej aktivity a mézu sluzit
v nasledujtcich pokusoch ak.  biokatalyzator.

31858/H



10

2 mg lyofilizovanych buniek sa resuspenduji v 1 mi nasledujtcich
roztokoch substratov s réznymi koncentraciami.

(1) 10 mM N-acetyl-D,L-PPT, dvojsodna sofl (0,3 %)
(2) 50 mM N-acetyl-D,L-PPT, dvojsodna sof (1,3 %)
(3) 100 mM N-acetyl-D,L-PPT, dvojsodna sof (2,6 %)
(4) 250 mM N-acetyl-D,L-PPT, dvojsodna sof (6,7 %)
(4) 500 mM N-acetyl-D,L-PPT, dvojsodna sof  (13,3%)

Vsadzky obsahovali ako reakény pufor 10 mM NaCl, 10 mM
fosfore€nanu sodného, pH = 8,0 a boli inkubované po&as 48 hodin na trepatke
pri 100 otagkach za minGtu a pri teplote 37 °C. Volny PPT, vytvoreny pri
hydrolyznej reakcii, sa stanovuje v analyzatore aminokyselin (Biotronic LC
5001). Ziskané vysledky su zhrnuté vtabulke 2. Cistota enantiomérov
reakéného produktu bola analyzovana pomocou chiralnej HPLC s deliacim
stipcom Chirex®(D) Pnenicilamin (Phenomenex). Ako pohybliva faza bolo
pouZité 2 mM CuSQ4, 10 % metanolu s hodnotou toku 0,5 mi/min. Detekcia sa
uskutotiiovala fotometricky pri 254 nm. Za tychto podmienok eluuju referenéné
roztoky L-PPT okolo 17 minat a D-PPT okolo 21 minit. Vo vSetkych
testovanych vzorkach mohol byt ako reakény produkt dokazany iba L-PPT.
Dosiahnuté konverzné hodnoty [produkovany L-PPT/N-acetyl-L-PPT
v substrate x 100] leZali v rozmedzi 100 % pri nizkych koncentraciach substratu
(10 mM, 50 mM) a 66 % pri najvy38ich pouzitych koncentréacidch substratu (500
mM).

31858H



11

Tabufka 2: Stiepenie racematu N-acetyl-D,L-PPT v zavislosti od koncentracie

substratu |
Roztok substratu Roztok produktu* Hodnota konverzie
N-Acetyl-D,L-PPT [mM] L-PPT [mM] L-PPT/N-Acetyl-D,L-PPT [%)]
10 5 100
50 25 100
100 48 96
250 108 86
500 164 66

* : Koncentracia biokatalyzatora: 2 mg/mi

V nasledujicom pokuse bola koncentracia biokatalyzatora zvySena a
bola zachytené reakéna kinetika Stiepenia substratu. 13 mg lyofilizovanych
buniek sa resuspenduje v 1 ml roztoku substratu, pozostavajuceho z 500 mM
dvojsodnej soli N-acetyl-D,L-PPT (13,3 % w/), 10 mM NaCl a 10 mM
fosforeCnanu sodného, pH = 8,0 a inkubuje sa na trepagke pri 100 otatkach za
mindtu a pri teplote 37 °C. Na stanovenie vytvoreného L-PPT v éasovom
obdobi 55 hodin sa odoberie vzdy 50 pl alikvotu z reakénej vsadzky, odstredi
sa a kvapaliny sa aZz do analyzy zmrazia pri teplote -20 °C. Kvantitativna
analyza reakéného produktu L-PPT, ako i stanovenie &istoty enantioméru boli
uskutociiované spdsobmi, uvedenymi vyssie. Vysledky st zhrnuté v tabulke 3.
Za zvolenych podmienok bolo L-Specifické Stiepenie substratu po asi 55
hodinach ukongené. Pri tom boli dosiahnuté hodnoty konverzie asi 90 % a
vytazku za jednotku &asu na jednotku priestoru 483 [mg L-PPT/g
biokatalyzatora/h).
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Tabulka 3: Reak&na kinetika Stiepenia racematu N-acetyl-D,L-PPT

Reak&ny ¢as [h] L-PPT [mM]*
0 0
1 27,7
4 59,7
9 106,0
23 181,6
31 186,5
47 208,6
55 221,8
* Koncentracia biokatalyzatora: 13 mg/ml; koncentracia substratu: 500 mM
N-acetyl-D,L-PPT

5. Imobilizacia isteného deac-proteinu

Aby sa mohla uskutodnit enzymova reakcia s izolovanym deac-
proteinom, imobilizuje sa v priklade 2 ako HisTag-fizny protein Cisteny enzym
na polymémny nosié VINA-Epoxy Biosynth® (Riedel de Haen). Na to sa deac-
protein zakoncentruje pomocou zraZania siranom aménnym na 15 mg/m a
dialyzuje sa cez noc proti 1 M fosfore€nanu sodného, pH = 8,0. Pre Standardnu
kopulaéntl reakciu sa 10 mg proteinu pomaly trepe so 100 mg nosita VINA
pocas 2 dni pri teplote miestnosti. Potom sa imobilizat odstredi a premyje sa
raz v imobilizatnom pufri a v 50 mM fosfore¢nanu sodného, pH = 7,0. Pre
blokovanie vofnych epoxy-skupin sa nosi¢ potom inkubuje poéas jednej hodiny
pri teplote miestnosti s 50 nM fosfore¢nanu sodného, pH = 7,0 a 50 nM 2-
merkaptoetanolu. Biokatalyzator sa potom skiaduje v 1 ml 5 mM fosforeénanu
sodného, pH = /,0 a 0,02 % azidu sodného pri teplote 4 °C. Na stanovenie
kopulacie proteinu sa stanovuje obsah proteinu v roztoku pred a po imobilizacii,
ako i v premyvacich roztokoch pomocou Bradfordovej metédy [Bradford (1976),
Anal. Biochem. 72: 248-254]. Specificka aktivita deacetylazy bola merana pred
a po imobilizacii pomocou radioaktivnej vzorky, opisanej v priklade 1. Relativha

31858MH
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aktivita enzymu bola po kopulacii > 80 % hodnoty, zistenej pre rozpusteny

protein.

6. Stiepenie racematu N-acetyl-D,L-fosfinotricinu imobilizovanym deac-
enzymom v stipcovom reaktore

1 g imobilizatu enzymu (vihkd hmotnost) sa nanesie na stipcovy reaktor
a pouzije sa ako biokatalyzator pre Stiepenie racematu rézne koncentrovanych
roztokov substratu s réznymi hodnotami toku. Roztoky substratu obsahuiju
v tabulke 4 uvedené koncentracie N-acetyl-D,L-PPT, diaméniovi sof v 10 rﬁM
NaCl a 10 mM fosforenanu sodného, pH = 8,0. Reakcia sa uskutogriuje pri
teplote 37 °C pogas celkom 10 dni. Reakcie sa kvantifikuji stanovenim L-PPT,
pritomného v latke, ktora pretecie 'reaktorom. pomocou analyzy aminokyselin a
chiralnej HPLC (pozri priklad 4). Vysledky st uvedené v tabulke 4. Najvyssia
hodnota konverzie 83 % bola dosiahnuta s najvy$8ou koncentraciou substratu
(500 mM) a s najniZz§ou hodnotou toku substratu (0,03 ml/min). Vytazok za
jednotku &asu na jednotku priestoru stiipa s hodnotou toku a koncentraciou
substratu a dosahuje najvy3Sie hodnoty 181 [mg L-PPT/g biokatalyzatora/h] pri
koncentracii substratu 500 mM a toku 0,3 ml/min. Imobilizovana deacetylaza
vykazuje po cely &as trvania pokusu dobru stabilitu a ma po 10 droch pri
teplote 37 °C este asi 80 % povodnej aktivity.
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Tabutka 4: Stiepenie racematu N-acetyl-D,L-PPT imobilizovanym deac-

enzymom v stipcovom reaktore

Roztok substratu | hodnota roztok hodnota | vytaZok za ¢as na
N-Acetyl-D,L- toku produktu L- | konverzie | priestor [mg L-PPT/g
PPT [mM] [ml/min] | PPT [mM] [%] biokatalyzator/h}*
100 0,1 29,7 59 39
0,3 22,0 44 87
0,5 13,8 28 91
250 0,1 38,4 31 50
0,3 25,0 20 99
0,5 18,1 14 119
500 0,1 71,1 28 93
0,3 46,0 18 181
0,5 26,3 11 173
500 0,03 208,2 83 82

*- Reakcia pri teplote 37 °C
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PATENTOVE NAROKY

1. Spbésob vyroby proteinogénnych alebo neproteinogénnych L-
aminokyselin z racemickych N-acetyl-D,L-derivatov, vyznaéujici sa tym, Ze

(a) enzymatickym Stiepenim racematu pomocou izolovanych
rekombinantnych hipurat-hydroldz selektivne deacetyluji N-acetyl-L-
derivaty koreSpondujicich L-aminokyselin, zatial ¢o sa N-acetyl-D-
derivaty koreSpondujuacich D-aminokyselin nedeacetyluju

(b) ziskané deacetylované L-aminokyseliny sa preparativne od
nedeacetylovanych N-acetyl-D-derivatov a/alebo neupine
deacetylovanych N-acetyl-L-derivétov_oddelia.

2. Spbsob podfa naroku 1 na vyrobu L-fosfinotricinu (L-PPT) z N-acetyl-
D,L-fosfinotricinu.

3. Spdsob podra naroku 1 na vyrobu kyseliny L-glutamovej, L-histid[nu.
L-leucinu, L-glutaminu a/alebo L-fenylalaninu z kore$pondujticich N-acetyl-D,L-
derivatov.

4. Spbsob podfa jedného alebo viacerych narokov 1 aZ 3, vyznaéujici
sa tym, Ze sa uskutodiiuje enantioselektivna vyroba jednej alebo viac L-
aminokyselin zich koreSpondujucich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov
s enzymami deac 1 zo Stenotrophomonas sp. al/alebo deac 2 z Comamonas
acidovorans.

5. Sposob podfia jedného alebo viacerych narokov 1 aZ 3, vyzna&ujici
sa tym, Ze sa uskutoCiiuje enantioselektivna vyroba L-fosfinotricinu, kyseliny L-
glutdmovej, L-histidinu, L-leucinu, L-glutaminu af/alebo L-fenylalaninu z ich
koreSpondujucich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov s enzymami deac 1 zo
Stenotrophomonas sp. al/alebo deac 2 z Comamonas acidovorans.

6. Spdsob podfa jedného alebo viac z narokov 1 aZ 5, pri ktorom sa
vyrobené rekombinantné hipurat-hydrolazy pouZivaju v imobilizovanej forme.

31858ns/H
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7. Spbsob podfa jedného alebo viac z narokov 1 aZ 6, pri ktorom reakéné
teploty su asi 25 °C az 65 °C.

8. Sposob podra jedného alebo viacerych narokov 1 az 7, pri ktorom sa
substrat vyskytuje v koncentracii asi 50 mM az 1500 mM.

9. Poutitie jednej alebo viac hipurat-hydrolaz v spésobe podfa jedného
alebo viacerych narokov 1 az 8 na enantioselektivnu vyrobu jednej alebo
viacerych L-aminokyselin zich koreSpondujticich racemickych N-acetyl-D,L-
derivatov.

10. Pouzitie jednej alebo viac hipurat-hydrolaz v spésobe podfa jedného
alebo viacerych narokov 1 az 8 na enantioselektivnu vyrobu L-fosfinotricinu,
kyseliny L-glutamovej, L-histidinu, L-leucinu, L-glutaminu a/alebo L-fenylalaninu
z ich koreSponduijtcich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov.

11. Pouzitie deac 1 zo Stenotrophomonas sp. alalebo deac 2
z Comamonas acidovorans v spdsobe podra jedného alebo viacerych narokov
1 az 8 na enantioselektivhu vyrobu jednej alebo viac L-aminokyselin z ich
kore$pondujtcich racemickych N-acetyl-D,L-derivatov.

12. Pouzitie deac 1 zo Stenotrophomonas sp. alalebo deac 2
z Comamonas acidovorans v spdsobe podfa jedného alebo viac z narokov 1 az
8 na enantioselektivnu vyrobu L-fosfinotricinu, kyseliny L-glutamovej, L-
histidinu, L-leucinu, L-glutaminu a/alebo L-fenylalaninu z ich kore$pondujticich
racemickych N-acetyl-D,L-derivatov.
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