
ES
 2

 5
99

 6
44

 T
3

11 2 599 644

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C12N 9/10 (2006.01)

C12N 9/88 (2006.01)

G06F 19/00 (2011.01)

C12P 13/00 (2006.01)

G06F 19/22 (2011.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 13.08.2010 E 14190794 (9)

97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 19.10.2016 EP 2857505

Un proceso para la identificación y preparación de una omega-transaminasa (R)-específica Título:54

30 Prioridad:

02.09.2009 EP 09011271
19.05.2010 EP 10005203

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
02.02.2017

73 Titular/es:

LONZA AG (100.0%)
Lonzastrasse 38
3930 Visp, CH

72 Inventor/es:

HOEHNE, MATTHIAS;
BORNSCHEUER, UWE;
ROBINS, KAREN y
SCHÄTZLE, SEBASTIAN

74 Agente/Representante:

DE ELZABURU MÁRQUEZ, Alberto

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Un proceso para la identificación y preparación de una omega-transaminasa (R)-específica

La presente invención se refiere a procesos para la preparación de una amina quiral ópticamente activa.

Las aminas quirales desempeñan un papel importante en las industrias farmacéutica, agroquímica y química. Se 
usan frecuentemente como intermedios o sintonas para la preparación de diversas sustancias activas 5
fisiológicamente, por ejemplo farmacéuticamente activas, tales como derivados de cefalosporina o pirrolidina. En un 
gran número de las diversas aplicaciones de las aminas quirales, solo una forma particular ópticamente activa, ya 
sea el enantiómero (R) o el enantiómero (S), es fisiológicamente activa. Por consiguiente, existe una necesidad de 
proporcionar procesos para la preparación de aminas quirales en una forma ópticamente activa.

Dicha necesidad queda parcialmente cubierta por la preparación de aminas quirales mediante cristalización de sales 10
diastereoméricas por adición de ácidos carboxílicos quirales (Breuer et al., Angewandte Chemie (2004) 116, 806-
843). Otros métodos químicos usan síntesis enantioselectiva para reducir precursores proquirales con dobles 
enlaces C=N.

Entre los diferentes métodos enzimáticos que se han empleado para la síntesis de aminoácidos y aminas 
ópticamente activos, las ω-transaminasas (ω-TAs) han recibido recientemente una atención creciente, debido a su 15
potencial para la síntesis asimétrica de aminas ópticamente activas, que se emplean frecuentemente como unidades 
de construcción en la preparación de numerosos productos farmacéuticos.

Las ω-transaminasas son enzimas dependientes de PLP (piridoxal fosfato) que catalizan reacciones de transferencia 
de grupos amino. Cuando se emplean ω-transaminasas, se pueden producir principalmente aminas denominadas 
enantioenriquecidas y/o ópticamente activas puras a través de dos estrategias de reacción, (i) la síntesis asimétrica 20
que parte de cetonas, y (ii) la resolución cinética que parte de aminas racémicas. Aunque las ω-transaminasas 
exhiben una buena enantioselectividad en general, no se han usado con frecuencia en la síntesis asimétrica, aunque 
en este caso teóricamente es posible obtener un rendimiento del 100%. Un requisito específico en una síntesis 
asimétrica que emplee ω-transaminasas es el desplazamiento del equilibrio hacia el lado del producto, 
especialmente cuando se usa un aminoácido como la alanina como donante de amino, ya que en este caso el 25
equilibrio está del lado de los sustratos (cetona, alanina) y no del lado de los productos (amina, piruvato); otro 
requisito es que la estereoselectividad de la enzima debe ser perfecta, que no es siempre el caso de las ω-
transaminasas. Por lo tanto, las ω-transaminasas se usan principalmente para la resolución cinética de aminas 
racémicas, donde la enantioselectividad no tiene porqué ser necesariamente perfecta. Por tanto, aunque se han 
investigado resoluciones cinéticas de aminas racémicas, la limitación a un rendimiento máximo del 50 % dificulta 30
considerablemente su aplicación. Por otro lado, la síntesis asimétrica requiere métodos para desplazar el equilibrio 
desfavorable hacia la síntesis de enantiómeros de aminas ópticamente puras para las que se han desarrollado 
varios métodos, lo cual es un prerrequisito clave de procesos eficientes que permitan el uso de transaminasas a 
escala industrial. Dichos métodos se describen en el documento WO 2007/093372.

El documento WP 0 987 332 A1 describe un proceso para producir compuestos amino ópticamente activos, a saber 35
compuestos (R)-amino, mediante una enzima microbiana, en particular una ω-transaminasa (R)-selectiva derivada 
de Arthrobacter sp. El documento EP 1 038 953 A1 describe una ω-transaminasa (R)-selectiva adicional, que, no 
obstante, deriva de Mycobacterium aurum.

Iwasaki et al. (Biotechnol. Let. 2003 (25), 1843-1846), Koszelewski et al. (Adv. Synth. Catal. 2008 (350), 2761-2766) 
e Iwasaki et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006 (69), 499-505) describen una transaminasa R-específica 40
procedente de Arthrobacter sp. La identificación de microorganismos que proporcionen transaminasas (S)- ó (R)-
selectivas se realiza habitualmente seleccionando el microorganismo obtenido, por ejemplo, de muestras de suelo y 
enriqueciéndolas en un cultivo (Jun et al., App. Microbiol. Biotechnol. 2004 (70), 2529-2534, y Shin et al. (Biosc. 
Biotechnol. Biochem. 2001 (65), 1782-1788)). Especialmente, todas las ω-transaminasas R-selectivas descritas 
fueron obtenidas mediante cultivo de enriquecimiento. Dichos métodos requieren mucho tiempo, ya que para lograr 45
un proceso eficiente a menudo se prefiere sobre-expresar la enzima en un organismo heterólogo, tal como 
Escherichia coli. Esto requiere el aislamiento de la secuencia génica de los organismos naturales o salvajes (“wild 
type” en inglés), pero la clonación de la secuencia de DNA no siempre se logra con éxito y es un proceso que 
requiere mucho tiempo.

En particular, durante el desarrollo del proceso o para la identificación de una nueva ω-TA, la purificación de la 50
enzima y la caracterización de sus propiedades enzimáticas son de gran interés. Sin embargo, dado que la actividad 
de ω-TA se determina habitualmente con métodos de bajo rendimiento como HPLC o electroforesis capilar (EC), la 
determinación de las propiedades de la enzima bastante a menudo supone una etapa limitante.

En general, en comparación con las ω-transaminasas (S)-selectivas el número de ω-transaminasas (R)-selectivas 
disponibles es mucho más limitado. Esto se contrapone a la elevada demanda que existe de ω-transaminasas (R)-55
selectivas, que son altamente deseables para síntesis asimétrica de (R)-enantiómeros de diversas aminas quirales. 
Por tanto, sigue existiendo la necesidad de proporcionar transaminasas (R)-selectivas adicionales y los medios y 
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métodos para obtenerlas a fin de producir R-enantiómeros, en particular aminas ópticamente activas, por ejemplo 
para aplicaciones farmacéuticas o agroquímicas, que hasta la fecha o bien no se encuentran disponibles en absoluto 
o bien no pueden obtenerse mediante un proceso económicamente viable, preferiblemente a escala industrial.

Por lo tanto, la presente invención se basa en el problema técnico de proporcionar medios y métodos simples, 
rápidos y fiables para identificar, caracterizar y obtener ω-transaminasas (R)-selectivas para la producción de (R)-5
enantiómeros deseados, preferiblemente en forma ópticamente pura, que sean adecuados preferiblemente para la 
identificación, caracterización y preparación a escala industrial.

La presente invención resuelve este problema técnico mediante la provisión de las enseñanzas de las 
reivindicaciones independientes.

Por lo tanto, el presente documento proporciona un proceso para la preparación de una amina quiral ópticamente 10
activa, que comprende hacer reaccionar al menos un aceptor amino y al menos un donante amino con una ω-
transaminasa (R)-selectiva (también denominada ω-TA) preparada mediante un método que comprende las 
siguientes etapas:

a) proporcionar al menos una secuencia de biomolécula de consulta de al menos una ω-transaminasa (R)-
selectiva, preferiblemente una transaminasa que pertenezca al tipo de plegamiento IV de enzimas 15
dependientes de PLP, y al menos un banco de biomoléculas,

b) buscar en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula de consulta para identificar un grupo 
de primeras secuencias de biomolécula diana, en donde las primeras secuencias de biomolécula diana 
tienen un grado de identidad de secuencia de al menos un 20%, preferiblemente un 32%, respecto a la 
secuencia de biomolécula de consulta, calculado a nivel de aminoácidos,20

c) seleccionar en el grupo de primeras secuencias de biomolécula diana un grupo de segundas secuencias de 
biomolécula diana, que no comprendan, a nivel de aminoácidos, al menos una de las estructuras de 
secuencia de aminoácidos c1) a c3), siendo

c1) en la posición 95 a 97 una secuencia de aminoácidos Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoácido 
Ile, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoácido Arg o Lys o25

c2) en la posición 97 a 99 una secuencia de aminoácidos Tyr Xaa Gln, siendo Xaa un aminoácido, 
preferiblemente un aminoácido convencional y en la región de las posiciones 105 a 111, 
preferiblemente en la posición 107 a 109, una secuencia de aminoácidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 
un aminoácido, que preferiblemente es His o

c3) en la posición 38 Thr, en la posición 97 Lys y en la posición 107 a 109 una secuencia de 30
aminoácidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoácido, preferiblemente Gly, y siendo Xa5 un 
aminoácido, que preferiblemente es Tyr,

y que comprende

c4) en la posición 95 un aminoácido distinto a Tyr, Arg, Lys, o en la posición 95 Tyr, pero en la 
posición 97 no Arg o Lys y35

c5) en la posición 40 no Lys o Arg y

c6) en la región de las posiciones 161 a 165, preferiblemente en la posición 163, al menos una Lys

para identificar un grupo de segundas secuencias de biomolécula diana y

d) proporcionar, preferiblemente preparar, una biomolécula que tenga la segunda secuencia de biomolécula 
diana identificada en la etapa c) y que sea, o que codifique al menos parcialmente, una proteína con la 40
actividad de una ω-transaminasa (R)-selectiva.

La terminología “una biomolécula que sea o que codifique al menos parcialmente una proteína” significa 
preferiblemente que la biomolécula puede ser una proteína con la actividad de una ω-transaminasa (R)-selectiva o, 
en caso de que la biomolécula sea una secuencia de nucleótidos, al menos parte de dicha secuencia de nucleótidos 
codifique dicha proteína, preferiblemente una proteína de longitud completa. Por consiguiente, en caso de que la 45
biomolécula proporcionada sea una molécula de secuencia de nucleótidos, al menos una parte de dicha molécula de 
secuencia de nucleótidos codifica una proteína con la actividad de una ω-transaminasa (R)-selectiva, por lo que 
posiblemente una parte adicional de dicha molécula de nucleótidos presenta alguna otra función, por ejemplo una 
función reguladora o de replicación. Por lo tanto, la terminología “que proporciona una biomolécula que tiene la 
segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) y que es o codifica al menos parcialmente una 50
proteína con la actividad de una ω-transaminasa (R)-selectiva” preferiblemente es equivalente a la terminología “que 
proporciona una biomolécula que tiene la segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) que 
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puede ser una proteína con la actividad de una ω-transaminasa (R)-selectiva o que puede ser una molécula de 
secuencia de nucleótidos que incluye una secuencia que codifica dicha proteína siempre que la proteína presente la 
actividad de una ω-transaminasa (R)-selectiva”.

En una realización de la presente invención, en la etapa c2) la posición de la estructura Arg Xaa Xa3 puede variar en 
1-2 aminoácidos respecto a las posiciones 107 a 109, es decir, puede estar en las posiciones 105 a 111.5

En una realización de la presente invención, en la etapa c6) la posición de Lys puede variar en 1-2 aminoácidos 
respecto a la posición 163, es decir, puede estar en las posiciones 161 a 165.

En el contexto de la presente invención cada secuencia de aminoácidos dada, en particular la estructura de 
secuencia de aminoácidos, o la secuencia de DNA o la estructura de secuencia de DNA, se proporciona en la 
dirección desde el extremo amino al extremo carboxi o dirección 5’ a 3’, lo que sea aplicable, y a menos que se 10
especifique lo contrario. Preferiblemente, las secuencias dadas en la dirección dada se proporcionan como una tira 
continua sin ningún nucleótido o aminoácido interviniente, lo que sea aplicable.

El proceso para la preparación de una ω-transaminasa (R)-selectiva se puede llevar a cabo de un modo rápido, 
eficiente, simple, fiable y fácil. Por lo tanto, la presente invención permite identificar y preparar una ω-transaminasa 
(R)-selectiva, que no ha sido conocida o accesible previamente, lo que abre numerosas rutas para proporcionar 15
aminas quirales, preferiblemente (R)-enantiómeros, en particular en rutas de síntesis asimétrica muy eficientes. Se 
podría demostrar con éxito que incluso proteínas con un bajo grado de identidad de secuencia, por ejemplo de tan 
solo un 35%, respecto a una ω-transaminasa (R)-selectiva conocida, en contra de lo esperado, son de hecho ω-
transaminasas (R)-selectivas. De un modo particularmente ventajoso e inesperado, la presente invención permite 
proporcionar preferiblemente ω-transaminasas (R)-selectivas procedentes de Aspergillus terreus y Mesorhizobium 20
loti, siendo la ω-transaminasa de Aspergillus la primera ω-transaminasa eucariótica que convierte sustratos con (R)-
selectividad.

Básicamente, la presente invención se basa en las enseñanzas técnicas de que determinadas proteínas o sus 
secuencias de nucleótidos codificadoras, incluso con un grado bajo de identidad de secuencia con respecto a ω-
transaminasas (R)-selectivas conocidas, pueden usarse como fuente potencial para identificar y preparar ω-25
transaminasas (R)-selectivas, en donde las ω-transaminasas (R)-selectivas putativas son sometidas a escrutinio y se 
preparan discriminando las no deseadas y de este modo seleccionando de forma positiva proteínas que presenten 
estructuras de secuencia particulares en su secuencia de aminoácidos, que se atribuyen a la actividad enzimática 
deseada. Por lo tanto, la presente invención usa específicamente características estructurales particulares, en 
particular la ausencia y la presencia de aminoácidos particulares en ω-TA (R)-selectivas putativas, para identificar y 30
preparar ω-transaminasas (R)-selectivas.

Por consiguiente, en una primera etapa a) del presente proceso, una secuencia de biomolécula de consulta de al 
menos una ω-transaminasa (R)-selectiva, por ejemplo una ω-transaminasa (R)-selectiva conocida, o al menos una 
parte de secuencia característica de dicha ω-transaminasa (R)-selectiva, que preferiblemente es capaz en concreto 
de identificar una enzima dependiente de PLP de plegamiento de tipo IV, se proporciona junto con al menos un 35
banco de biomoléculas. Preferiblemente, la secuencia de biomolécula de consulta es un ORF (marco de lectura 
abierto, del inglés “open reading frame”) de una ω-TA (R)-selectiva, una secuencia de nucleótidos codificadora, o 
una parte característica de los mismos. En otra realización, la secuencia de biomolécula de consulta es ella misma 
una secuencia de aminoácido de ORF o una parte característica de la misma.

En el contexto de la presente invención, un parte características de la secuencia de biomolécula de consulta de al 40
menos una ω-transaminasa o liasa (R)-selectiva, en particular de la ω-transaminasa (R)-selectiva conocida, es una 
secuencia de biomolécula que en su forma de molécula de secuencia de DNA se hibrida en las siguientes 
condiciones con la secuencia de biomolécula de consulta de longitud completa, en particular a la secuencia de DNA
del ORF.

Los métodos para la hibridación de ácidos nucleicos tales como el DNA son bien conocidos y se describen, por 45
ejemplo, en “Molecular Cloning”, Tercera edición (2001); “Methods for General and Molecular Bacteriology”, ASM 
Press (1994); “Immunology methods manual”, Academic Press (Molecular), y muchos otros libros de texto estándar.

A continuación se incluye un ejemplo de hibridación en condiciones severas. Se incuban un filtro con un ácido 
nucleico inmovilizado sobre dicho filtro y el ácido nucleico usado como sonda en una disolución que comprende un 
50% de formamida, 5×SSC (cloruro sódico 750 mM y citrato sódico 75 mM), fosfato sódico 50 mM (pH 7,6), 50
5×disolución de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano y 20 µg/L de DNA de esperma de salmón desnaturalizado a 
42 ºC durante una noche. Después de la incubación, el filtro es lavado en 0,2×disolución SSC (aprox. 65ºC). Estas 
condiciones de hibridación severas pueden modificarse ajustando la concentración de formamida (las condiciones se 
vuelven menos severas al reducir la concentración de formamida) y cambiando las concentraciones de sales y las 
condiciones de temperatura.55

Una hibridación en condiciones menos severas se lleva a cabo, por ejemplo, incubando un filtro con un ácido 
nucleico inmovilizado sobre el mismo y un ácido nucleico usado como sonda en una disolución que comprende 
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6×SSCE: cloruro sódico 3 mol/L, dihidrógeno fosfato sódico 0,2 mol/L y EDTA 0,02 mol/L, pH 7,4), 0,5% de SDS, 
30% de formamida y 100 µg/L de DNA de esperma de salmón desnaturalizado a 37 ºC durante una noche, y lavando 
el filtro con 1×disolución SSC que contiene un 0,1% de SDS (50 ºC).

En una realización particularmente preferida, la presente invención entiende con la expresión “al menos una 
secuencia de biomolécula de consulta de al menos una ω-transaminasa (R)-selectiva” una secuencia de biomolécula 5
que es adecuada para seleccionar secuencias de biomolécula según la presencia o ausencia de las estructuras de 
secuencia c1) a c6), tal y como se han identificado en la presente memoria. Por consiguiente, dicha secuencia de 
biomolécula de consulta es una secuencia que sirve para hacer un escrutinio y para identificar aquellas secuencias 
de biomolécula que no comprendan a nivel de aminoácidos al menos una de las estructuras de secuencia de 
aminoácidos c1) a c3), y que comprendan a nivel de aminoácidos las estructuras de secuencia c4), c5) y c6). Dicha 10
secuencia de biomolécula de consulta puede venir presentada como información de secuencia de aminoácidos o 
como una molécula de secuencia de DNA o como información de secuencia de DNA.

En una realización preferida, la parte característica de la secuencia de biomolécula de consulta usada en la etapa a) 
abarca, preferiblemente consiste en, la región que va desde la posición 30 a la 170, lo más preferiblemente de la 
posición 30 a la 120 del ORF de una ω-transaminasa (R)-selectiva.15

El banco de biomoléculas se utiliza para la búsqueda en una etapa b) posterior con la secuencia de biomolécula de 
consulta para identificar un grupo de primeras biomoléculas diana, que muestren al menos un grado mínimo de 
identidad de secuencia de al menos el 20%, preferiblemente el 25%, preferiblemente el 32%, preferiblemente al 
menos el 33%, lo más preferiblemente el 34%, al menos el 35%, al menos el 36%, al menos el 40%, al menos el 
50%, al menos el 60%, al menos el 70% y al menos el 80%, al menos el 90% o al menos el 95%, con respecto a la 20
secuencia de biomolécula de consulta, en base al nivel de aminoácidos, y en donde dicho grupo de primeras 
biomoléculas diana representa una primera selección del banco de biomoléculas usado en la etapa a). Dicho grado 
de identidad de secuencia es preferiblemente una identidad de secuencia entre al menos la parte característica del 
ORF, preferiblemente esencialmente el ORF completo, en particular el ORF completo de la secuencia de 
biomolécula de consulta y al menos la parte característica del ORF, preferiblemente esencialmente el ORF completo, 25
en particular el ORF completo de las secuencias de biomolécula escrutadas. Posteriormente a dicha etapa b), de 
este grupo de primeras secuencias de biomolécula diana se seleccionan en la etapa c) aquellas que no comprenden 
como estructura de secuencia c1) en la posición 95 a 97 una secuencia de aminoácidos Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un 
aminoácido Ile, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoácido Arg o Lys, o que no comprendan como estructura de 
secuencia c2) en la posición 97 a 99 una secuencia de aminoácidos Tyr Xaa Gln, siendo Xaa un aminoácido, 30
preferiblemente un aminoácido habitual, y en la región entre las posiciones 105 y 111, preferiblemente en las 
posiciones 107 a 109, una secuencia de aminoácidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 un aminoácido, preferiblemente un 
aminoácido habitual, siendo preferiblemente His, o que no comprenda la estructura de secuencia c3) en la posición 
38 Thr, en la posición 97 Lys y en la posición 107 a 109 una secuencia de aminoácidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un 
aminoácido, preferiblemente un aminoácido habitual, que preferiblemente es Gly, y siendo Xa5 un aminoácido, 35
preferiblemente un aminoácido habitual, que preferiblemente es Tyr, mediante lo cual se discrimina y se descargan 
dichas secuencias, que no muestran al menos una de las estructuras de secuencia identificadas anteriormente c1), 
c2) ó c3). En una selección posterior o simultánea, se seleccionan las secuencias de biomolécula que de acuerdo a 
la estructura de secuencia c4) muestran en la posición 95 un aminoácido distinto de Tyr, Arg, Lys, o en la posición 
95 Tyr, pero en la posición 97 no Arg y no Lys, y que de acuerdo a la estructura de secuencia c5) no presentan en la 40
posición 40 Lys ni Arg, y que de acuerdo a la estructura de secuencia c6) tienen en la región entre las posiciones 
161 y 165 al menos una Lys, preferiblemente una Lys, preferiblemente en la posición 163 Lys, de tal modo que se 
selecciona y se identifica un grupo de segundas secuencias de biomolécula diana. El grupo de segundas secuencias 
de biomolécula diana identificadas y sometidas a escrutinio para las estructuras de secuencia identificadas 
anteriormente representa secuencias de biomolécula que son o que codifican una proteína con la actividad de una 45
ω-transaminasa (R)-selectiva, que es proporcionada de este modo.

En el contexto de la presente invención, una transaminasa es una enzima dependiente de piridox-alfosfato que 
cataliza la transferencia de grupos amino, estando clasificada preferiblemente en el tipo IV de plegamiento. Las 
transaminasas se clasifican como E.C. 2.6.1.X. De acuerdo a la presente invención, la transaminasa es una ω-
transaminasa (R)-selectiva. En el contexto de la presente invención una proteína con la actividad de una ω-50
transaminasa (R)-selectiva es una proteína que es capaz, en las condiciones de reacción apropiadas, de catalizar 
una transferencia de grupos nitrogenados tales como grupos amino desde un donante a un aceptor tal como es 
capaz de hacerlo una ω(omega)-transaminasa (R)-selectiva (beta-alanina-piruvato transaminasa). En el contexto de 
la presente invención una ω-transaminasa (R)-selectiva preferiblemente es una enzima con el código de clasificación 
E.C.2.6.1.18.55

En el contexto de la presente invención, el término “amina quiral ópticamente activa” se refiere a lo mismo que el 
término “amina quiral enantioméricamente activa”. Estos términos en particular se refieren a una preparación que 
está esencialmente libre del enantiómero no deseado. Por consiguiente, una amina quiral ópticamente activa 
comprende esencialmente un exceso de un enantiómero o incluso consiste únicamente en un enantiómero.
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En particular, en el contexto de la presente invención, una amina quiral ópticamente activa tiene una pureza óptica 
de al menos 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8 y en particular de al menos 99,9%.

En la presente invención la pureza óptica se expresa en % de exceso de un enantiómero respecto al otro 
enantiómero. Por tanto, la pureza óptica en % es el cociente de la diferencia entre las concentraciones del 
enantiómero (R) y del enantiómero (S) y la suma de las concentraciones de ambos enantiómeros (pureza óptica de 5
A en % = ([A] + [B]) : ([A] + [B]) × 100, en donde A y B representan las concentraciones de los enantiómeros (R) y (S) 
o viceversa).

En el contexto de la presente invención, un banco de biomoléculas es una fuente de biomoléculas por sí mismo o es 
una colección de datos de secuencias de biomoléculas, en particular datos de secuencia de polinucleótidos o 
polipéptidos.10

En el contexto de la presente invención, una biomolécula preferiblemente es una molécula de polinucleótido que 
porta información genética, en particular una molécula de DNA. En una realización preferida adicional de la presente 
invención una biomolécula es un polipéptido, en particular una proteína, que comprende una serie de aminoácidos. 
Por tanto, un banco de biomoléculas puede ser una fuente física de biomoléculas, en particular puede ser un banco 
génico, en particular una biblioteca genómica o de DNAc, o es una colección de información sobre dichas 15
biomoléculas, en particular una colección de datos de secuencia, en particular secuencias de aminoácidos o 
secuencias de polinucleótidos, en particular secuencias de DNA.

La presente invención también se refiere a secuencias de biomoléculas, secuencias de aminoácidos, secuencias de 
polinucleótidos o secuencias de nucleótidos, en particular secuencias de DNA, en donde dicha nomenclatura 
designa por un lado la sustancia física per se, que significa una proteína, un polipéptido o una molécula de DNA, y 20
por otro lado el contenido de información de dicha sustancia química, que, en el caso de un polinucleótido, es el tipo, 
orden y número de sus nucleótidos y, en el caso de un polipéptido es el tipo, orden y número de los aminoácidos 
individuales que conforman el polipéptido.

En el contexto de la presente invención los términos “biomolécula”, “molécula de DNA”, “molécula de polinucleótido”, 
“polipéptido” o “proteína” se refiere a sustancias químicas per se. En el caso de que la presente invención se refiera 25
específicamente a una información de secuencia de aminoácidos, a una información de secuencia de DNA, a una 
información de secuencia de polinucleótidos o una información de secuencia de biomoléculas, no se refiere a la 
forma física de una biomolécula, sino más bien a la información contenida en ella, es decir, el tipo, orden y número 
de sus constituyentes, a saber, aminoácidos y nucleótidos.

La presente invención, en una realización A) preferida, en sus etapas a) a c) es aplicable a un banco de 30
biomoléculas que es una colección de datos de secuencia de, en una realización, secuencias de polinucleótidos, en 
particular secuencias de DNA o, en otra realización, secuencias de aminoácidos, las cuales se usan ambas para 
realizar una búsqueda en la etapa b) con herramientas de alineamiento de secuencia, preferiblemente tales como 
BLAST, que es una herramienta de búsqueda de alineamiento local básica, para identificar un grupo de primeras 
secuencias de biomolécula diana (Altschul, S.F. et al. 1990. J. Mol. Biol. 215: 403; Altschul, S.F. et al. 1997. Nucleic 35
Acid Res. 25:3389-3402). Otros programas adecuados incluyen GAP, BESTFIT y FASTA en el Paquete de Software 
Wisconsin Genetics (Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI, EE.UU.). En una etapa posterior c) el grupo de 
primeras secuencias de biomoléculas identificadas es sometido a etapas de selección adicionales durante las cuales 
se usan las estructuras de secuencia identificadas para identificar y seleccionar, negativamente con las estructuras 
de secuencia c1) a c3) y positivamente con las estructuras de secuencia c4) a c6), la secuencia de biomolécula 40
deseada. Una vez identificado el segundo grupo de secuencias de biomoléculas, la presente invención utiliza dicha 
información de secuencias para preparar las correspondientes moléculas de oligo- o poli-nucleótidos, por ejemplo 
cebadores de hibridación, para realizar un escrutinio y seleccionar, en la forma física de bancos de biomoléculas, 
moléculas de DNA que codifican las enzimas identificadas en el segundo grupo. Por tanto, en una realización 
preferida, se puede usar la información de secuencia obtenida en la etapa c) para clonar un gen correspondiente a 45
partir de una biblioteca de DNA genómico o DNAc y para la expresión de la proteína, por ejemplo, en E. coli, 
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris u otras. En otra realización preferida de la presente invención, la 
información de secuencia obtenida en la etapa c) se usa para sintetizar desde cero la ω-transaminasa (R)-selectiva. 
En dicha realización preferida es posible usar la información de secuencia obtenida en la etapa c) para la síntesis de 
un gen, por ejemplo, mediante la utilización de un codón optimizado y estabilidad de ARNm, y clonando y 50
expresando dicho gen. De acuerdo a dicha realización preferida, es posible usar como el al menos un banco de 
biomoléculas en la etapa a) un banco de biomoléculas que contenga información de secuencia de DNA o 
información de secuencia de aminoácidos. En el caso de que el banco de biomoléculas contenga información de 
secuencia de DNA, dicha información tiene que ser traducida a información de secuencia de aminoácidos a fin de 
ser procesada según las etapas b) a c), en las que se usan secuencias de aminoácidos como secuencia de 55
biomolécula de consulta, y como estructuras de secuencia de aminoácidos en las etapas b) a c), que se llevan a 
cabo en el banco de secuencias de DNA usando las secuencias de biomolécula de consulta y las estructuras de 
secuencia c1) a c6) traducidas de nuevo a información de secuencia de DNA.
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En otra realización preferida de la presente invención, las presentes enseñanzas se aplican en una realización B) en 
la etapa a) a un banco de biomoléculas que está presente en la forma física de un banco genético, en particular una 
biblioteca genética tal como una biblioteca de DNAc-, metagenoma o genómica, usando moléculas de DNA que 
codifican toda una ω-transaminasa (R)-selectiva, o al menos la parte característica, para buscar, identificar y 
seleccionar un grupo de primeras secuencias de biomolécula, en particular moléculas de secuencia de DNA que, 5
calculadas a nivel de aminoácidos, presenten un grado de identidad de secuencia de al menos el 20%, 
preferiblemente el 32%, con respecto a la molécula de secuencia de DNA de consulta. La posterior etapa c) se lleva 
a cabo preferiblemente en dicho grupo de primeras moléculas de DNA usando cebadores de molécula de nucleótido 
que identifican y seleccionan, positiva o negativamente, las estructuras de secuencia deseadas c1) a c6).

En el contexto de la presente invención, el término “estructura de secuencia” se refiere a las características 10
selectivas específicas de la secuencia de aminoácidos de la ω-transaminasa (R)-selectiva putativa, identificadas 
específicamente en la etapa c) del proceso reivindicado. En particular, la primera estructura de secuencia c1) es la 
estructura de secuencia identificada en la posición 95 a 97, que en dicho orden es una secuencia de aminoácidos 
Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoácido Ile, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoácido Arg o Lys, y que, según 
la presente invención, no deberían estar presentes en la secuencia de biomolécula seleccionada finalmente. La 15
segunda estructura de secuencia c2) es la estructura de secuencia identificada en la posición 97 a 99, que en dicho 
orden es una secuencia de aminoácidos Tyr Xaa Gln, siendo Xaa un aminoácido, y en la región de la posición 105 a 
111, preferiblemente en la posición 107 a 109, una secuencia de aminoácidos, que en dicho orden es Arg Xaa Xa3, 
siendo Xaa un aminoácido y siendo Xa3 un aminoácido, que preferiblemente es His, y que tampoco debería estar 
presente en la secuencia de biomolécula seleccionada finalmente. La tercera estructura de secuencia c3) es la 20
estructura de secuencia que se caracteriza por la presencia de Thr en la posición 38, en la posición 97 Lys y en la 
posición 107 a 109 una secuencia de aminoácidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoácido, que preferiblemente es 
Gly, y siendo Xa5 un aminoácido, que preferiblemente es Tyr, estructura c3) que no debería estar presente en la 
secuencia de biomolécula seleccionada finalmente.

La cuarta estructura de secuencia c4) requiere que en la posición 95 haya un aminoácido que no sea Tyr, Arg, Lys, o 25
en la posición 95 que sea Tyr, pero en la posición 97 que no haya Arg o Lys, lo que la convierte en una ω-
transaminasa (R)-selectiva putativa preparada según la presente invención. La quinta estructura de secuencia c5) 
requiere que en la posición 40 no haya Lys ni Arg en la ω-transaminasa (R)-selectiva putativa identificada. La sexta 
estructura de secuencia c6) requiere que en la región de la posición 161 a la 165 esté presente al menos una Lys, 
preferiblemente una Lys, preferiblemente una Lys en la posición 163, en la ω-TA (R)-selectiva finalmente identificada 30
y preparada.

En el contexto de la presente invención, la identificación y la localización de posiciones de aminoácido se determina 
como se indica a continuación. Las primeras secuencias de biomolécula diana son alineadas, preferiblemente se 
alinean múltiplemente unas con otras y con la secuencia de biomolécula de consulta. El alineamiento se puede 
realizar con un software de alineamiento convencional, tal como STRAP, en particular ClustalW, preferiblemente 35
ClustalW3D. En otra realización también es posible alinear las secuencias por pares, es decir cada una de las 
primeras secuencias de biomolécula diana con la secuencia de biomolécula de consulta. En una realización 
preferida, las primeras secuencias de biomolécula diana se alinean con la BCAT de E. coli. En otra realización 
preferida, las primeras secuencias de biomoléculas diana se alinean con otra secuencia de biomolécula de consulta 
usada en la presente invención, por ejemplo la ω-transaminasa (R)-selectiva.40

La anotación de las posiciones de aminoácidos tal cual se proporcionan en la presente invención está determinada 
por la posición de la correspondiente estructura de secuencia en la secuencia de biomolécula de consulta usada 
como patrón de posiciones. Un alineamiento como el descrito anteriormente alinea las correspondientes posiciones 
de aminoácidos de las primeras secuencias de biomoléculas diana con las estructuras de secuencia presentes en la 
secuencia de biomolécula de consulta.45

Como ejemplo, el uso de BCAT de E. coli como patrón para la anotación de la posición, se usa la secuencia de 
aminoácidos BCAT de E. coli conocida de las posiciones 92 a 100, a saber TSAYIRPLI (SEQ ID NO: 9) para 
identificar las posiciones 95 a 99 en la ω-transaminasa putativa, que se analizar para determinar la ausencia de las 
estructuras de secuencia c1), c2), c3) y la presencia de c4). La secuencia de aminoácidos conocida de la posición 35 
a la 42, a saber VFEGIRCY (SEQ ID NO: 10) de la BCAT de E. coli marca la posición de la G en la posición G para 50
la estructura de secuencia c3) y c5). La secuencia de aminoácidos DVGMGVNP de la secuencia de aminoácidos 
BCAT de E. coli (SEQ ID NO: 11) marca la posición 104 a 111 para la estructura de secuencia c3) en las posiciones 
105 a 111. La secuencia de aminoácidos PTAAKAGGN de las posiciones 159 a 167 de la BCAT de E. coli conocida 
(SEQ ID NO: 12) marca la posición 163 como una K para la estructura de secuencia c6).

Por tanto, en una realización preferida de la presente invención la biomolécula es una proteína y la secuencia de 55
biomolécula es una secuencia de aminoácidos. Por consiguiente, en una realización preferida el banco de 
biomoléculas es un banco, en particular una base de datos, que reúne información de diversas proteínas, en 
particular información de secuencias de aminoácidos. Los bancos de bases de datos preferidos son el banco de 
datos de proteína NCBI, el banco de datos UniProtKB/SwissProt y el banco de datos UniProtKB/TrEMBL.
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En una realización preferida también es posible que la biomolécula sea una molécula de DNA y la secuencia de 
biomolécula sea una secuencia de DNA. Por consiguiente, en una realización preferida, el banco de biomoléculas es 
un banco, en particular una base de datos, que reúne información de diversas secuencias de polinucleótidos, en 
particular secuencias de DNA.

En una realización preferida, la presente invención usa un proceso acorde a lo anterior, en donde el banco de 5
biomoléculas es una base de datos de biomoléculas y la base de datos de biomoléculas se usa para realizar la 
búsqueda de la etapa b) con un programa de alineamiento de secuencia de biomolécula, en particular BLAST. En 
una realización preferida se prevé que si el banco de biomoléculas es una base de datos de biomoléculas, la base 
de datos de biomoléculas se usa para realizar la búsqueda de la etapa b) con una secuencia de aminoácidos, si la 
base de datos de biomoléculas es una base de datos de secuencias de aminoácidos, o con una secuencia de DNA, 10
si la base de datos de biomoléculas es una base de datos de secuencias de DNA.

La invención prevé en la etapa d) proporcionar finalmente una biomolécula, preferiblemente una molécula de DNA o 
una molécula de secuencia de aminoácido, es decir, una proteína, tanto mediante síntesis desde cero de la 
transaminasa como mediante aislamiento a partir de los polinucleótidos de un banco genético que codifican la 
transaminasa deseada con la ayuda de cebadores, estando definidos en base a las segundas secuencias de 15
biomoléculas. Los polinucleótidos obtenidos, en particular moléculas de secuencia de DNA, se usan para ser sobre-
expresadas en las condiciones apropiadas en un medio de cultivo apropiado para expresar la transaminasa 
deseada.

Se puede proporcionar un proceso para realizar el escrutinio y la identificación de una ω-transaminasa (R)-selectiva, 
que comprende las etapas a) a c) identificadas anteriormente, en particular proporcionando al menos una secuencia 20
de biomolécula de consulta de al menos una ω-transaminasa (R)-selectiva y al menos un banco de biomoléculas, 
realizar una búsqueda en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula de consulta para identificar un 
grupo de primeras secuencias de biomolécula diana, en donde las primeras secuencias de biomoléculas tienen un 
grado de identidad de secuencia de al menos un 20%, preferiblemente un 25%, preferiblemente un 32% con 
respecto a la secuencia de biomolécula de consulta, calculado a nivel de aminoácidos, seleccionar, en el grupo de 25
primeras secuencias de biomolécula, secuencias de biomoléculas que no comprendan, a nivel de aminoácido, 
ninguna de las estructuras de secuencia c1) a c3), siendo c1) en la posición 95 a 97 una secuencia de aminoácidos 
Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoácido Ile, Val, Leu, Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoácido Arg o Lys, o c2) siendo 
la posición 97 a 99 una secuencia de aminoácidos Tyr Xaa Gln, siendo Xaa un aminoácido y en la región de la 
posición 105 a 111, preferiblemente 107 a 109, una secuencia de aminoácidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 30
preferiblemente un aminoácido, preferiblemente His, o c3) siendo la posición 38 Thr, en la posición 97 Lys y en la 
posición 107 a 109 una secuencia de aminoácidos Arg Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoácido, que preferiblemente es 
Gly, y siendo Xa5 un aminoácido, que preferiblemente es Tyr, y que no comprende las estructuras de secuencia c4), 
c5) y c6), siendo c4) a nivel de aminoácidos en la posición 95 diferente de Tyr, Arg, Lys, o en la posición 95 Tyr, pero 
en la posición 97 no Arg o Lys, y siendo c5) en la posición 40 Lys o Arg, y siendo c6) en la región 161 a 165, 35
preferiblemente en la posición 163, Lys para identificar un grupo de segundas secuencias de biomolécula, que son 
secuencias de biomolécula de una ω-TA (R)-selectiva.

En una realización preferida adicional de la presente invención, las presentes enseñanzas proporcionan ω-
transaminasas (R)-selectivas que pueden obtenerse de acuerdo a los procesos de preparación de la presente 
invención. En particular, la presente invención proporciona proteínas y secuencias de DNA, en particular moléculas 40
de DNA, que codifican dicha proteína a partir de Mesorhizobium loti y Aspergillus terreus, tal como se identifica en la 
SEQ ID NO: 1 y 2 correspondientes a Mesorhizobium loti, y 3 y 4 correspondientes a Aspergillus terreus. La presente 
invención proporciona en particular y en la realización más preferida la enseñanza de que las ω-transaminasas (R)-
selectivas obtenidas y preparadas según la presente invención, por ejemplo las identificadas en la SEQ ID NO: 1 y 3, 
pueden usarse en una reacción de transaminación, en particular pueden usarse en un proceso para la preparación 45
de una amina quiral ópticamente activa, preferiblemente un (R)-enantiómero de una amina quiral, que comprende 
hacer reaccionar al menos un aceptor de amino y al menos un donante de amino con la ω-transaminasa (R)-
selectiva según la presente invención, en particular de SEQ ID NO: 1 ó 3, y obtener la amina quiral ópticamente 
activa. En una realización preferida, el proceso para la preparación de una amina quiral ópticamente activa es una 
síntesis asimétrica que usa un compuesto que contiene un grupo ceto, preferiblemente una cetona y un donante de 50
amino. En otra realización preferida, el método de preparación usa una reacción de resolución cinética. Teniendo 
como eductos el donante de amino, que preferiblemente es una mezcla de aminas racémicas, y un aceptor de 
amino, preferiblemente cetonas.

En la realización preferida de la presente invención según la cual se sintetiza una amina quiral ópticamente activa 
usando una ω-transaminasa (R)-selectiva de la presente invención en una síntesis asimétrica que parte de cetonas, 55
el grado de conversión preferido a la amina quiral ópticamente activa deseada, es decir al (R)-enantiómero, es de al 
menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5% y lo más preferiblemente 100%.

En otra realización preferida según la cual se usa la ω-transaminasa (R)-selectiva de la presente invención en una 
reacción de resolución cinética que parte de aminas racémicas, el grado de conversión preferido a la amina quiral 
ópticamente activa, preferiblemente el (S)-enantiómero, es de al menos 30, 40, 45, 46, 47, 48, 49, en particular 50%.60
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Las concentraciones para analizar la pureza óptica y la conversión pueden determinarse por ejemplo mediante 
HPLC, electroforesis capilar (EC), cromatografía de gases (CG) o métodos fotométricos o fluorimétricos.

Por tanto, en una realización preferida, la presente invención se refiere a un proceso para la preparación de una 
amina quiral ópticamente activa, comprendiendo dicho proceso la reacción de un compuesto aceptor de amino que 
comprende un grupo ceto y una mezcla racémica de una amina en presencia de una transaminasa, en particular una 5
ω-transaminasa (R)-selectiva, preferiblemente según la presente invención, para obtener un (S)-enantiómero de la 
amina quiral.

En otra realización preferida de la presente invención se proporciona un proceso para la preparación de una amina 
quiral ópticamente activa, en particular un (R)-enantiómero de dicha amina, proceso que comprende hacer 
reaccionar un compuesto aceptor de amino que comprende un grupo ceto y un donante de amino en presencia de 10
una ω-transaminasa (R)-selectiva, en particular una obtenible según la presente invención, para obtener un (R)-
enantiómero de la amina.

En el contexto de la presente invención un aceptor de amino es una molécula capaz de aceptar un grupo amino 
transferido desde un donante de amino por acción de una transaminasa, en particular una ω-transaminasa. En una 
realización particularmente preferida de la presente invención el aceptor de amino contiene una funcionalidad de 15
cetona.

En una realización particularmente preferida de la presente invención el aceptor de amino se selecciona del grupo 
que consiste en ácido fenilpirúvico, una sal del mismo, ácido pirúvico, una sal del mismo, acetofenona, 2-
cetoglutarato, 3-oxobutirato, 2-butanona, 3-oxopirrolidona (3-OP), 3-piridilmetilcetona (3-PMK), éster de etilo de 
ácido 3-oxobutírico (3-OBEE), éster de metilo de ácido 3-oxopentanoico (3-OPME), N-1-boc-oxopiperidinona, N-1-20
boc-3-oxopirrolidina (B3OP), 3-oxo-piperidina, N-1-boc-3-oxopiperidina (B3OPi), 1-Cbz-3-oxopiperidina (C3OPi), 1-
Cbz-3-oxopirrolidina (C3OP), alquil-3-oxo-butonoatos, metoxiacetona y 1-oxotetralona.

En el contexto de la presente invención un donante de amino es una molécula capaz de proporcionar un grupo 
amino a un aceptor de amino usando una transaminasa, en particular una ω-transaminasa. En una realización 
preferida el donante de amino es una amina o un aminoácido.25

En una realización particularmente preferida el donante de amino se selecciona del grupo que consiste en β-alanina, 
alanina, α-metilbencilamina (α-MBA), glutamato, fenilalanina, glicina, 3-aminobutirato, isopropilamina, 2-aminobutano 
y γ-aminobutirato o una sal, por ejemplo un cloruro, de cualquiera de ellos. En una realización particularmente 
preferida, el producto de cetona obtenido puede ser ácido fenilpirúvico, un sal del mismo, ácido pirúvico, una sal del 
mismo, ácido glioxílico, una sal del mismo, acetofenona, 2-cetoglutarato, acetona, 3-oxobutirato, 2-butanona, 3-30
oxopirrolidina (3-OP), 3-piridilmetilcetona (3-PMK), éster de etilo de ácido 3-oxobutírico (3-OBEE), éster de metilo de 
ácido 3-oxopentanoico (3-OPME), N-1-boc-oxopiperidinona y N-1-boc-3-oxopirrolidina (B3OP) o una sal, por ejemplo 
un cloruro, de cualquiera de ellos.

En una realización preferida adicional, la presente invención se refiere a un proceso para la preparación de una 
amina quiral ópticamente activa que es seleccionada del grupo de aminas que tienen un grupo amino ópticamente 35
activo, en particular aminas con grupos alquílicos, grupos alquílicos ramificados o grupos arilalquílicos. En particular, 
dichas aminas, en particular aminas mono- o bi-cíclicas, son en particular aminas cíclicas de 5 a 6 miembros o 
hidrocarburos heterocíclicos S-, O- ó N-sustituidos o aminas aromáticas, en particular aminas aromáticas sustituidas 
con alquilo o alcoxi. En una realización preferida, las aminas quirales obtenidas se seleccionan del grupo que 
consiste en fenilalalina, alanina, 3-aminopiperidina, alquil-3-amino-butanoatos, 3-aminopirrolidina (3-AP), 3-piridil-1-40
etilamina (3-PEA), N-1-boc-3-aminopirrodilina (B3AP), N-1-boc-3-aminopiperidina (B3APi), 1-Cbz-3-amino-piperidina 
(C3APi), 1-Cbz-3-aminopirrolidina (C3AP), éster de etilo de ácido 3-aminobutírico (3-ABEE), éster de metilo de ácido 
3-aminopentanoico (3-APME), α-metilbencilamina (α-MBA), 1-aminotetralina, 3,4-dimetoxi fenil acetona, α-metil-4-(3-
piridil)-butanamina, γ-aminobutirato, glutamato, isopropilamina, β-aminobutirato, sec-butilamina, 
metoxiisopropilamina, derivados de 3-aminopirrolidina, 1-N-Boc-3-aminopiperidina, cefalosporina y derivados de 45
cefalosporina.

En una realización particularmente preferida, la presente invención prevé por tanto hacer reaccionar 3OP con una ω-
transaminasa (R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-3AP ópticamente activa.

En una realización preferida adicional, la presente invención prevé hacer reaccionar 3-PMK con una ω-transaminasa 
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R) 3-PEA ópticamente activa.50

En una realización preferida adicional, la presente invención prevé hacer reaccionar 3-OPME con una ω-
transaminasa (R)-selectiva y un donante amino para obtener (R) 3-APME ópticamente activo.

En una realización preferida adicional, la presente invención prevé hacer reaccionar B3OPi con una ω-transaminasa 
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-B3APi ópticamente activa.

E14190794
19-10-2016ES 2 599 644 T3

 



10

En una realización preferida adicional, la presente invención prevé hacer reaccionar C3OPi con una ω-transaminasa 
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-C3APi ópticamente activa.

En una realización preferida adicional, la invención prevé hacer reaccionar C3OP con una ω-transaminasa (R)-
selectiva y un donante amino para obtener (R)-C3AP ópticamente activa.

En una realización preferida adicional, la invención prevé hacer reaccionar acetofenona con una ω-transaminasa 5
(R)-selectiva y un donante amino para obtener (R)-α-MBA ópticamente activa.

En una realización preferida adicional, la invención prevé hacer reaccionar un aceptor de amino, en particular 
hidrocarburos o aromáticos mono- o bicíclicos, cíclicos de 5 a 6 miembros que contengan un grupo oxo o 
heterocíclicos S-, O- o N-sustituidos, en particular aromáticos sustituidos con alquilo o alcoxi, con un donante de 
amino y una ω-transaminasa (R)-selectiva para obtener aminas, en particular aminas mono- o bi-cíclicas, en 10
particular aminas cíclicas de 5 a 6 miembros, o aminas de hidrocarburos o aromáticas heterocíclicas S-, O- o N-
sustituidas, en particular aminas aromáticas sustituidas con alquilo o alcoxi, en particular en forma (R).

En una realización particularmente preferida de la presente invención, el aceptor de amino y el donante de amino se 
hacen reaccionar con la transaminasa en medio acuoso, por ejemplo en tampón fisiológico. En una realización 
particularmente preferida la reacción de transaminación se lleva a cabo a un pH en el rango de 5 a 9, en particular 15
de 7 a 8,5. En una realización preferida particular, la reacción se lleva a cabo en un rango de temperaturas entre 10 
y 65ºC, preferiblemente entre de 20 a 50ºC, en particular de 18 a 25ºC, preferiblemente a temperatura ambiente o de 
34ºC a 39ºC, en particular 37ºC. En una realización preferida adicional de la presente invención el aceptor de amino 
y el donante de amino se proporcionan en una relación molar de 1:1 a 1:5, en particular de 1:1 a 1:2. En una 
realización preferida de la presente invención la actividad enzimática puede ser de 1 a 20.000 µmol/min.20

Se puede llevar a cabo un proceso para el análisis de una transaminasa, en particular para la caracterización de 
propiedades de una transaminasa, que comprende las siguientes etapas:

i. proporcionar un aceptor de amino cargado, un donante de amino cargado y una transaminasa, 
preferiblemente una ω-transaminasa obtenible según la presente invención

ii. hacer reaccionar el aceptor de amino y el donante de amino con la transaminasa en un medio de reacción, 25
y con ello

iii. determinar la conductividad del medio de reacción en un primer conjunto de condiciones de reacción y

iv. después de la etapa iii) determinar la conductividad del medio de reacción en un segundo conjunto de 
condiciones de reacción, para obtener al menos dos valores de conductividad que reflejen las propiedades 
de la transaminasa.30

En el curso de una reacción catalizada por una transaminasa, preferiblemente catalizada por una ω-TA, de los 
sustratos cargados, el donante de amino, preferiblemente una amina, y el aceptor de amino, preferiblemente un 
ácido ceto, por ejemplo piruvato, la conductividad disminuye ya que se forma una cetona no cargada y el 
componente amino zwitter-iónico, preferiblemente un aminoácido, por ejemplo alanina.

35

El proceso para el análisis permite una medición sencilla del progreso de la reacción. Preferiblemente, lo más 
adecuado es un tampón de baja conductividad, particularmente el tampón CHES (ácido N-ciclohexil-2-
aminoetanosulfónico) de baja conductividad, a fin de evitar una conductividad inicial demasiado elevada. 
Preferiblemente, se puede realizar una calibración del proceso de conductividad mediante simulación de diferentes 
conversiones. A modo de ejemplo, para el par de sustrato estándar α-metilbencilamina y piruvato, una conversión de 40
1 mM corresponde a un cambio de 44 µS. Una validación del presente proceso comparando las velocidades de 
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reacción medidas con electroforesis capilar dio lugar a una conformidad excelente. Los extractos celulares no 
interfieren de forma significativa con el presente proceso. Puesto que el piruvato es el aceptor de amino común de 
virtualmente todas las ω-TA, el presente proceso puede usarse para investigaciones de la actividad de transaminasa 
con diferentes donantes de amino. Además, también puede obtenerse información sobre la enantioselectividad de la 
enzima.5

Se puede llevar a cabo un proceso para analizar una transaminasa, en particular para la caracterización de las 
propiedades de una transaminasa, que permita analizar la actividad de la transaminasa en dependencia de, por 
ejemplo, el valor de pH o la temperatura del medio de reacción, o que permita analizar la estabilidad de la reacción, 
el efecto de aditivos o de composiciones tamponantes.

Según el proceso de análisis se puede llevar a cabo una primera medición de la conductividad del medio de reacción 10
en un primer conjunto de condiciones de reacción, y después se puede llevar a cabo al menos una segunda 
medición de la conductividad a fin de poder comparar ambos valores de conductividad obtenidos y extraer 
conclusiones de las actividades y propiedades de la transaminasa evaluada. Un descenso de la conductividad 
muestra en una reacción de transaminasa según la presente invención la actividad de dicha transaminasa. El 
reconocimiento de un descenso reducido, un descenso acelerado o de ningún descenso de la conductividad permite 15
extraer conclusiones sobre las propiedades de la transaminasa.

Un conjunto de condiciones de reacción puede ser preferiblemente un conjunto de condiciones de reacción cuyas 
condiciones se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en temperatura, valor de pH y composición del 
medio de reacción, preferiblemente las condiciones de reacción identificadas anteriormente, excepto la 
concentración de eductos y productos. En una realización de la presente invención, el conjunto de condiciones de 20
reacción se mantiene constante a lo largo del tiempo. En otra realización de la invención, el conjunto de condiciones 
de reacción puede variar con el tiempo de reacción.

Se puede llevar a cabo un proceso para el análisis de una transaminasa, en donde el medio de reacción es un 
tampón de baja conductividad. En una realización particularmente preferida del proceso, el aceptor de amino 
cargado es piruvato.25

El presente proceso para el análisis de una transaminasa puede usarse después del proceso de preparación de una 
ω-transaminasa (R)-selectiva de la presente invención, y extiende las enseñanzas de la presente invención no solo a 
proporcionar nuevas y ventajosas ω-transaminasas (R)-selectivas sino también para determinar sus características.

Otras realizaciones preferidas de la presente invención son materia objeto de las sub-reivindicaciones.

La presente invención se ilustra en más detalle en los siguientes ejemplos y en el listado de secuencias 30
acompañante.

SEQ ID NO: 1: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la ω-TA (R)-selectiva procedente de 
Mesorhizobium loti.

SEQ ID NO: 2: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la ω-TA (R)-selectiva procedente de 35
Aspergillus terreus.

SEQ ID NO: 4: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 3.

SEQ ID NO: 5: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la ω-TA (R)-selectiva procedente de 
Mycobacterium aurum.

SEQ ID NO: 6: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 5.40

SEQ ID NO: 7: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la ω-TA (R)-selectiva procedente de 
Arthrobacter sp.

SEQ ID NO: 8: muestra la secuencia de DNA que codifica la SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 9: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinación de las posiciones 
95 a 99.45

SEQ ID NO: 10: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinación de la posición 
38.

SEQ ID NO: 11: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinación de la posición 
107.
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SEQ ID NO: 12: muestra la estructura de secuencia de BCAT de E. coli usada para la determinación de la posición 
163.

SEQ ID NO: 13: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Penicillium 
chrysogenum.

SEQ ID NO: 14: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 13.5

SEQ ID NO: 15: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Aspergillus niger.

SEQ ID NO: 16: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 15.

SEQ ID NO: 17: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Aspergillus oryzae.

SEQ ID NO: 18: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 17.

SEQ ID NO: 19: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Aspergillus 10
fumigatus.

SEQ ID NO: 20: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 19.

SEQ ID NO: 21: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Neosartorya fischeri.

SEQ ID NO: 22: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 21.

SEQ ID NO: 23: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Gibberella zeae.15

SEQ ID NO: 24: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 23.

SEQ ID NO: 25: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Hyphomonas 
neptunium.

SEQ ID NO: 26: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 25.

SEQ ID NO: 27: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Mesorhizobium loti 20
MAFF303099.

SEQ ID NO: 28: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 27.

SEQ ID NO: 29: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Roseobacter sp.

SEQ ID NO: 30: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 29.

SEQ ID NO: 31: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Marinomonas sp.25

SEQ ID NO: 32: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 31.

SEQ ID NO: 33: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Rhizobium etli.

SEQ ID NO: 34: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 33.

SEQ ID NO: 35: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Rhodoferax 
ferriducens.30

SEQ ID NO: 36: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 35.

SEQ ID NO: 37: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Jannaschia sp.

SEQ ID NO: 38: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 37.

SEQ ID NO: 39: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Labrenzia 
alexandrii.35

SEQ ID NO: 40: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 39.

SEQ ID NO: 41: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Burkholderia sp.

SEQ ID NO: 42: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 41.

SEQ ID NO: 43: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Burkholderia 
cenocepacia.40
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SEQ ID NO: 44: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 43.

SEQ ID NO: 45: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de protobacteria alfa.

SEQ ID NO: 46: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 45.

SEQ ID NO: 47: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de protobacteria 
gamma.5

SEQ ID NO: 48: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 47.

SEQ ID NO: 49: muestra la secuencia de DNA que codifica la ω-TA (R)-selectiva procedente de Mycobacterium 
vanbaalenii.

SEQ ID NO: 50: muestra la secuencia de aminoácidos completa (ORF) de la SEQ ID NO: 49.

Figura 1: muestra un cromatograma de B3APi obtenida mediante síntesis estándar.10

Figura 2: muestra un cromatograma de B3APi obtenida mediante asimétrica según la invención.

Figura 3: muestra un cromatograma de C3AP obtenida mediante asimétrica según la invención.

Figura 4: muestra un cromatograma de MPPA obtenida mediante asimétrica según la invención.

Figura 5: muestra un cromatograma de B3AP obtenida mediante asimétrica según la invención.

Ejemplos:15

Ejemplo 1 – Identificación de ω-transaminasas (R)-selectivas

La secuencia de aminoácidos de la ω-TA (R)-selectiva de Mycobacterium aurum, tal cual se presenta en el 
documento EP 1 038 953 A1 (SEQ ID NO: 5) y la secuencia de aminoácidos de la ω-TA (R)-selectiva de 
Arthrobacter sp., tal cual se presenta en el documento EP 0 987 332 A1 (SEQ ID NO: 7), se usa como secuencias de 
biomolécula de consulta. El banco de biomoléculas usado en este ejemplo es el banco de datos de proteínas 20
pubmed del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) (13 julio 2009).

Usando una búsqueda BLAST con la secuencia de aminoácidos de ω-TA de M. aurum o Arthrobacter sp. (SEQ ID 
NO: 5 ó 7) como consulta con los parámetros estándar (matriz de puntuación BLOSUM62, tamaño de palabra: 3, 
costes de hueco: existencia – 11, extensión – 1) se ha identificado un primer grupo de 100 secuencias de 
aminoácido diversas de diferentes organismos, que tienen todas un grado mínimo del 30 % de identidad de 25
secuencia con respecto a la secuencia de consulta.

Para el BLAST se ha usado, el 13 de julio de 2009, “secuencias de proteína no redundantes (nr)” 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLAST_PROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch
&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome). En este primer grupo de 100 aminoácidos diversos que 
representan las primeras secuencias de biomolécula diana, dichas secuencias han sido buscadas e identificadas por 30
una estructura de secuencia que no presenta las estructuras de secuencia c1), c2) ó c3) y que no muestra las 
estructuras de secuencia c4), c5) y c6). Se pudo identificar 21 ORF y se enumeran a continuación en la Tabla 1.

Tabla 1

Nº Organismos fuente

% de identidad con Nº ident. gen/

Nº ident. proteína

(base de datos NCBI

AS-ω-TA

SEQ ID NO: 7

MA-ω-TA

SEQ ID NO: 5

1 Aspergillus terreus NIH2624 44 40 115385557

2 Penicillium chrysogenum Wisconsin 
54-1255

44 42 211591081

3 Aspergillus niger 40 36 145258936

4 Aspergillus oryzae RIB40 41 40 169768191

5 Aspergillus fumigatus Af293 41 38 70986662

6 Neosartorya fischeri NRRL 181 41 38 119483224

7 Gibberella zeae PH-1 40 39 46109768

8 Hyphomonas neptunium ATCC 15444 44 40 114797240
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Nº Organismos fuente

% de identidad con Nº ident. gen/

Nº ident. proteína

(base de datos NCBI

AS-ω-TA

SEQ ID NO: 7

MA-ω-TA

SEQ ID NO: 5

9 Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 50 91 120405468

10 Mesorhizobium loti MAFF303099 38 37 13471580

11 Mesorhizobium loti 35 37 20804076

12 Roseobacter sp. MED193 37 37 86137542

13 Marinomonas sp. MED121 36 34 87122653

14 Rhizobium etli CIAT 652 33 32 190895112

15 Rhodoferax ferrireducens T118 38 36 89899273

16 Jannaschia sp. CCS1 37 32 89053613

17 Labrenzia alexandrii DFL-11 42 36 EEE43073

18 Burkholderia sp. 383 32 32 78059900

19 Burkholderia cenocepacia HI2424 36 33 ABK12047

20 Alpha proteobacterium HTCC2255 36 34 ZP_01448442

21 Gamma proteobacterium 27 26

Proteobacteria alfa 49 100 SEQ ID 5

Proteobacteria gamma 100 49 SEQ ID 7

AS: Aspergillus sp., MA: Mycobacterium aurum

Ejemplo 2 – Preparación y análisis de las transaminasas de Aspergillus terreus, Mycobacterium vanbaalenii
y Mesorhizobium loti

2.1. La ω-TA de Mycobacterium vanbaalenii, entrada 9 de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 49 y 50), de Aspergillus terreus, 
entrada 1 de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 3 y 4), y de Mesorhizobium loti, entrada 11 de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 1 y 2), 5
han sido obtenidas y usadas en forma adaptada a utilización de codón (para E. coli) para expresar las enzimas en 
Escherichia coli. La transaminasa de Mycobacterium vanbaalenii se denomina en adelante Mva-TA, la transaminasa 
de Aspergillus terreus Ate-TA y la de Mesorhizobium loti Mlo-TA.

2.2. Acetofenoensayo

La Mva-TA y la Ate-TA convirtieron (R)-α-MBA al menos 100 veces más rápido que el (S)-enantiómero en un 10
acetofenoensayo con amina 2,5 mM y piruvato 2,5 mM a pH 7,5 y 30ºC.

Ensayo: se monitorizó el aumento de absorción de la acetofenona formada durante la reacción a 245 nm.

La Mlo-TA no convirtió ni la (R)- ni la (S)-α-MBA.

A continuación, se han evaluado aminas adicionales en presencia de piruvato o α-cetoglutarato como aceptores de 
amino (amina 10 mM, piruvato 10 mM, PLP 0,1 mM, tampón de fosfato pH 7,5, incubación 24 h a 30ºC, análisis 15
mediante cromatografía de capa fina).

Se pudo observar conversión para 2-aminoheptano, 2-aminopentano, 1,3-dimetilbutilamina y 4-fenil-2-aminobutano. 
Asimismo, se pudo detectar una conversión mínima de isopropilamina.

No se pudo detectar conversión con otros donantes de amino tales como D-alanina, L-valina, γ-aminobutirato, 
etilamina, bencilamina, putrescina, 2-amino-3-metilbutano y 3,3-dimetil-2-aminobutano.20

De este modo, se demostró que las tres proteínas son ω-TA.

En particular, usando como sustratos (R)- y (S)-2-aminohexano, solo el enantiómero (R) fue convertido 
significativamente. Por tanto, también la Mlo-TA es una ω-TA (R)-selectiva. No se observó actividad DATA (D-
aminoácido transaminasa) o BCAT (aminotransferasa de cadena ramificada) en ninguna de las tres proteínas.

2.3. Ensayo de conductividad.25

Asimismo, se usaron 1-N-boc-3-aminopirrolidina (B3AP), 1-N-boc-3-aminopiperidina (B3APi) y 1-Cbz-3-
aminopiperidina (C3APi) como sustratos para determinar las actividades relativas de dichas sustancias contra el 
sustrato modelo α-MBA.

E14190794
19-10-2016ES 2 599 644 T3

 



15

Durante la reacción de la amina y el piruvato (ambos sustratos se cargan a pH 7,5) en alanina y cetona (la cetona no 
tiene carga, la alanina es un compuesto zwitteriónico y no contribuye a la conductividad), la monitorización de la 
cinética de la conductividad permite concluir las velocidades de conversión.

Antes de comenzar la reacción, se llevó a cabo una calibración determinando diferentes conversiones en 
dependencia de diversas concentraciones de alanina, piruvato, cetona y amina.5

La reducción de la conductividad fue por conversión de mM de α-MBA, B3AP, B3APi y C3APi 44 µS, 50 µS, 48,5 µS 
y 49,3 µS.

Además de las tres transaminasas expresadas recombinantemente, se evaluó una ATA-117 (R)-selectiva disponible 
comercialmente en Codexis usando las siguientes condiciones de reacción: tampón CHES 50 mM, pH 7,5, ajuste de 
pH con BIS-TRIS (=Bis(2-hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano), PLP 0,1 mM, amina 5-6 mM y piruvato, reacción 10
a 25ºC.

Se pudo demostrar una conversión de los sustratos para Ate-TA. Las actividades relativas fueron 2 % para (R)-B3AP 
y (R,S)-C3APi y de 1 % para (R)-B3APi, en comparación con la (R)-α-MBA.

2.4. Determinación de la enantioselectividad mediante síntesis asimétrica de ω-TA (R)-selectiva de Aspergillus 
terreus y Mesorhizobium loti15

Mediante un método independiente se demuestra que la Mlo y la Ate-TA son (R)-selectivas y convierten los sustratos 
en los productos deseados con una enantioselectividad excelente.

Como prueba definitiva de la (R)-enantioselectividad de ambas transaminasas, se llevó a cabo una síntesis 
asimétrica de diferentes aminas y se determinó la pureza óptica de las mismas.

Como donante de amino se usó un exceso de 100 a 1 de alanina. La conversión no se determinó exactamente, sino 20
que se estimó de forma aproximada. En experimentos adicionales se podrían desarrollar métodos para incrementar 
la conversión (PDC). Se obtuvieron enantioselectividades entre altas y excelentes con ambas transaminasas, 
excepto con C3APi, en donde solo se obtuvo una enantioselectividad muy baja.

Tabla 2

Ate-TA Mlo-TA

Amina %ee %c %ee %c

B3AP 99,8 40 ± 20 - -

C3AP 99,6 40 ± 20 - -

B3APi >99,9 30 ± 20 - -

C3APi 49 30 ± 20

MPPA - - 98 15 ± 10

25

Métodos

Las transaminasas fueron expresadas en E. coli BL21.

El medio de cultivo (50 mL de medio LD-Amp) fue inducido con un 0,2% de rhamnosa, cuando se obtuvo una 
densidad óptica (DO) de 0,5, y fue cultivado durante 12 horas a 25ºC. Posteriormente, las células fueron lavadas con 
un tampón de fosfato sódico, se centrifugaron, se suspendieron en 1 mL de tampón de fosfato sódico (pH 7,5) y se 30
congelaron en alícuotas de 200 µL.

Para la biocatálisis se añadieron 5 µL de una disolución de cetona 500 mM en DMSO, 22 mg de D-alanina y 10 µL 
de PLP 10 mM a dichas alícuotas. La mezcla de reacción se completó hasta un volumen final de 500 µL con un 
tampón de fosfato sódico 50 mM (pH 7,5). Las mezclas de reacción fueron incubadas durante una noche a 25 ºC y 
500 rpm. Para la determinación del exceso enantiomérico mediante EC se añadieron 200 µL de NaOH 1 N a 400 µL 35
de muestra, se extrajo con 400 µL de diclorometano y se separó la fase orgánica. A continuación la fase orgánica 
fue extraída con 100 µL de un tampón de fosfato de trietilamonio 5 mM (pH 3). Posteriormente, la fase acuosa 
obtenida se inyectó en la EC.

Programa de separación:

EC-Capilar 30 cm, 50 µm de diámetro interno, temperatura 15 ºC40

- lavar con tampón de fosfato de trietilamonio pH 3, 1 minuto, 2,07 bar (30 psi)
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- lavar con un 5% de ciclo dextrina altamente sulfatada (HSαCD o HSγCD), 1 minuto, 0,69 bar (10 psi)

- inyección: 5-10 s, 0,069 bar (1 psi)

- sumergir en agua

- separación: voltaje 10 ó 15 kV

- detección: MPPA, C3AP y C3APi a 200 nm; B3AP, B3APi a 190 nm5

Condiciones de separación:

Tabla 3

Segmento de 
separación [cm]

Selector quiral Tiempo de migración [min] Voltaje durante 
la separaciónS-Amin R-Amin

MPPA 10 HSγCD 2,4 2,8 15 kV

B3AP 10 HSγCD 4,55 6,1 15 kV

B3Api 20 HSγCD 12,0 12,4 15 kV

C3AP 20 HSαCD 10,2 11,3 10 kV

C3APi 20 HSαCD 6,8 7,2 15 kV

Ejemplo 4 – Preparación y análisis de todas las transaminasas identificadas en la Tabla 1.

4.1. Expresión y purificación de las transaminasas10

Los marcos de lectura abiertos optimizados para codón que codifican las proteínas con los números de entrada 1, 2, 
3, 4, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 17, 18 y 21 de la Tabla 1 fueron insertados en pGASTON entre los sitios de restricción NdeI 
y BamHI usando una estrategia de clonación independiente de ligación. Los ORF optimizados para codón que 
codifican todas las demás proteínas fueron ordenados ya subclonados en pET-22b. Se cultivaron cepas de E. coli
BL21 (DE3) transformadas en 400 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 µg/mL). Las células fueron 15
incubadas inicialmente a 37ºC en un agitador giratorio hasta que la DO600 alcanzó 0,7. A continuación las células 
fueron inducidas mediante la adición de rhamnosa 0,2% (pGASTON) o IPTG 0,1 mM (pET-22b), respectivamente, y 
al mismo tiempo la temperatura de incubación se redujo a 20ºC. Tras la inducción, se continuó con la incubación 
durante otras 20 h. Para seguir la expresión se extrajeron alícuotas a diversos tiempos tras la inducción.

La partícula de células (~3 g de peso húmedo) se lavó dos veces con tampón de fosfato (pH 7,5, 50 mM), que 20
contenía PLP 0,1 mM a 4ºC. Tras disrupción (prensa francesa) la suspensión celular fue centrifugada (4000 × g, 30 
min) y el sobrenadante resultante se hizo pasar a través de un filtro de 0,5 µm antes del análisis cromatográfico. La 
cromatografía se llevó a cabo usando un Purificador ÄKTA (GE Healthcare). El extracto celular filtrado se aplicó a 
una columna de 5 mL de IMAC SepharoseTM 6 Fast Flow (GE Healthcare). La columna se lavó con un caudal de 5 
mL min-1 con un volumen de 10 columnas de tampón de fosfato 50 mM, pH 7,5, que contenía NaCl 300 mM, PLP 25
0,1 mM e imidazol 30 mM (para evitar unión inespecífica) y la actividad ATA se eluyó con 10 volúmenes de columna 
de tampón de fosfato (pH 7,5, 50 mM), que contenía NaCl 300 mM, PLP 0,1 mM e imidazol 300 mM (caudal de 5 mL 
min-1). Las fracciones que contenían actividad se agruparon y se desalinizaron mediante cromatografía en gel con 
un tampón de Tricina 20 mM, pH 7,5, que contenía PLP 0,01 mM. Las enzimas purificadas fueron almacenadas a 
4ºC.30

La cantidad de cada proteína purificada a partir de aproximadamente 3 g de células (peso húmedo) se muestra a 
continuación en la Tabla 4.

Tabla 4

Entrada Fuente de enzimas Rendimiento de proteína tras purificación [mg]

1 Aspergillus terreus 8,6

2 Penicillium chrysogenum 26,2

3 Aspergillus niger -

4 Aspergillus oryzae 20,6

5 Aspergillus fumigatus 14,8

6 Neosartorya fischeri 23,3
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Entrada Fuente de enzimas Rendimiento de proteína tras purificación [mg]

7 Gibberella zeae 4,8

8 Hyphomonas neptunium 6,5

9 Mycobacterium vanbaalenii 8,9

10 Mesorhizobium loti MAFF303099 6,9

11 Mesorhizobium loti 5,3

12 Roseobacter sp. 27,5

13 Marinomonas sp. 23,7

14 Rhizobium etli 6,5

15 Rhodoferax ferrireducens 7,5

16 Jannaschia sp. 24,8

17 Labrenzia alexandrii 12,5

18 Burkholderia sp. 41,6

19 Burkholderia cenocepacia -

20 Proteobacteria alfa -

21 Proteobacteria gamma 2,6

4.2. Caracterización de la especificidad de sustrato de ω-TA (R)-selectiva

Para determinar la actividad hacia α-metilbencil amina (α-MBA) en el escrutinio inicial de las proteínas expresadas, 
se usó un ensayo basado en acetofenona: se hizo reaccionar una disolución de (R)- ó (S)-α-MBA 2,5 mM y piruvato 
en presencia de la enzima purificada y se correlacionó el incremento de la absorbancia a 245 nm con la formación 5
de acetofenona. Las conversiones de las aminas 2-aminohexano, 4-fenil-2-aminobutano y 1-N-Boc-3-
aminopirrolidina fueron monitorizadas mediante un ensayo de conductividad: se hizo reaccionar una disolución que 
contenía la amina 10 mM y piruvato en presencia de la amina transaminasa purificada y se relacionó el descenso de 
la conductividad con la conversión del sustrato.

Para investigar la actividad DATA y BCAT se midió el descenso de NADH espectrofotométricamente a 340 nm 10
usando ensayos acoplados de deshidrogenasa: se hizo reaccionar una disolución de ácido α-cetoglutárico 5 mM y 
D-alanina en presencia de la transaminasa purificada, 1 U/mL de lactato deshidrogenasa y NADH 0,5 mM para medir 
la actividad DATA. Se usó una disolución que contenía ácido 3-metil-2-oxobutírico 5 mM y L-glutamato, cloruro 
amónico 10 mM, 1 U/mL de glutamato deshidrogenasa y NADH 0,5 mM para medir la actividad BCAT.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en tampón de Tricina 20 mM, pH 7,5, que contenía PLP 0,01 mM. Se ajustó 15
el pH del tampón con 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno.

Los resultados se muestran a continuación en la Tabla 5.

Tabla 5: Actividades específicas para varias sustancias.

Sustratos
piruvato

1

piruvato

2

piruvato

3

piruvato

4

2KG

D-Ala

MOB

L-Glu

Entrada R S R S R S R S

1 15,2 <0,001 2,91 <0,001 9,7 <0,001 0,031 <0,001 <0,001 0,003

2 1,3 <0,001 1,1 0,044 5,6 <0,001 0,264 <0,001 <0,001 <0,001

3 -
a)

- - - - - - - - -

4 3,7 0,001 1,4 0,023 5,2 0,002 0,051 0,002 <0,001 <0,001

5 4,1 <0,001 2,4 <0,001 4,5 <0,001 0,009 <0,001 <0,001 0,005

6 4,5 <0,001 7,4 <0,001 6,0 <0,001 0,013 <0,001 <0,001 0,005

7 18,6 <0,001 19,6 <0,001 8,2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,016

8 3,6 <0,001 3,2 0,225 20,7 <0,001 0,163 <0,001 <0,001 0,012

9 4,7 <0,001 5,6 <0,001 2,6 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003

10 0,011 <0,001 0,003 <0,001 0,010 <0,001 0,001 <0,001 0,004 0,004

11 0,013 <0,001 0,124 <0,001 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,005

12 0,003 <0,001 0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,003 0,002
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Sustratos
piruvato

1

piruvato

2

piruvato

3

piruvato

4

2KG

D-Ala

MOB

L-Glu

Entrada R S R S R S R S

13 0,002 <0,001 0,020 <0,001 0,003 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,003

14 0,867 <0,001 0,012 <0,001 0,260 <0,001 <0,001 <0,001 0,020 0,016

15 0,056 <0,001 0,001 <0,001 0,307 <0,001 <0,001 <0,001 0,010 0,098

16 0,059 0,007 0,071 0,002 0,370 0,068 0,022 <0,001 0,062 0,020

17 0,060 0,003 0,073 0,001 0,120 0,027 0,205 0,002 0,063 0,023

18 0,017 <0,001 0,002 <0,001 1,1 0,007 <0,001 <0,001 <0,001 0,001

19 -
a)

- - - - - - - - -

20 - - - - - - - - - -

21 0,028 <0,001 0,610 0,004 0,034 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,031

1 – aminohexano, 2 – α-MBA, 3 – 4-fenil-2-aminobutano, 4 – 1-N-Boc-3-aminopirrolidina, 2KG – 2-cetoglutarato, D-
Ala – D-alanina, L-Glu – L-glutamato, MOB – ácido 3-metil-2-oxobutírico. El número de entrada corresponde a la 
Tabla 1. Todas las medidas se realizaron al menos por duplicado. La desviación de las medidas individuales 
respecto al valor medio fue < 10 %.5

a) La medida no fue posible debido a que el rendimiento de proteína durante la expresión fue muy bajo/la proteína era 
inestable durante la purificación.

4.3. Síntesis asimétrica de (R)-aminas 1-4 (ver leyenda de la Tabla 5 anterior) con ω-Tas de Aspergillus Terreus, 
Mesorhizobium loti y Mycobacterium vanbaalenii

Las síntesis asimétricas se realizaron a 30ºC durante 24 horas en tampón de fosfato sódico (100 mM, pH 7) que 10
contenía monohidrato de piridoxal-5’-fosfato PLP (1 mM) y NAD+ (1 mM) en tubos Eppendorf de 1,5 mL.

La mezcla de reacción contenía cetona 50 mM, L-alanina (5 equivalentes, 250 mM), lactato deshidrogenasa de 
corazón bovino (90 U), glucosa (150 mM) y glucosa deshidrogenasa (15 U). Se expresó ω-TA de Aspergillus terreus, 
Mesorhizobium loti y Mycobacterium vanbaalenii (entrada 1, 11 y 9 de la Tabla 1) en BL21 de E. coli tal como se ha 15
descrito anteriormente, se congelaron en alícuotas y se aplicaron directamente como biocatalizadores de célula 
completa sin purificación adicional. La conversión se midió mediante detección de las aminas formadas (1, 
cromatografía de gases (CG); 2-4 electroforesis capilar (EC)). El análisis quiral de 2-4 se llevó a cabo usando EC 
como se ha descrito anteriormente. El valor de exceso enantiomérico (% ee) para 1 se analizó mediante CG. Tras la 
extracción de la amina con acetato de etilo, se realizó una derivatización a trifluoroacetamida añadiendo un exceso 20
de 20 a 1 de anhídrido de ácido trifluoroacético. Tras purgar con nitrógeno para eliminar el exceso de anhídrido y el 
ácido trifluoroacético residual, el compuesto derivatizado se disolvió en acetato de etilo (50 µL) y la línea base se 
separó usando un Shimadzu GC14A que fue equipado con una columna de Heptakis-(2,3-di-O-acetil-6-O-terc-
butildimetilsilil)-β-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm). Los tiempos de retención fueron 16,0 minutos ((S)-1) y 16,2 
minutos ((S)-2) con un gradiente de temperatura en el horno de 80 ºC/10 min // 20 ºC // 180 ºC/10 min.25

Los resultados se presentan a continuación en la Tabla 6.
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Tabla 6

Aminas formadas Ω-TA Conversión [%]b Exceso enantiomérico [%eeP]c

1 Ate 32 >99

1 Mlo 41 >99

1 Mva 35 >99

2 Ate 15 >99

2 Mlo 1 95,0

2 Mva 2 >99

3 Ate 14 >99

4 Ate 11 >99

a
Condiciones de reacción: cetona 50 mM, D-alanina 250 mM, tampón de fosfato sódico 100 mM pH 7,0, PLP 1 mM, NADH 1 mM. 

El piruvato co-producto de la reacción se eliminó con lactato deshidrogenasa (LDH). Para el reciclado del cofactor se usó glucosa 
deshidrogenasa (GDH). 

b
Las conversiones no han sido optimizadas. La desviación de una medida individual respecto al valor 

medio no excedió el 10 %. El compuesto 4 sólo fue convertido mediante Ate-TA. 
c

(R)-enantiómeros.5
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparación de una amina quiral ópticamente activa, que comprende hacer reaccionar al 
menos un receptor de amino con al menos un donante de amino con una ω-transaminasa (R)-selectiva preparada 
mediante un método que comprende las siguientes etapas:5

a) proporcionar al menos una secuencia de biomolécula de consulta de al menos una ω-transaminasa (R)-
selectiva y al menos un banco de biomoléculas,

b) realizar la búsqueda en el banco de biomoléculas con la secuencia de biomolécula de consulta para identificar 
un grupo de primeras secuencias de biomoléculas diana, en donde las primeras secuencias de biomoléculas diana 
tienen un grado de identidad de secuencia de al menos el 20% con respecto a la secuencia de biomolécula de 10
consulta, calculado a nivel de aminoácidos,

c) seleccionar en el grupo de primeras secuencias de biomoléculas diana un grupo de segundas secuencias de 
biomoléculas diana, que no comprenda, a nivel dprocesoe aminoácidos, al menos una de las siguientes 
estructuras de aminoácido c1) a c3) con

c1) en la posición 95 a 97 una secuencia de aminoácidos Tyr Xa1 Xa2, siendo Xa1 un aminoácido Ile, Val, Leu, 15
Met, Phe, y siendo Xa2 un aminoácido Arg o Lys, o

c2) en la posición 97 a 99 una secuencia de aminoácidos Tyr Xaa Gln, siendo Xaa un aminoácido y en la región 
de la posición 105 a 111 una secuencia de aminoácidos Arg Xaa Xa3, siendo Xa3 un aminoácido, que 
preferiblemente es His, o

c3) en la posición 38 Thr, en la posición 97 Lys y en la posición 107 a 109 una secuencia de aminoácidos Arg 20
Xa4 Xa5, siendo Xa4 un aminoácido, que preferiblemente es Gly, y siendo Xa5 un aminoácido, que 
preferiblemente es Tyr

y que comprende

c4) en la posición 95 un aminoácido distinto de Tyr, Arg, Lys, o en la posición 95 Tyr, pero en la posición 97 no 
Arg o Lys, y25

c5) en la posición 40 no Lys o Arg, y

c6) en la región de la posición 161 a 165 al menos Lys

para identificar un grupo de segundas secuencias de biomoléculas diana, y

d) proporcionar una biomolécula que tenga la segunda secuencia de biomolécula diana identificada en la etapa c) 
y que sea, o que codifique al menos parcialmente, una proteína con la actividad de una ω-transaminasa (R)-30
selectiva,

y obtener la amina quiral ópticamente activa.

2. El proceso según la reivindicación 1, en el que la biomolécula es una proteína y la secuencia de biomolécula es 
una secuencia de aminoácidos.

3. El proceso según la reivindicación 1, en donde la biomolécula es una molécula de DNA y la secuencia de 35
biomolécula es una secuencia de DNA.

4. El proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el banco de biomoléculas es una 
base de datos de biomoléculas y la base de datos de biomoléculas se utiliza para la búsqueda de la etapa b) con 
una herramienta de alineamiento de secuencias de biomoléculas, en particular BLAST.

5. El proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la proteína o la molécula de DNA40
proporcionadas en la etapa d) se proporciona mediante síntesis partiendo de cero.

6. El proceso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, en donde el banco de biomoléculas es un banco de 
genes y el banco de genes se utiliza para la búsqueda de la etapa b) con una molécula de secuencia de DNA de 
consulta.

7. El proceso según la reivindicación 6, en donde en la etapa c) se usan cebadores de secuencia de DNA para 45
seleccionar el grupo de segundas secuencias de biomoléculas.

8. El proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la secuencia de biomolécula de 
consulta es una secuencia que representa toda una ω-transaminasa (R)-selectiva funcional, o una parte de la 
misma.
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9. El proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la ω-transaminasa (R)-selectiva
usada para hacer reaccionar el al menos un aceptor de amino con el al menos un donante de amino se selecciona 
del grupo de secuencias de biomoléculas que consisten en las SEQ ID NO: 1 y 3.
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