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DESCRIPCION
Transaminasa y utilizacion de la misma.
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la sintesis de compuestos quirales, y particularmente a una
transaminasa, y a sus utilizaciones.

Antecedentes de la invencion

Las aminas quirales son de naturaleza ubicua. Son unidades estructurales habituales en muchas moléculas
bioactivas importantes, tanto de origen sintético como natural. Las aminas quirales son un motivo estructural
habitual en muchos farmacos. Muchas aminas quirales son también auxiliares quirales y selectores quirales
importantes. Por lo tanto, la preparacion de aminas quirales es de importancia econémica significativa.

Actualmente, las aminas quirales se preparan principalmente por medio de reduccién quimica, y las aminas con
actividad optica se preparan usando cetonas proquirales. Catalizada mediante Pd/C y quinina, una cetona proquiral
reacciona con acido formico y un amoniaco o una amina primaria organica para generar una amina quiral. Otros
investigadores obtuvieron una amina quiral a través de la aminaciéon y reduccidon asimétricas de una cetona
proquiral usando un complejo de rutenio como catalizador (Renat Kadyrov et al. Highly Enantioselective Hydrogen-
Transfer Reductive Amination: Catalytic Asymmetric Synthesis of Primary Amines. Angewandte Chemie
International Edition. 2003, 42 (44), pagina 5472 a pagina 5474). El catalizador metalico en tal reaccién es un factor
muy critico, y demanda requisitos rigurosos sobre el catalizador metalico. También, es necesario llevar a cabo la
reaccion a temperatura elevada, y existen requisitos elevados sobre los dispositivos de operacion. Adicionalmente,
el catalizador metalico es caro, y un contaminante medioambiental (Ohkuma T et al. Trans-RuH (eta1-BH4) (binap)
(1,2-diamine): a catalyst for asymmetric hydrogenation of simple ketones under base-free conditions. Journal of the
American Chemical Society.2002, 124(23), pagina 6508 a pagina 6509).

Una aminotransferasa, también conocida como una transaminasa, puede catalizar un proceso de intercambio entre
grupos amino y carbonilo de alfa-aminoacidos. Una omega-transaminasa es una transaminasa que puede catalizar
una reaccion de transaminacion usando sustratos distintos de alfa-aminoacido. La omega-transaminasa puede
producir eficazmente una amina quiral a través de una transaminacion estereoselectiva usando como materiales
de partida una variedad de cetonas. La omega-transaminasa ha atraido cada vez mas la atencion de los
investigadores, debido a su uso de sustancias relativamente baratas y su capacidad para producir productos muy
puros.

Se espera que el potencial de omega-transaminasa se pueda aplicar totalmente a la produccién industrial de
aminas quirales. Sin embargo, todavia existe la necesidad de una investigacion e invencion adicionales de esta
clase de enzima.

El documento WO2012/007548A1 describe un método para la sintesis enzimatica de una (R)-amina enriquecida
enantioméricamente, usando una cetona, un donante de amino, y una transaminasa. El documento
WO02011/026556A1 se refiere a un procedimiento para la preparacién de una amina quiral 6pticamente activa, que
comprende hacer reaccionar por lo menos un aceptor de amino y un donante de amino con una omega-
transaminasa (R)-especifica, y obtener la amina quiral 6pticamente activa.

Existe una demanda de una omega-transaminasa con una actividad catalitica y estereoselectividad elevadas con
respecto a la configuracion R, de manera que se pueda satisfacer la demanda de amina quiral.

Sumario de la invenciéon

El objetivo de la presente invencion es proporcionar una nueva transaminasa y sus utilizaciones para satisfacer las
demandas de la produccién industrial de aminas quirales.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una transaminasa, o un compuesto modificado, o
fragmento funcional de la misma, para lograr el fin anterior. La secuencia de aminoacidos de la transaminasa
comprende una secuencia seleccionada de una de las siguientes secuencias: a) una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEC ID N°: 2 o 4; b) una secuencia de aminoacidos adquirida sustituyendo leucina en el sitio
38° de la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2 por isoleucina. EI compuesto modificado
de la transaminasa es un producto de acilacion, alquilacién, o PEGilacién, que mantiene la actividad de la
transaminasa con la actividad catalitica muy estereoselectiva con respecto a la configuracion R, y el fragmento
funcional se refiere a un fragmento proteinico que mantiene la actividad de la omega-transaminasa con la actividad
catalitica muy estereoselectiva con respecto a la configuracion R, en el que la secuencia de aminoacidos no es la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia nucleotidica como se muestra en SEC ID N°: 506, y en el
que la estereoselectividad elevada se refiere al contenido de uno de los estereoisémeros, que es por lo menos 1.1
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veces el del otro.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un nucleétido. El nucledtido codifica la transaminasa
o el compuesto modificado, o fragmento funcional del mismo, como se define anteriormente, y la secuencia
nucleotidica no es la secuencia nucleotidica como se muestra en SEC ID N° 5 (descrita en el documento
W02011/026556) o SEC ID N°: 6 (descrita en el documento WO 2012/007548).

Ademas, la secuencia del nucleétido comprende una secuencia seleccionada de entre una de las siguientes
secuencias: una secuencia nucleotidica como se muestra en SEC ID N°: 1 o 3.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un vector recombinante. El nucleétido esta conectado
eficazmente en el vector recombinante.

Segun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una célula hospedadora. El vector recombinante
anterior se transforma o transfecta en la célula hospedadora.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para sintetizar una amina quiral. El método
incluye las siguientes etapas: obtener un compuesto cetonico, la transaminasa o el compuesto modificado, o
fragmento funcional del mismo, fosfato de piridoxal, y un donante de amino para reaccionar en un sistema de
reaccion para obtener la amina quiral de configuracion R.

Ademas, el compuesto cetonico es

o]
%”Kﬁg

E]

en el que Ry y Rz son independientemente alquilo de C+ a Cs, cicloalquilo de Cs a Cyo, arilo de Cs a C1g 0 heteroarilo
de Cs a Cqp; 0 Ry y Rz forman un radical heterociclico de Cs a C+o, un radical carbociclico de Cs a C1g, 0 un
heteroarilo de Cs a C1o con un carbono en un grupo carbonilo; los heteroatomos en el radical heterociclico de Cs a
C10 y en el heteroarilo de Cs a Cyo se seleccionan independientemente de entre por lo menos uno de nitrégeno,
oxigeno y azufre; el arilo en el arilo de Cs a C1g, el heteroarilo en el heteroarilo de Cs a C1o, el radical carbociclico
en el radical carbociclico de Cs a Cqg, 0 el radical heterociclico en el radical heterociclico de Cs a C4o, esta
independientemente no sustituido o esta sustituido con por lo menos un radical de halégeno, alcoxi o alquilo;
preferentemente, el compuesto cetdnico

se selecciona de entre

S o U

Ademas, el sistema de reaccion incluye adicionalmente un promotor de la disolucion, y el promotor de la disolucion
es dimetilsulféxido o polietilenglicol, y el polietilenglicol es preferentemente PEG-400.

Ademas, el alquilo de C1 a C8 es alquilo lineal de C1 a C8, el heteroarilo de C5 a C10 es un grupo de piridina, el
alcoxi es alcoxi de C1 a C6, el radical heterociclico en el radical heterociclico de C5 a C10 es piperidina, un
sustituyente en el arilo en el arilo de C5 a C10, en el heteroarilo en el heteroarilo de C5 a C10, en el radical
carbociclico en el radical carbociclico de C5 a C10, o en el radical heterociclico en el radical heterociclico de C5 a
C10, es independientemente alquilo lineal de C1 a C6 o alcoxi de C1 a C6, y el donante de amino es isopropilamina
o D-alanina.

Por medio de las soluciones técnicas de la presente invencion, una omega-transaminasa de configuracion R que
presenta una elevada estereoselectividad, o un compuesto modificado, o un fragmento funcional del mismo, se
puede usar para la sintesis muy eficiente de una amina quiral de configuracion R con una pureza quiral
relativamente elevada, y por lo tanto es adecuada para la produccién industrial de aminas quirales.
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Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos de la memoria descriptiva, que forman parte de la solicitud, se usan para proporcionar una
comprension adicional de la presente invencion. Las formas de realizacion ejemplificativas de la presente
invencion, y su ilustracion, se usan para explicar la presente invencion, en lugar de que constituyan una limitacion
inapropiada de la presente invencion. En los dibujos adjuntos:

La figura 1 representa un diagrama de flujo de una reaccion quimica de un uso de una transaminasa, derivada
de Aspergillus terreus y Hyphomonas neptunium, en la sintesis de una amina quiral segin una forma de
realizaciéon de la presente invencion;

la figura 2 es una ecuacién de una reaccion quimica de un uso de una transaminasa, derivada de Aspergillus
terreus y Hyphomonas neptunium, en la sintesis de una amina quiral segun una forma de realizacion de la
presente invencion;

la figura 3 representa un resultado de identificacion de la digestion enzimatica en la primera forma de realizacion
de la presente invencion;

la figura 4 representa un resultado de secuenciacion de un gen mutante que se ha sometido a una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en la primera forma de realizacién de la presente invencion;

la figura 5 representa un resultado de identificacion de la digestion enzimatica en la cuarta forma de realizacion
de la presente invencion; y

la figura 6 representa un resultado de secuenciacion de un gen mutante que se ha sometido a una PCR en la
cuarta forma de realizacién de la presente invencion.

Descripcion detallada de las formas de realizacion

Debe apreciarse que las formas de realizacion en la solicitud, y las caracteristicas en las formas de realizacion, se
pueden combinar entre si si no existe ningun conflicto. La presente invencion se expondra en la presente memoria
en adelante haciendo referencia a los dibujos adjuntos, y junto con las formas de realizacion.

Definicién

El término “opcional/aleatorio” u “opcionalmente/aleatoriamente” significa que un suceso o una situacion en la
descripcion posterior puede ocurrir o no. La descripcion incluye que el suceso o la situacion ocurra o no. Por
ejemplo, “alquilo opcionalmente sustituido” se refiere a “alquilo no sustituido” (alquilo que no se ha sustituido con
un sustituyente) o “alquilo sustituido” (alquilo que se ha sustituido con un sustituyente), como se define en la
presente memoria en adelante.

El C1 a Cn, usado en la presente memoria, incluye C1a C2,C1aC3, ...... C1 a Cn. Por ejemplo, el radical de “C1
a C4” significa que la parte presenta 1 a 4 atomos de carbono, esto es, el radical incluye 1 atomo de carbono, 2
atomos de carbono, 3 atomos de carbono, o 4 atomos de carbono.

El término “alquilo”, usado en la presente memoria separadamente o en combinacién, se refiere a hidrocarburos
alifaticos de cadena lineal opcionalmente sustituida o de cadena ramificada opcionalmente sustituida. El “alquilo”,
en la presente memoria, puede tener preferentemente 1 a aproximadamente 20 atomos de carbono, por ejemplo
1 a aproximadamente 10 atomos de carbono, 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono, 1 a aproximadamente
6 atomos de carbono, 1 a aproximadamente 4 atomos de carbono, o 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono.
El término “alcoxi’, usado en la presente memoria separadamente o en combinacion, se refiere a un grupo éter de
alquilo (O-alquilo). Las formas de realizacion no limitativas de alcoxi incluyen: metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi,
n-butoxi, isobutoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, etcétera.

El término “halogenado” o “sustituido con halégeno”, usado en la presente memoria separadamente o en
combinacidn, significa que uno o mas atomos de hidrégeno en un radical opcionalmente sustituido (tal como alquilo,
alquenilo y alquinilo) se sustituyen por atomos de fltor, cloro, bromo, yodo, o una combinacion de los mismos.

La expresion “base aromatica/arilo”, usada en la presente memoria separadamente o en combinacion, se refiere a
un hidrocarbilo aromatico opcionalmente sustituido que presenta 6 a aproximadamente 20 atomos de carbono en
el ciclo, por ejemplo 6 a aproximadamente 12, o 6 a aproximadamente 10 atomos de carbono en el ciclo, y puede
ser un anillo aromatico condensado o un anillo aromatico no condensado.

El término “heteroarilo”, usado en la presente memoria separadamente o en combinacion, se refiere a heteroarilo
univalente opcionalmente sustituido que incluye 5 a aproximadamente 20, por ejemplo 5 a aproximadamente 12,
o 5 a aproximadamente 10 atomos en el ciclo estructurales, en el que uno o mas (por ejemplo1a4,1a3,01a
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2) atomos en el ciclo son heteroatomos, y los heteroatomos se seleccionan independientemente de heteroatomos
en oxigeno, nitrogeno, azufre, fésforo, silicio, selenio, y estafio, pero no se limitan de ese modo. Un anillo del radical
no incluye dos atomos de O o S adyacentes. Heteroarilo incluye heteroarilo monociclico o heteroarilo policiclico
(tal como heteroarilo diciclico, heteroarilo triciclico, etcétera).

El término “heterociclo” o “radical heterociclico”, usado en la presente memoria separadamente o en combinacion,
se refiere a un heterociclo no aromatico, incluyendo heterocicloalquilo, y heterocicloalquenilo, en el que uno o mas
atomos en el ciclo (1 a4, 1a 3, o1a 2) son heteroatomos, tales como atomos de oxigeno, atomos de nitrégeno,
o atomos de azufre. Un radical heterociclico puede incluir un radical monoheterociclico (un radical heterociclico
que presenta un anillo), o un radical poliheterociclico (por ejemplo, un radical diheterociclico (un radical
heterociclico que presenta dos anillos), un radical triheterociclico, etcétera).

La expresion “radical carbociclico”, usada en la presente memoria separadamente o en combinacion, se refiere a
un anillo de carbonos no aromatico, incluyendo cicloalquilo y cicloalquenilo. El cicloalquilo puede ser cicloalquilo
monociclico o cicloalquilo policiclico (por ejemplo, que presenta 2, 3, o 4 anillos, tal como cicloalquilo diciclico), y
puede ser un anillo espiro o un anillo en puente. Un radical carbociclico puede tener 3 a 20 atomos de carbono, tal
como 3 a aproximadamente 15 atomos de carbono en el ciclo, 3 a aproximadamente 10 atomos de carbono en el
ciclo, o 3 a 6 atomos de carbono en el ciclo, y puede tener 0, 1, 2 0 3 dobles enlaces y/o 0, 1 o 2 triples enlaces,
por ejemplo cicloalquilo que presenta 3 a 8 o 3 a 6 atomos de carbono en el ciclo.

“Haloégeno” se refiere a fluor, cloro, bromo, y yodo, preferentemente fldor, cloro y bromo. Ciano se refiere a “-CN”,
hidroxilo se refiere a “-OH”, mercapto se refiere a “-SH”, y amino se refiere a “-NHy".

El término “sustituido” significa que uno o mas grupos de hidrogeno en un atomo especifico estan sustituidos con
un radical designado. Si la valencia normal del atomo designado esta en, pero no mas alla de, una condicion
existente, los resultados de la sustitucion es un compuesto estable.

Como se menciona anteriormente, una omega-transaminasa en la técnica anterior todavia no satisface las
demandas para la preparacion de un compuesto de una amina quiral, y la presente invencién proporciona una
omega-transaminasa de configuracion R, o un compuesto modificado, o fragmento funcional del mismo, a fin de
mejorar la situacion anterior. La secuencia de aminoacidos de la omega-transaminasa de configuracion R incluye
una secuencia seleccionada de las siguientes secuencias: a) una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEC ID N°: 2 o0 4; b) una secuencia de aminoacidos adquirida sustituyendo leucina en el sitio 38° de la secuencia
de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2 por isoleucina,

en el que el compuesto modificado de la transaminasa es un producto de acilacién, alquilacién, o PEGilacion, que
mantiene la actividad de la transaminasa con la actividad catalitica muy estereoselectiva con respecto a la
configuracion R, y el fragmento funcional se refiere a un fragmento proteinico que mantiene la actividad de la
transaminasa con la actividad catalitica muy estereoselectiva con respecto a la configuracion R,

en el que la secuencia de aminoacidos no es la secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia
nucleotidica como se muestra en SEC ID N°%: 50 6; y

en el que la estereoselectividad elevada se refiere al contenido de uno de los estereoisémeros, que es por lo menos
1.1 veces el del otro.

La omega-transaminasa de configuracion R de la presente invencion se refiere a una omega-transaminasa que
presenta una estereoselectividad por la configuracion R elevada. En una forma de realizacion, la transaminasa de
la presente invencion se refiere a la transaminasa como se muestra en SEC ID N°: 2 0 4. La transaminasa es una
nueva transaminasa obtenida sometiendo genes de transaminasa taAT y taHN, derivados de Asperqgillus terreus 'y
Hyphomonas neptunium, a mutacion y modificacion por medio de una técnica de biologia molecular.

Segun una forma de realizacion, que esta fuera del alcance de la invencion, la secuencia de aminoacidos que
presenta por lo menos 80% de identidad con la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2 0 4,
y que presenta la actividad de una omega-transaminasa con actividad catalitica muy estereoselectiva con respecto
a la configuracion R se refiere a una secuencia, que es por lo menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99.5% 0 99.7% idéntica, por ejemplo, a la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2, pero no
es la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 5. Segun una forma de realizacion que no esta
comprendida dentro del alcance de la invencion, al mantener sin cambio los aminoacidos que desempefian papeles
claves en la actividad catalitica de la transaminasa entre la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC
ID N°: 2 0 4, los expertos en la materia pueden cambiar las secuencias de aminoacidos restantes de sitios inactivos,
de manera que la secuencia de aminoacidos de una transaminasa obtenida presenta por lo menos mas de 80%
de identidad con la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2, y la transaminasa obtenida de
esta manera presenta la misma actividad de transaminasa que la de una transaminasa que presenta la secuencia
de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2 0 4.
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De forma similar, y seguin una forma de realizaciéon que no esta comprendida dentro del alcance de la invencion,
uno o mas aminoacidos se pueden sustituir, suprimir o afiadir a los aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEC ID N°: 2 o 4, mientras se mantengan los aminoacidos que desempefan papeles claves
en la actividad catalitica de la transaminasa entre la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2
0 4 sin cambiar; de este modo, una proteina derivada de SEC ID N° 2 o 4 puede mantener la elevada
estereoselectividad de la transaminasa como se muestra en SEC ID N°: 2 o 4, en el que puede haber una o mas
bases sustituidas, suprimidas o afiadidas, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30 o 50 aminoacidos, por ejemplo
sustitucion de aminoacidos conservados, en el que la secuencia de aminoacidos no es la secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEC ID N°% 5. “Sustitucion de aminoacidos conservados” se refiere a
combinaciones tales como Gly, Ala; Val, lle, Leu; Asp, Glu; Asn, GIn; Ser, Thr; Lys, Arg; y Phe y Tyr.

La estereoselectividad significa que cuando se generan en una reaccion dos estereoisémeros A y B, el rendimiento
de A es mayor que el de B, y la estereoselectividad elevada se refiere al contenido de uno de los estereoisémeros
que es por lo menos aproximadamente 1.1 veces el del otro, por ejemplo por lo menos aproximadamente 1.2
veces, por lo menos aproximadamente 1.3 veces, por lo menos aproximadamente 1.4 veces, por lo menos
aproximadamente 1.5 veces, por lo menos aproximadamente 2 veces, por lo menos aproximadamente 3 veces,
por lo menos aproximadamente 4 veces, por lo menos aproximadamente 5 veces, por lo menos aproximadamente
10 veces, por lo menos aproximadamente 15 veces, por lo menos aproximadamente 20 veces, por lo menos
aproximadamente 30 veces, por lo menos aproximadamente 40 veces, por lo menos aproximadamente 50 veces,
por lo menos aproximadamente 70 veces, por lo menos aproximadamente 90 veces, por lo menos
aproximadamente 100 veces, 0 mayor.

En la presente invencion, el compuesto modificado de la omega-transaminasa de configuraciéon R es un compuesto
modificado quimico, tal como un producto de acilacion, alquilacién, o polietilenglicosilacién (PEGilacion), en tanto
que estos compuestos modificados mantengan la actividad de la omega-transaminasa con la actividad catalitica
muy estereoselectiva con respecto a la configuracion R. El fragmento funcional se refiere a un fragmento proteinico
que mantiene la actividad de la omega-transaminasa con la actividad catalitica muy estereoselectiva con respecto
a la configuracion R.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos de la transaminasa
es una secuencia de aminoacidos adquirida sustituyendo leucina en el sitio 38° de la secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEC ID N°: 2 por isoleucina. Tal sustitucion entre aminoacidos que presentan propiedades
similares permite que la transaminasa que presenta la secuencia de aminoacidos sustituida mantenga la actividad
de la transaminasa que presenta la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2, y una elevada
estereoselectividad.

La transaminasa obtenida mediante la presente invencion, que es una omega-transaminasa con actividad catalitica
muy estereoselectiva con respecto a la configuracion R, se puede usar para la sintesis muy eficiente de una amina
quiral de configuracién R con una pureza quiral relativamente elevada, y por lo tanto es adecuada para la
produccion industrial de aminas quirales. La presente invencion selecciona un objeto de ayuste y un sitio de ayuste
de manera optimizada, de manera que una nueva transaminasa obtenida mediante transformacién no afecta al
plegamiento de las proteinas, a la vez que mantiene la actividad de transaminasa, que presenta actividad de
transaminasa relativamente elevada y elevada estereoselectividad.

En otra forma de realizacion tipica, se proporciona un nucleétido. El nucleétido codifica la omega-transaminasa de
configuracion R, o el compuesto modificado, o fragmento funcional del mismo, y una regla de codificacion del
nucledtido de la omega-transaminasa de configuracion R, o del compuesto modificado, o del fragmento funcional
del mismo, corresponde con una tabla de uso de codones convencional.

En una forma de realizacién mas preferida de la presente invencion, las secuencias del nucledtido incluyen una
secuencia seleccionada de una de las siguientes secuencias: una secuencia nucleotidica como se muestra en
SECID N° 10 3.

La estereoselectividad significa que cuando se generan en una reaccion dos estereoisomeros A y B, el rendimiento
de A es mayor que el de B, y la estereoselectividad elevada se refiere al contenido de uno de los estereoisdbmeros
que es por lo menos aproximadamente 1.1 veces el del otro, por ejemplo por lo menos aproximadamente 1.2
veces, por lo menos aproximadamente 1.3 veces, por lo menos aproximadamente 1.4 veces, por lo menos
aproximadamente 1.5 veces, por lo menos aproximadamente 2 veces, por lo menos aproximadamente 3 veces,
por lo menos aproximadamente 4 veces, por lo menos aproximadamente 5 veces, por lo menos aproximadamente
10 veces, por lo menos aproximadamente 15 veces, por lo menos aproximadamente 20 veces, por lo menos
aproximadamente 30 veces, por lo menos aproximadamente 40 veces, por lo menos aproximadamente 50 veces,
por lo menos aproximadamente 70 veces, por lo menos aproximadamente 90 veces, por lo menos
aproximadamente 100 veces, o mayor.

Una condicién muy restrictiva ejemplificativa puede ser que la hibridacién se lleve a cabo a 65°C usando &X SSC
y una disolucion de SDS al 0.5%, y el lavado de la membrana se lleva a cabo mediante 2X SSC, SDS al 0.1% y
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1X SSC, y SDS al 0.1%, cada vez, respectivamente.

El término “identidad”, usado en la presente invencion, presenta el significado generalmente conocido en la técnica.
Los expertos en la materia también estan familiarizados con las reglas y estandar para medir la identidad entre
secuencias diferentes. Las secuencias limitadas por la presente invencion con identidades de grados diferentes
también necesitan tener al mismo tiempo la actividad de la omega-transaminasa con la actividad catalitica muy
estereoselectiva con respecto a la configuracion R.

Es conocido por aquellos expertos en la materia que un calificador usado para limitar las secuencias de
aminoacidos o los polinucleétidos es “incluye”, pero no significa que otras secuencias no relacionadas con las
funciones de las secuencias de aminoacidos o los polinucleétidos se puedan afiadir aleatoriamente a dos extremos
de las secuencias de aminoacidos o los polinucleétidos. Es conocido por aquellos expertos en la materia que es
necesario afadir sitios de restriccion apropiados de endonucleasas de restriccion, o codones iniciadores o codones
de parada adicionales, etcétera, a ambos extremos de los polinucleétidos, para satisfacer los requisitos de una
operacién de recombinacion. Por lo tanto, estas situaciones no se pueden cubrir verdaderamente si las secuencias
estan limitadas por una expresion cerrada.

Es generalmente conocidos por aquellos expertos en la materia que uno o mas codones en las secuencias
nucleotidicas se pueden sustituir equivalentemente sin cambiar los aminoacidos codificados. Por ejemplo, la
leucina Leu codificada por CTT es sustituida por CTA, CTC o CTG, y el niumero de codones sustituidos puede ser
uno o mas, por ejemplo 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40 0 50, y en la técnica se conoce generalmente una
tabla de uso de codones.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un vector recombinante. Cualquier nucleétido anterior
esta conectado eficazmente en el vector recombinante. El vector recombinante de la presente invencion incluye,
pero no se limita a, un vector de expresidon recombinante, y también puede incluir un vector de clonacion
recombinante. El vector recombinante puede ser un vector de expresién procariota o un vector de expresion
eucariota. En una forma de realizacién de la presente invencion, el vector recombinante es un vector de expresion
procariota recombinante que puede inducir la expresion, por ejemplo un vector de la serie pET, que induce la
expresion génica mediante IPTG, tal como un vector pET22b. En la presente invencion, los vectores recombinantes
que presentan la secuencia nucleotidica como se muestra en SEC ID N° 1y SEC ID N°: 3 son pET22b-CM32 y
pET22b-CM33, en el que “conectado eficazmente” se refiere a tal método de conexién que un polinucleétido se
coloca en una localizacion apropiada del vector, de manera que el polinucleétido es copiado, transcrito y/o
traducido correcta y perfectamente.

Segun otro aspecto de la presente invencidon, se proporciona una célula hospedadora. Cualquier vector
recombinante anterior se transforma o transfecta en la célula hospedadora. La célula hospedadora de la presente
invencion incluye una célula hospedadora procariota y una célula hospedadora eucariota. En una forma de
realizacién de la presente invencion, la célula hospedadora es una célula hospedadora procariota, tal como
Escherichia Coli, preferentemente DH5a. (DE3).

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para sintetizar una amina quiral. El método
incluye las siguientes etapas: obtener un compuesto ceténico, la omega-transaminasa de configuracion R, o el
compuesto modificado, o fragmento funcional del mismo, fosfato de piridoxal, y un donante de amino, para que
reaccionen en un sistema de reaccién para obtener la amina quiral. El método para sintetizar una amina quiral
segun la presente invencion solamente necesita utilizar la transaminasa de la presente invencion y hacer el ajuste
apropiado de los parametros, incluyendo los componentes, proporciones, cantidades de uso, valores de pH,
temperatura y tiempo de reaccion, etcétera, de los materiales de partida de la reaccion del sistema de reaccion,
basado en un método convencional para preparar un compuesto quiral a través de una reaccion catalizada
mediante una enzima biolégica en la técnica.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el compuesto ceténico es

g
ﬁ,"&‘m

en el que Ry y Rz son independientemente alquilo de C+ a Cs, cicloalquilo de Cs a Cyo, arilo de Cs a C1o 0 heteroarilo
de Cs a Cqp; 0 Ry y Ry forman un radical heterociclico de Cs a C+p, un radical carbociclico de Cs a Cqg, 0 un
heteroarilo de Cs a C1o con un carbono en un grupo carbonilo; los heteroatomos en el radical heterociclico de Cs a
C10 y en el heteroarilo de Cs a Cyo se seleccionan independientemente de entre por lo menos uno de nitrégeno,
oxigeno y azufre; el arilo en el arilo de Cs a C1g, el heteroarilo en el heteroarilo de Cs a C1o, el radical carbociclico
en el radical carbociclico de Cs a Cqo, 0 el radical heterociclico en el radical heterociclico de Cs a C4o, esta
independientemente no sustituido o esta sustituido con por lo menos un radical de halégeno, alcoxi o alquilo;
preferentemente, el compuesto cetdnico
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El compuesto cetdnico es una materia prima comercial o una materia prima que se puede preparar facilmente, y
es barato, y por lo tanto puede satisfacer las demandas de produccion en masa.

En otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, el sistema de reaccion incluye ademas un promotor
de la disolucion, y el promotor de la disolucién es dimetilsulféxido o polietilenglicol, y el polietilenglicol es
preferentemente PEG-400. El promotor de la disolucién puede disolver mejor las materias primas anteriores de
manera que se puede llevar a cabo la reaccion, y el PEG-400 presenta el mejor efecto promotor de la disolucion.

En otra forma de realizacion preferida de la presente invencién, el alquilo de C1 a C8 es alquilo lineal de C1 a C8,
el heteroarilo de C5 a C10 es un grupo de piridina, el alcoxi es alcoxi de C1 a C6, el radical heterociclico en el
radical heterociclico de C5 a C10 es piperidina, un sustituyente en el arilo en el arilo de C5 a C10, en el heteroarilo
en el heteroarilo de C5 a C10, y en el radical carbociclico en el radical carbociclico de C5 a C10, o en el radical
heterociclico en el radical heterociclico de C5 a C10, es independientemente alquilo lineal de C1 a C6 o alcoxi de
C1aC6, y el donante de amino es isopropilamina o D-alanina. Las materias primas anteriores son materias primas
comerciales o materias primas que se pueden preparar facilmente y son baratas, y por lo tanto pueden satisfacer
las demandas de la produccion a gran escala.

En una forma de realizacién preferida de la presente invencion, el sistema de reaccién contiene una disoluciéon
amortiguadora para mantener el valor del pH del sistema de reaccion en un intervalo de 7.0 a 9.5, y/o en el que la
relacion de la cantidad de uso del compuesto cetonico a la del promotor de la disoluciéon es 1 g/1 mla 15 ml; y/o
en el que la relacion de la cantidad de uso del compuesto cetdnico a la de la disolucidon amortiguadora es 1 g/15
ml a 50 ml, y/o en el que la relacion de la cantidad de uso del compuesto ceténico a la del fosfato de piridoxal es 1
g/0.01 ga 0.1 g, y/o en el que la relacion de la cantidad de uso del compuesto cetonico a la del donante de amino
es 1 eq./1 eq. a 5 eq., y/o en el que la relacion de la cantidad de uso del compuesto cetdnico a la de la omega-
transaminasa de configuracion R es 1 g/0.2 g a 10 g; y/o en el que la temperatura del sistema de reaccion es 20°C
a 45°C y el tiempo de reaccion es 12 h a 48 h, y/o en el que la disolucion amortiguadora es una disolucion
amortiguadora de fosfato o una trietanolamina que presenta un valor de pH de pH = 9.3 a 9.5.

En otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, el método incluye ademas una etapa en la que el
sistema de reaccion se regula hasta pH > 10 mediante un alcali, y una amina quiral producto en una fase acuosa
se extrae mediante un disolvente organico. Preferentemente, el alcali es hidréxido de sodio o hidréxido de potasio,
y el disolvente organico es acetato de etilo, metil terc-butil éter, o 2-metiltetrahidrofurano.

En otra forma de realizacion tipica de la presente invencion, se proporciona una amina quiral de configuracion R.
La amina quiral de configuracion R se sintetiza usando cualquier método anterior. La amina quiral de configuracion
R, preparada mediante la transaminasa de la presente invencion, presenta una pureza quiral elevada, que puede
ser tan elevada como mas de 98%.

A continuacién se describe el efecto beneficioso de la presente invenciéon, en combinacién con formas de
realizacion especificas.

Los métodos son métodos convencionales, excepto que se especifique de otro modo en las siguientes formas de
realizacion, y los materiales experimentales usados se pueden obtener facilmente a partir de empresas
comerciales, excepto que se especifique de otro modo.
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Forma de realizacién 1: Preparacion de la transaminasa AH-TACM33 derivada de Aspergillus terreus vy
Hyphomonas neptunium

Las etapas especificas de un método de preparacién de una transaminasa AH-TACM33 de la presente invencion
son como se expone a continuacion:

(1) Construccion del molde

Se encargd a Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd., llevar a cabo la sintesis génica completa de los genes de
transaminasa taAT (Aspergillus terreus) (la secuencia nucleotidica es la secuencia génica como se muestra en
SEC ID N°: 5 en el listado de secuencias, y la secuencia de aminoacidos es como se muestra en SEC ID N°: 23)
y taHN (Hyphomonas neptunium) (la secuencia nucleotidica es la secuencia génica como se muestra en SEC ID
N°: 6 en el listado de secuencias, y la secuencia de aminoacidos es como se muestra en SEC ID N°: 24) derivados
de Aspergillus terreus y Hyphomonas neptunium. Los genes sintetizados taAT y taHN se conectan a un vector
pUC57 para obtener respectivamente, los plasmidos recombinantes pUC57-taAT y pUC57-taHN, posteriormente
los plasmidos recombinantes pUC57-taAT y pUC57-taHN se someten a digestion enzimatica simultaneamente
usando las endonucleasas de restriccion Nde |y Xho |, y los fragmentos recuperados purificados taAT y taHN se
obtienen a través de la recuperacion en gel y se usan como moldes de PCR en la siguiente etapa.

2) Disefio de cebadores

Los cebadores especificos disefiados segun el gen de transaminasa derivado de Aspergillus terreus son como se
expone a continuacion:

taAT A: 5-CCGCTCGAGGTTACGCTCGTTGTAGTCAATTTC-3’ (SEC ID N°: 7)
taAT S: 5-GGAATTCCATATGGCGTCTATGGACAAAG-3' (SEC ID N°: 8)

Los cebadores especificos disefiados segun el gen de transaminasa derivado de Hyphomonas neptunium son
como se expone a continuacion:

taHN A: 5-CCGCTCGAGCGGTGCATAGGTTACCGGTTC-3’ (SEC ID N°: 9)
taHN S: 5-GGAATTCCATATGCTGACCTTCCAAAAAGTACTGAC-3' (SEC ID N°: 10)

Mientras tanto, se disefiaron 6 pares de cebadores segun sitios diferentes, que son respectivamente como se
expone a continuacion:

CM31A: 5-GAACTTCAGACCGCGGGTGACAATCAG-3' (SEC ID N°: 11)
CM31S: 5-CACCCGCGGTCTGAAGTTCCTGC-3’ (SEC ID N°: 12)
CM32A: 5-CGGCGGAACACGACGAACGGTACG-3 (SEC ID Ne°: 13)
CM32S: 5-TTCGTCGTACTCCGCCGGGCGCAC-3’ (SEC ID N°: 14)
CM33A: 5-TAGCCTGCGCCCTCGGTCAGGTGAG-3' (SEC ID N°: 15)
CM33S: 5-GACCGAGGGCGCAGGCTACAATATC-3’ (SEC ID N°: 16)
CM34A: 5-CCCTTCAGACCACGCGTAACGATGATC-3’ (SEC ID N°: 17)
CM34S: 5-TTACGCGTGGTCTGAAGGGTGTGCGTG-3’ (SEC ID N°: 18)
CM35A: 5-CCAGGCGGAGTACGACGTACAGTACGAG-3’ (SEC ID N°: 19)
CM35S: 5-TACGTCGTGTTCCGCCTGGCGCAATC-3' (SEC ID N°: 20)
CM36A: 5-GCCGCTGCCTTCCGTCGCGTTACC-3' (SEC ID N°: 21)
CM36S: 5-GACGGAAGGCAGCGGCTTCAACATC-3’ (SEC ID N°: 22)

(3) Adquisicion de una nueva transaminasa

El cebador especifico taAT S (un cebador directo), disefiado en el gen de transaminasa derivado de Aspergillus
terreus, se combina con cualquier cebador inverso en 3 cebadores inversos (CM31A, CM32A, CM33A) entre los 6
pares anteriores de cebadores, para amplificar un fragmento del gen de transaminasa derivado de Aspergillus
terreus, o taHN A (un cebador inverso) se combina con uno cualquiera de 3 cebadores directos (CM36S, CM35S
y CM348S) entre los 6 pares de cebadores, para amplificar un fragmento del gen de transaminasa derivado de
Hyphomonas neptunium. A continuacion, los dos fragmentos de origenes diferentes, que se obtienen a partir de la
amplificacion, se integran para obtener un gen de transaminasa transformado.

De forma similar, el cebador especifico taAT A (un cebador inverso), disefiado en el gen de transaminasa derivado
de Aspergillus terreus, se combina con cualquier cebador directo en 3 cebadores directos (CM33S, CM32S,
CM31S) entre los 6 pares de cebadores, para amplificar un fragmento del gen de transaminasa derivado de
Aspergillus terreus, o taHN S (un cebador directo) se combina con uno cualquiera de 3 cebadores inversos
(CM34A, CM35A y CM36A) entre los 6 pares de cebadores, para amplificar un fragmento del gen de transaminasa
derivado de Hyphomonas neptunium. A continuacion, los dos fragmentos de origenes diferentes, que se obtienen
a partir de la amplificacion, se integran para obtener un gen de transaminasa transformado.
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Las etapas de transformacion especificas se explican tomando como ejemplos una transaminasa obtenida
integrando el fragmento adquirido amplificando el cebador directo taAT S y el cebador inverso CM33A y el
fragmento obtenido amplificando el cebador inverso taHN A y el cebador directo CM33S, y una transaminasa
obtenida integrando el fragmento adquirido amplificando el promotor directo taAT S y el cebador inverso CM32A y
el fragmento adquirido amplificando el cebador inverso taHN Ay el cebador directo CM32S.

Las etapas para obtener la transaminasa AH-TACM33 son como se expone a continuacion:

Etapa 1: Adquisicion del fragmento A: el fragmento recuperado taAT se usa como molde de PCR, taAT Sy
CMS33A se usan como cebadores para llevar a cabo la amplificacion mediante PCR, y se recupera un producto
mediante extraccion y purificacion en gel, para adquirir un fragmento A.

Etapa 2: Adquisicion del fragmento B: el fragmento recuperado taHN se uso como molde de la PCR, taHN Ay
CM33S se usan como cebadores para llevar a cabo la amplificacion mediante PCR, y se recupera un producto
mediante extraccion y purificacion en gel, para adquirir un fragmento B.

Etapa 3: Adquisicion del fragmento CM33: el fragmento A y el fragmento B adquiridos se usan como moldes y
cebadores entre si, la amplificacion mediante PCR se lleva a cabo durante 5 ciclos, después los cebadores
taAT S y taHN A se afiaden directamente al sistema de PCR, se lleva a cabo la amplificacion mediante PCR
solapada, y se recupera un producto mediante extraccion y purificacion en gel, para adquirir un fragmento
CM33.

Sistema de PCR: fragmento A 1 pl, fragmento B 1 pl, mezcla de PCR 5 ul, ddH,0 4.5.
Procedimiento de PCR: 95°C 3 min.; (95°C 30 s, 57°C 30 s, 72°C 90s, 5 ciclos); 72°C 1 min.
Se afiaden al sistema respectivamente 0.2 pl del cebador taAT Sy 0.2 ul del cebador taHN A.
Procedimiento de PCR: 95°C 3 min.; (95°C 30 s, 57°C 30 s, 72°C 90 s, 30 ciclos); 72°C 10 min.

Etapa 4: Adquisicion del plasmido recombinante pET22b-CM33: los fragmentos CM33 y pET-22b (+) se
someten simultdneamente a digestion enzimatica usando Nde | y Xho |, la ligacion se lleva a cabo usando T4
ADN ligasa, y un producto de ligacion se transforma en una célula competente de una cepa DH5a de
Escherichia coli, se resucita mediante un agitador, y después se reviste en una placa de cultivo de LB que
contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 pug/ml, y se cultiva toda la noche en una
incubadora a 37°C. Se selecciona una Unica colonia en la placa de cultivo, y se inocula en un medio de cultivo
liquido LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 ug/ml, y se somete a cultivo con
agitacion a 180 r/min. y 37°C, toda la noche. Se extrae un plasmido, se somete a PCR y se identifica mediante
digestion enzimatica, y un resultado de la identificacion de la digestion enzimatica es como se muestra en la
figura 3.

La figura 3 representa un diagrama de identificacion del plasmido pET22b-CM33 que se ha sometido a digestion
doble de la enzima Nde | y la enzima Xho |, en la que 1 representa un vector vacio pET22b; 2 representa los
marcadores de los tamafios de moléculas de ADN (10000 pb, 8000 pb, 6000 pb, 5000 pb, 4000 pb, 3500 pb,
3000 pb, 2500 pb, 2000 pb, 1500 pb, 1000 pb, 750 pb, 500 pb, 250 pb, respectivamente desde la parte superior
a la parte inferior); y 3 representa pET22b-CM33-DH5a. A partir de la figura 3 se puede observar que una
banda relativamente débil, que presenta un tamafio de fragmento de aproximadamente 1000 pb tras la
digestion enzimatica, es un fragmento diana (una banda de plasmido que no presenta el fragmento diana es
relativamente fuerte), y de este modo se puede determinar que la direccion de insercién y el tamafio de una
secuencia de insercion del plasmido recombinante pET22b-CM33 son correctos.

Etapa 5: Adquisicion de BL21/pET22b-CM33: el plasmido recombinante obtenido pET22b-CM33 se transforma
directamente en Escherichia coli BL21 (DES3), se resucita mediante un agitador, y después se reviste en una
placa de cultivo de LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 ug/ml, y se cultiva a
37°C toda la noche; se selecciona una unica colonia en la placa de cultivo, y se inocula en 5 ml de un medio
de cultivo liquido LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 pug/ml, y se cultiva a
180 r/min. y a 37°C toda la noche; el liquido bacteriano se envia a Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd., para
que sea secuenciado, y tras verificarlo correctamente a través de la secuenciacion génica, el plasmido se
nombra BL21/pET22b-CM33.

El resultado de la secuenciacion se muestra en la figura 4, y se puede observar a partir de la figura 4 que la
secuencia génica portada por el plasmido BL21/pET22b-CM33 en el resultado de secuenciacion es
completamente como se esperaba, y no hay ninguna base mutada. Tras identificarlo correctamente mediante
la secuenciacion, el plasmido recombinante es una secuencia plasmidica diana.
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Etapa 6: Preparacion de la transaminasa AH-TACM33: un liquido bacteriano del BL21/pET22b-CM33 se
trasplanta en un medio de cultivo liquido LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de
50 pg/ml, se somete a cultivo con agitacion a 180 r/min. y 37°C, y cuando el valor de OD600 es 0.6 a 0.8, se
afade IPTG hasta que la concentracion final es 0.2 mM, y la disolucion de cultivo se transpone a 25°C para
inducir la expresion; después de que la induccion se lleva a cabo durante 16 h, se extrae el liquido bacteriano
y se centrifuga a 12000 r/min. durante 10 min., y se recogen talos; después de que las células se destruyen,
los talos se centrifugan a 4°C y 12000 r/min. durante 20 min., para obtener un sobrenadante que es una
transaminasa preparada AH-TACM33 que presenta una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC
ID N°: 4 y una secuencia nucleotidica correspondiente como se muestra en SEC ID N°: 3.

Forma de realizacion 2: Experimento 1 de actividad de transaminasa AH-TACM33

A un matraz de reaccion se le afiaden 1 g de una materia prima principal (N-Boc-3-piperidona, CAS: 98977-36-7)
y 1 ml de dimetilsulfoxido. Después de que las materias primas se dispersan, se afiaden 50 ml de una disolucion
amortiguadora de trietanolamina que presenta una concentracion de 0.2 moles/| y un valor de pH regulado a 9.3 a
9.5 mediante acido clorhidrico concentrado en un bafio de hielo, 0.765 g de isopropilamina, 0.01 g de fosfato de
piridoxal, y 0.01 g de la transaminasa AH-TACMS33, y se agitaron durante 12 h a una temperatura constante de
30°C, en el que el valor del pH del sistema es 9.5. El valor del pH del sistema se regula hasta por encima de 10
mediante NaOH 2N, la extraccion se lleva a cabo dos veces mediante acetato de etilo, y la fase organica se seca,
se filtra y se concentra para obtener un producto bruto (nombre en castellano: (R)-1-N-Boc-3-aminopiperidina,
CAS: 188111-79-7). Mediante cromatografia de gases (GC) se detecta que la tasa de conversion es 90%, y el
valor de e.e es 100%.

El dato de la resonancia magnética nuclear (RMN) del producto obtenido es como se expone a continuacion: RMN
1H (300 MHz, CDCI3) 6 4.00-3.78 (m, 2H), 3.80 (m, 2H), 3.60 (m, 1H), 1.90 (m, 1H). 1.70 (m, 1H), 1.60-1.40 (m,
12H), 1.30 (m, 1H) ppm.

Forma de realizacion 3: Experimento 2 de actividad de la transaminasa AH-TACM33

En un matraz de reaccioén se afiadieron 0.1 g de una materia prima principal (2,4-dicloroacetofenona, CAS: 2234-
16-4) y 1.5 ml de polietilenglicol PEG-400. Después de que los materiales de partida se dispersan, se afiaden 23.5
ml de una disolucion amortiguadora de fosfato (pH 8.0), 0.031 g de isopropilamina, 0.0075 g de fosfato de piridoxal,
y 0.02 g de la transaminasa AH-TACM33, y se agitaron durante 20 h a una temperatura constante de 45°C, en el
que el valor del pH del sistema es 8.0. El valor del pH del sistema se regula hasta por encima de 10 mediante
NaOH 2N, la extraccion se lleva a cabo dos veces mediante acetato de etilo, y la fase organica se seca, se filtra y
se concentra para obtener un producto bruto ([(R)-(+)-1-(2,4-diclorofenil)etillamina, CAS: 133773-29-2). Mediante
GC se detecta que la tasa de conversion es 82%, y el valor de e.e es 100%.

El dato de RMN del producto obtenido es como se expone a continuacion: RMN 1H (400MHz, DMSO D6): 6 = 7.67
(d 1H), 7.60 (d, 1H), 7.47 (dd, 1H), 7.34 (dd, 4H), 7.23-7.12 (m, 6H), 4.84 (s, 1H), 4.47 (cuartete, 1H), 1.31 (d, 3H).

Forma de realizacién 4: Preparacion de la transaminasa AH-TACM32 derivada de Aspergillus terreus vy
Hyphomonas neptunium

Las etapas especificas de un método de preparacién de una transaminasa AH-TACM32 de la presente invencion
son como se expone a continuacion:

(1) Construccion del molde

Los plasmidos recombinantes pUC57-taAT y pUC57-taHN se obtienen segun el método de la forma de realizacion
1. Los plasmidos recombinantes pUC57-taAT y pUC57-taHN se someten simultaneamente a digestion enzimatica
usando las endonucleasas de restriccion Nde |y Xho |, y los fragmentos recuperados purificados taAT y taHN se
obtienen mediante recuperacion en gel, y se usan como moldes de la PCR en la siguiente etapa.

(2) Diseno de cebadores

El disefio de cebadores es el mismo que en la forma de realizacioén 1.

(3) Adquisicidon de una nueva transaminasa

Etapa 1: Adquisicion del fragmento E: el fragmento recuperado taAT se usa como molde de PCR, taAT Sy
CM32A se usan como cebadores para llevar a cabo la amplificacion mediante PCR, y se recupera un producto
mediante extraccion y purificacion en gel, para adquirir un fragmento E.

Etapa 2: Adquisicion del fragmento F: el fragmento recuperado taHN se uso como molde de la PCR, taHN Ay

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734 579 T3

CM32S se usan como cebadores para llevar a cabo la amplificacion mediante PCR, y se recupera un producto
mediante extraccion y purificacion en gel, para adquirir un fragmento F.

Etapa 3: Adquisicion del fragmento CM32: el fragmento E y el fragmento F adquiridos se usan como moldes y
cebadores entre si, la amplificacion mediante PCR se lleva a cabo durante 5 ciclos, después los cebadores
taAT S y taHN A se afiaden directamente al sistema de PCR, se lleva a cabo la amplificacion mediante PCR
solapada, y se recupera un producto mediante extraccion y purificacion en gel, para adquirir un fragmento
CM32.

Etapa 4: Adquisicion del plasmido recombinante pET22b-CM32: los fragmentos CM32 y pET-22b (+) se
someten simultdneamente a digestion enzimatica usando Nde | y Xho I, la ligacién se lleva a cabo usando T4
ADN ligasa, y un producto de ligacion se transforma en una célula competente de una cepa DH5a de
Escherichia coli, se resucita mediante un agitador, y después se reviste en una placa de cultivo de LB que
contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 pug/ml, y se cultiva toda la noche en una
incubadora a 37°C. Se selecciona una Unica colonia en la placa de cultivo, y se inocula en un medio de cultivo
liquido LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 ug/ml, y se somete a cultivo con
agitacion a 180 r/min. y 37°C, toda la noche. Se extrae un plasmido, se somete a PCR y se identifica mediante
digestion enzimatica, y un resultado de la identificacion de la digestion enzimatica es como se representa en la
figura 5.

La figura 5 representa un diagrama de identificacion del plasmido pET22b-CM32 que se ha sometido a digestion
doble de la enzima Nde | y la enzima Xho |, en la que 1 representa los marcadores de los tamafios de moléculas
de ADN (10000 pb, 8000 pb, 6000 pb, 5000 pb, 4000 pb, 3500 pb, 3000 pb, 2500 pb, 2000 pb, 1500 pb, 1000
pb, 750 pb, 500 pb, 250 pb, respectivamente desde la parte superior a la parte inferior); 2 representa pET22b-
CM33-DH5¢; y 3 representa un vector vacio pET22b.

A partir de la figura 5, se puede apreciar que una banda relativamente débil, que presenta un tamafo de
fragmento de aproximadamente 1000 pb tras la digestion enzimatica, es un fragmento diana (una banda de
plasmido que no presenta el fragmento diana es relativamente fuerte), y de este modo se puede determinar
que la direccién de insercion y el tamafio de una secuencia de insercion del plasmido recombinante pET22b-
CM32 son correctos, para obtener el plasmido recombinante pET22b-CM32.

Etapa 5: Adquisicion de BL21/pET22b-CM32: el plasmido recombinante obtenido pET22b-CM32 se transforma
directamente en Escherichia coli BL21 (DE3), se resucita mediante un agitador, y después se reviste en una
placa de cultivo de LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 ug/ml, y se cultiva a
37°C toda la noche; se selecciona una unica colonia en la placa de cultivo, y se inocula en 5 ml de un medio
de cultivo liquido LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de 50 pug/ml, y se cultiva a
180 r/min. y a 37°C toda la noche; el liquido bacteriano se envia a Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd., para
que sea secuenciado, y tras verificarlo correctamente a través de la secuenciacion génica, el plasmido se
nombra BL21/pET22b-CM32.

El resultado de la secuenciacion se muestra en la figura 6, y se puede observar a partir de la figura 6 que la
secuencia génica portada por el plasmido BL21/pET22b-CM32 en el resultado de secuenciacion es
completamente como se esperaba, y no existe ninguna base mutada. Tras identificarlo correctamente mediante
la secuenciacion, el plasmido recombinante es una secuencia plasmidica diana.

Etapa 6: Preparacion de la transaminasa AH-TACM32: un liquido bacteriano del BL21/pET22b-CM32 se
trasplanta en un medio de cultivo liquido LB que contiene ampicilina que presenta una concentracion final de
50 pg/ml, se somete a cultivo con agitaciéon a 180 r/min. y 37°C, y cuando el valor de OD600 es 0.6 a 0.8, se
afade IPTG hasta que la concentracion final es 0.2 mM, y la disolucién de cultivo se transpone a 25°C para
inducir la expresion; después de que la induccion se lleva a cabo durante 16 h, se extrae el liquido bacteriano
y se centrifuga a 12000 r/min. durante 10 min., y se recogen talos; después de que las células se destruyen,
los talos se centrifugan a 4°C y 12000 r/min. durante 20 min., para obtener un sobrenadante que es una
transaminasa preparada AH-TACM32 que presenta una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC
ID N°: 2 y la secuencia nucleotidica correspondiente como se muestra en SEC ID N°: 1.

Forma de realizacion 5: Experimento de actividad de la transaminasa AH-TACM32

En un matraz de reaccion se afiadieron 0.1 g de una materia prima principal (2-acetofenona, CAS: 93-08-3) y 1 ml
de polietilenglicol PEG-400. Después de que los materiales de partida se dispersan, se afiaden 24 ml de una
disolucién amortiguadora de fosfato (pH 7.0), 0.17 g de isopropilamina, 0.01 g de fosfato de piridoxal, y 0.004 g de
la transaminasa AH-TACM32, y se agitaron durante 48 h a una temperatura constante de 20°C, en el que el valor
del pH del sistema es 7.0. El valor del pH del sistema se regula hasta por encima de 10 mediante NaOH 2N, la
extraccion se lleva a cabo dos veces mediante acetato de etilo, y la fase organica se seca, se filtra y se concentra
para obtener un producto bruto ((R)-(+)-1-(2naftil)etilamina, CAS: 3906-16-9). Mediante GC, se detecta que la tasa
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de conversion es 20%, y el valor de e.e es 100%.

El dato de RMN del producto obtenido es como se expone a continuacion: RMN 1H (400MHz, CDCI3) 6 7.86-7.76
(m, 4H), 7.52-7.41 (m, 3H), 4.29 (q, J=6.4Hz, 1H), 1.74 (br s, 2H), 1.48 (d, J=6.4Hz, 3H).

La presente invencion verifica ademas la actividad de transaminasa de la transaminasa AH-TACM33 usando la
materia prima principal (2-acetonaftona, CAS: 93-08-3), y verifica la actividad de transaminasa de la transaminasa
AH-TACM32 usando una materia prima principal (N-Boc-3-piperidona, CAS: 98977-36-7) y una materia prima
principal (2,4-dicloroacetofenona, CAS:2234-16-4); las etapas del método especificas son las mismas que las
formas de realizacién anteriores.

Forma de realizacion 6

Sobre la base de la transaminasa que presenta una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID N°: 2,
la leucina en el sitio 38° de la transaminasa se somete a mutagénesis dirigida al sitio para reemplazarla por
isoleucina, para obtener una transaminasa que presenta una secuencia como se muestra en SEC ID N°: 25.

Se lleva a cabo un experimento de actividad enzimatica para detectar la transaminasa, y las etapas de deteccion
son como se expone a continuacion:

se trasplanta un liquido bacteriano de mutantes a 100 ml de un medio de cultivo liquido LB que contiene ampicilina
que presenta una concentracion final de 50 pug/ml, se somete a cultivo con agitacion a 180 r/min. y 37°C, y cuando
el valor de OD600 es 0.6 a 0.8, se afiade IPTG hasta que la concentracion final es 0.2 mM, y la disolucion de
cultivo se transpone a 25°C para inducir la expresion. Mientras tanto, como control negativo, se establece una
disolucién de cultivo libre del inductor IPTG. Después de que la induccion se lleva a cabo durante 16 h, el liquido
bacteriano se recoge y se centrifuga a 12000 r/min. durante 5 min., y se recogen talos. Se pesan 0.5 g de lodo
bacteriano y se resuspenden en 2.5 ml de una disolucién amortiguadora de fosfato (pH 8.0), y las células de los
talos se destruyen mediante un interruptor ultrasonico. Los parametros ultrasonicos incluyen: diametro de la sonda
6 mm, potencia 200 W, tiempo de funcionamiento 2 s, e intervalo 6 s, totalizando 10 min. Tras el procesamiento
ultrasonico, se lleva a cabo la centrifugacion a 12000 r/min. durante 20 min. a 4°C para obtener un sobrenadante
y un precipitado ultrasoénicos, y el sobrenadante se introduce en una reaccion para verificar la actividad de
transaminasa.

Se afiaden 0.1 g de una materia prima principal (acetofenona, CAS: 98-86-2) a un matraz de reaccion, la materia
prima se dispersa en 13.5 ml de una disolucién amortiguadora de fosfato que presenta una concentracion de 0.1
M (pH 8.0), 0.356 g de D-alanina, 0.002 g de B-NAD+, 0.0192 g de deshidrogenasa lactica, 0.006 g de glucosa
deshidrogenasa, 0.432 g de glucosa, 0.004 g de fosfato de piridoxal, y 2.5 de una omega-transaminasa de
configuracion R que presenta una secuencia codificada por SEC ID N°: 25, el valor del pH del sistema es 7.5, la
agitacion se lleva a cabo a una temperatura constante de 30°C durante 16 h, el valor del pH del sistema se regula
hasta por encima de 10 mediante NaOH que presenta una concentracion de 2N, la extraccién se lleva a cabo dos
veces mediante acetato de etilo, y la fase organica se seca, se filtra y se concentra para obtener un producto bruto
(nombre en castellano: (R)-1-fenetilamina, CAS: 3886-69-9). Mediante GC, se detecta que la tasa de conversion
es 83%, y el valor de e.e es 99.5%.

El dato de RMN del producto obtenido es como se expone a continuacion: RMN 1H (CDCI3, 400 MHz, 300K) &
(ppm): 7.36-7.29 (m, 4H), 7.26-7.19 (m, 1H), 4.11 (q, J=6.6Hz, 1H), 1.53 (bs, 2H), 1.38 (d, J=6.6Hz, 3H).

El resultado muestra que la transaminasa en las formas de realizacion anteriores de la presente invencién puede
lograr rendimientos y pureza enantiomérica similares, obteniendo de ese modo aminas quirales correspondientes
de configuracion R.

Se puede apreciar a partir de la descripcion anterior que las formas de realizacién de la presente invencién han
logrado el siguiente efecto técnico: una nueva transaminasa descrita por la presente invencion cataliza la
transferencia de un amino en un donante de amino a cetonas o aldehidos proquirales, generando de ese modo
aminas quirales correspondientes de configuracion R. Se puede obtener un producto diana, que presenta una
pureza elevada, utilizando un método de sintesis de la nueva transaminasa de la presente invencion, y la pureza
optica del producto obtenido se estabiliza por encima de 98%. El método de sintesis, que es simple, aplica materias
primas facilmente disponibles y presenta condiciones de reaccion quimica suaves, un rendimiento elevado y
elevada pureza enantiomérica, y operaciones simples en todo el procedimiento de produccion, es un procedimiento
de sintesis factible con poca contaminacién, y proporciona un nuevo enfoque y un nuevo método para la
preparacion de aminas quirales.
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<130> PN26394KLY

<160> 25

<170> PatentIn versién 3.2

<210> SEC ID N°.1

<211> 975
<212> ADN

<213>
<400> 1

atggcgtcta
actgagacta
ctggcggaag
gacgtgcegt
gaagcatcct
atcctggttg
acccgeggte
atgttcgtgce
gcagttgtag
aacctgcagt
tttectatte
ctggtgcgta
cgtacggtge
atccaggccece
ccactggtge
atgatttggg

tatgcaccge

ALt

tggacaaagt
ccaacccgtt
cacgcatcce
ctgtgtggga
gcactaaact
aaatggttgce
tgaagggtgt
agccgtacgt
cccgtaccegt
ggggegatet
tgcecggatgg
acggcgagcet
tggagattgce
tgtatgaatg
tgctggatgg
aagcgtactg

tegag

<210> SEC ID N°.2

<211> 325
<212> PRT

ttttgcaggt
cgcgaaaggt
gctgectggat
tggcecgette
gcgtetgege
gaaatccgge
gcgtggcacce
ctgggttatg
tcgtegtact
ggttegeggt
cgacggtaac
gcataccccg
agctgctege
cgacgaactg
caacattgta

ggacctgcac

tacgecggcecce
atcgegtggg
cagggcttca
ttcegtetgg
ctgecctetge
attcgcgacg
cgtccggaag
gaaccggaca
ccgeegggeg
ctgatggaag
gcgacggaag
cgtegtggcg
ggcctgaaaa
tttatgtgca
ggtgacggca

gacgacccgce

14

gtcaagcgat
tagaaggtga
tgcattccga
atgatcacat
cgcgtgatca
cgtttgtcga
acattgtaaa
tgcagcgtgt
cactggatcc
caggecgaceg
gcgcaggcta
ttectggaagg
ctcacgtcac
gcaccgcggg
ccgttggtee

agctgtctga

cctggaatct
actggttcceg
cctgacgtat
cactcgtetg
ggtgaaacag
actgattgtc
caacctgtac
tggcggecage
gactattaaa
tgattecttte
caatatcgta
tattacccgt
cgaaatccca
cggtatcatg
ggtcacccgce

accggtaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

975



<213>

<400> 2

Met

1

Ile

Trp

Leu

val

65

Glu

Gln

Asp

Gly

Pro

145

Ala

Pro

Glu

Ala

Leu

Val

Asp

50

Trp

Ala

Val

Ala

Thr

130

Tyr

Val

Thr

Ala

Ser

Glu

Glu

Gln

Asp

Ser

Lys

Phe

115

Arg

Val

Val

Ile

Gly
195

ATH

Met

Ser

20

Gly

Gly

Gly

Cys

Gln

100

Val

Pro

Trp

Ala

Lys

180

Asp

Asp

Thr

Glu

Phe

Arg

Thr

85

Ile

Glu

Glu

Val

Arg

165

Asn

Arg

Lys

Glu

Leu

Met

Phe

70

Lys

Leu

Leu

Asp

Met

150

Thr

Leu

Asp

Val

Thr

Val

His

55

Phe

Leu

Val

Ile

Ile

135

Glu

Val

Gln

Ser

Phe

Thr

Pro

40

Ser

Arg

Arg

Glu

Val

120

Val

Pro

Arg

Trp

Phe
200
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Ala

Asn

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Met

105

Thr

Asn

Asp

Arg

Gly

185

Phe

Gly

10

Pro

Ala

Leu

Asp

Arg

90

Val

Arg

Asn

Met

Thr

170

Asp

Pro

Tyr

Phe

Glu

Thr

Asp

75

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

155

Pro

Leu

Ile

15

Ala

Ala

Ala

Tyr

60

His

Pro

Lys

Leu

Tyr

140

Arg

Pro

Val

Leu

Ala

Lys

Arg

45

Asp

Ile

Leu

Ser

Lys

125

Met

Val

Gly

Arg

Pro
205

Arg

Gly

Ile

Val

Thr

Pro

Gly

110

Gly

Phe

Gly

Ala

Gly

190

Asp

Gln

15

Ile

Pro

Pro

Arg

Arg

95

Ile

Val

Val

Gly

Leu

175

Leu

Gly

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

80

Asp

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Asp

Met

Asp
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Gly Asn

210

Gly
225

Glu

Arg Thr

Thr Glu

Cys Ser

Ile Val

290

Ala
305

Tyr

Tyr Ala

Ala

Leu

Val

Ile

Thr

275

Gly

Trp

Pro

Thr Glu

His Thr

Gly

Pro

Ala
215

Gly

Arg Arg

230

Glu
245

Leu

Pro Ile

260

Ala Gly

Asp

Gly

Asp Leu

Ile

Gln

Gly

Thr

His

Ala Ala

Ala Leu

Ile Met

280

Val
295

Gly

Asp Asp

310

Glu
325

Leu

<210> SEC ID N°.3

<211> 975
<212> ADN

<213>
<400> 3

atggcgtcta
actgagacta
ctggcggaag
gacgtgeegt
gaagcatcct
atcctggttg
acccgeggte
atgttegtge
gcagttgtag

aatctgcagt

AT#HI

tggacaaagt
ccaacccgtt
cacgcatcce
ctgtgtggga
gcactaaact
aaatggttgce
tgaagggtgt
agccgtacgt
cccgtacegt

ggggcgatct

ttttgcaggt
cgcgaaaggt
gctgetggat
tggecegette
gegtetgege
gaaatccgge
gcgtggcace
ctgggttatg
tegtegtgtt

ggtacgeggt

ES 2734 579 T3

Tyr Asn Ile

Val Leu

235

Gly

Ala Arg

250

Gly

Tyr Glu

265

Cys

Pro Leu Val

Pro Val Thr

Gln Leu

315

Pro

tacgcggcecce
atcgegtggg
cagggcttca
tteegtetgg
ctgectetge
attegcgacg
cgtcecggaag
gaaccggaca
ccgectggeg

atgtttgaag

16

Val
220

Leu Val

Glu Gly Ile

Leu Lys Thr

Glu Leu

270

Asp

Leu
285

Leu Asp

Arg Met Ile

300

Ser Glu Pro

gtcaagcgat
tagaaggtga
tgcatteccga
atgatcacat
cgegtgateca
cgtttgtecga
acattgtaaa
tgcagegtgt
caatcgacce

ctgcecgateg

Arg Asn

Thr Arg

240

His Vval

255

Phe Met

Gly Asn
Glu

Trp

Thr
320

Vval

cctggaatcect
actggttcceg
cctgacgtat
cactegtetg
ggtgaaacag
actgattgte
caacctgtac
tggcggcage
aactgttaaa

tggtgctact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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tatccgttcee
ctggtgcgta
cgtacggtgce
atccaggccc
ccactggtgce
atgatttggg

tatgcaccgce

tgacggatgg
acggcgagct
tggagattgc
tgtatgaatg
tgctggatgg
aagcgtactg

tcgag

<210> SEC ID N°.4

<211> 325
<212> PRT

<213> AI'&‘H‘

<400> 4

Met Ala
1

Ser

Ile Leu Glu

Val Glu

35

Trp

Leu Asp Gln

50

Val
65

Trp Asp

Glu Ala Ser

Gln Val Lys

Ala Phe

115

Asp

Thr
130

Gly Arg

Met Asp

Ser Thr

20

Gly Glu

Gly Phe Me

Gly Arg

70

Thr
85

Cys

Gln
100

Ile Le

Val Glu Le

Pro Glu As

Lys

Glu

Leu

Phe

Lys

tgacgctcac
gcataccccg
agctgctcge
cgacgaactg
caacattgta

ggacctgcac

Val Phe

Thr Thr

Val Pro

40

t His
55

Ser

Phe Arg

Leu Arg

u Val Glu

u Ile Val

120

p Ile Val

135

Ala

Asn

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Met

105

Thr

Asn

ES 2734 579 T3

ctgaccgagg
cgtegtggceg
ggcctgaaaa
tttatgtgca
ggtgacggca

gacgacccgce

Gly
10

Tyr

Pro Phe

Ala Glu

Leu Thr

Asp Asp

75

Arg Leu

90

Val Ala

Arg

Gly

Asn Leu

17

gcgcaggcta
ttctggaagg

ctcacgtcac

gcaccgcggg

ccgttggtce

agctgtctga

Ala Ala Arg

Ala Lys Gly

30

Ala Arg Ile

45

Tyr Val

60

Asp

His Ile Thr

Pro Leu Pro

Lys Ser Gly

110

Leu Lys

125

Gly

Tyr Met Phe

140

caatatcgta
tattaccecgt
cgaaatccca
cggtatcatg
ggtcacccgce

accggtaacc

Gln
15

Ala

Ile

Ala

Leu

Pro

Ser

Pro

Leu
80

Arg

Arg
95

Asp
Ile Arg
Val

Arg

Val Gln

660

720

780

840

900

960

975
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Pro Tyr Val Trp Val Met Glu Pro Asp Met Gln Arg Val Gly Gly Ser
145 150 155 160

Ala Val Val Ala Arg Thr Val Arg Arg Val Pro Pro Gly Ala Ile Asp
165 170 175

Pro Thr Val Lys Asn Leu Gln Trp Gly Asp Leu Val Arg Gly Met Phe
180 185 190

Glu Ala Ala Asp Arg Gly Ala Thr Tyr Pro Phe Leu Thr Asp Gly Asp
195 200 205

Ala His Leu Thr Glu Gly Ala Gly Tyr Asn Ile Val Leu Val Arg Asn
210 215 220

Gly Glu Leu His Thr Pro Arg Arg Gly Val Leu Glu Gly Ile Thr Arg
225 230 235 240

Arg Thr Val Leu Glu Ile Ala Ala Ala Arg Gly Leu Lys Thr His Val
245 250 255

Thr Glu Ile Pro Ile Gln Ala Leu Tyr Glu Cys Asp Glu Leu Phe Met
260 265 270

Cys Ser Thr Ala Gly Gly Ile Met Pro Leu Val Leu Leu Asp Gly Asn
275 280 285

Ile Val Gly Asp Gly Thr Val Gly Pro Val Thr Arg Met Ile Trp Glu
290 295 300

Ala Tyr Trp Asp Leu His Asp Asp Pro Gln Leu Ser Glu Pro Val Thr
305 310 315 320

Tyr Ala Pro Leu Glu
325
<210> SEC ID N°.5

<211> 981
<212> ADN

<pq3> THBE

<400> 5
atggcaagca tggataaagt ttttgcaggt tatgcagcac gtcaggcaat tctggaaagce 60

accgaaacca ccaatccgtt tgcaaaaggt attgcatggg ttgaaggtga actggttccg 120

18
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ctggcagaag
gatgttccga
gaagcaagct
attctggttg
acccgtggte
atgtttgtgc
gcagttgttg
aatctgcagt
tatccgttte
ctggttaaag
aaaagcgtta
gttgaactgg
ccgattacca
aaaatctggg

tataatgaac

cacgtattcc
gcgtttggga
gtaccaaact
aaatggttgc
tgaaaggtgt
agccgtatgt
cacgtaccgt
ggggtgatct
tgaccgatgg
atggcgtgcet
ttaatgcagc
catatcgctg
ccctggatgg
atggttattg

gcaatctcga

<210> SEC ID N°.6

<211> 969
<212> ADN

<213>

<400> 6
atgctgacct
cgtaccgatg
aaagcacgta
ccggcagttt
agctgtgcaa
atggaactgg
ggcctgaaat
gccgtteegt
gttacccgta

cagtggggtg

AN

ttcagaaagt
catttgcaga
ttccgattcet
ggaatggtcg
aaatgcgtct
ttagccgtag
ttctgegtgg
atgtttggat
ccgttegteg

atctggttcg

gctgctggat
tggtcgtttt
gcgtctgegt
caaaagcggt
tcgtggecacc
ttgggttatg
tcgtegtgtt
ggttcgtggt
tgatgcacat
gtatacaccg
agaagccttt
tgatgaaatc
tatgccggtt
ggccatgcat

g

tctgaccggt
tggtattgca
ggatcagggt
tatttttegt
gccgetgecg
cggtctgcgt
tgcacaggca
tctgeecgetg
tacaccgccg

tggtctgatg

ES 2734 579 T3

cagggtttta
tttecgtectgg
ctgeccgetge
attcgtgatg
cgtccggaag
gaaccggata
ccgcegggtyg
atgtttgaag
ctgaccgaag
gatcgtggtg
ggtattgaag
tttatgtgta
aatggtggtc

tatgatgcag

tttcagaccc
tggattgaaa
tttctgcata
ctggatgate
attgcacgtc
gatgcctatg
gaagatatta
gaatatcaga
ggtgcactgg

gaagccggtg

19

tgcatagcga
atgatcatat
ctcgtgatca
catttgttga
atattgttaa
tgcagcgtgt
caattgatcc
cagcagatcg
gtagcggctt
ttctgcaggg
ttecgtgttga
ccaccgcagg
agattggtcc

catatagctt

gtgcagatgc
atgaatttgt
gcgatctgac
atctggatcg
cggaactgcg
ttgaaattat
ttccgaatct
atcatggtgce
atccgaccat

atcgtgatag

tctgacctat
tacccgtcetg
ggttaaacaa
actgattgtt
taatctgtat
tggtggtage
gaccgttaaa
tggtgcaacc
taacattgtt
tgttacccgt
atttgttccg
cggtattatg
gattaccaaa

tgaaattgat

acgtgcagaa
gccgattggce
ctatgatgtt
tctggaagtt
tecgtctggtt
tgttacccgt
gtatctgatg
accggcagtt
caaaaatctg

cttttttecg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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attctgccgg
cgtaatggcg
gttctggaaa
gcactgtatg
gttctgctgg
tgggaagcat

ccgctcgag

atggtgatgg
aactgcatac
ttgcagcagce
aatgtgatga
atggtaatat

attgggatct

<210> SEC ID N°.7

<211> 33
<212> ADN

ATER

<213>

<400> 7

taatgcaacc
accgcgtcegt
acgtggectg
actgtttatg
tgttggtgat

gcatgatgat

ccgctcgagg ttacgcetcegt tgtagtcaat ttc 33

<210> SEC ID N°.8

<211> 29
<212> ADN

<135 ALER

<400> 8

ggaattccat atggcgtcta tggacaaag 29

<210> SEC ID N°.9

<211> 30
<212> ADN

<213>

<400> 9

ATE

2

ccgctcgage ggtgcatagg ttaccggttc 30

<210> SEC ID N°.10

<211> 36
<212> ADN

<213>

<400> 10

ALER

ggaattccat atgctgacct tccaaaaagt actgac

<210> SEC ID N°.11

<211> 27
<212> ADN

<400> 11

gaacttcaga ccgcgggtga caatcag 27

<210> SEC ID N°.12

<211> 23
<212> ADN

ES 2734 579 T3

gaaggtgcag
ggtgttctgg
aaaacacatg
tgtagcaccg
ggcaccgttg

ccgcagctga

36

20

gctataacat
aaggtattac
ttaccgaaat
caggcggtat
gtccggttac

gcgaaccggt

tgttctggtt
ccgtcegtacce
tccgattecag
tatgccgcetg
ccgtatgatt

tacctatgca

660

720

780

840

900

960

969
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55

60

N
<2135 ATLER

<400> 12
cacccgceggt ctgaagttcc tgc

<210> SEC ID N°.13
<211> 24
<212> ADN

ALAR
<213>
<400> 13

cggcggaaca cgacgaacgg tacg

<210> SEC ID N°.14
<211> 24
<212> ADN

<400> 14
ttcgtcgtac tccgeegggce gecac

<210> SEC ID N°.15
<211> 25
<212> ADN

<o13> NLER

<400> 15

tagcctgcgce ccteggtcag gtgag
<210> SEC ID N°.16

<211> 25
<212> ADN

13> ANLER

<400> 16

gaccgagggc gcaggctaca atatc
<210> SEC ID N°.17

<211> 27
<212> ADN

A
<213> ATAR
<400> 17
cccttcagac cacgcgtaac gatgatc

<210> SEC ID N°.18
<211> 27
<212> ADN

Ta

<2135 ATER

<400> 18

ttacgcgtgg tctgaagggt gtgcgtg

<210> SEC ID N°.19

ES 2734 579 T3

23

24

24

25

25

27

27

21
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<211> 28
<212> ADN

<2135 ALER

<400> 19

ccaggcggag tacgacgtac agtacgag 28
<210> SEC ID N°.20

<211> 26
<212> ADN

o3> ANIBR

<400> 20

tacgtcgtgt tccgectgge gcaatc . 26
<210> SEC ID N°.21

<211> 24
<212> ADN

o1z ATER
<400> 21

gccgcetgcect teegtegegt tace 24
<210> SEC ID N°.22

<211> 25
<212> ADN

<o13s MER

<400> 22

gacggaaggc agcggcttca acatc 25
<210> SEC ID N°.23

<211> 327
<212> PRT

<oq3> ATH

<400> 23

Met Ala Ser Met Asp Lys Val Phe Ala Gly Tyr Ala Ala Arg Gln Ala
1 5 10 15

Ile Leu Glu Ser Thr Glu Thr Thr Asn Pro Phe Ala Lys Gly Ile Ala

22



Trp

Leu

Val

65

Glu

Gln

Asp

Gly

Pro

145

Ala

Pro

Glu

Ala

Gly

225

Lys

Val

Asp

Trp

Ala

Val

Ala

Thr

130

Tyr

Val

Thr

Ala

His

210

Vval

Ser

Glu

35

Gln

Asp

Ser

Lys

Phe

115

Arg

Val

Val

val

Ala

195

Leu

Leu

Val

20

Gly

Gly

Gly

Cys

Gln

100

Val

Pro

Trp

Ala

Lys

180

Asp

Thr

Tyr

Ile

Glu

Phe

Arg

Thr

85

Ile

Glu

Glu

Val

Arg

165

Asn

Arg

Glu

Thr

Asn
245

Leu

Met

Phe

70

Lys

Leu

Leu

Asp

Met

150

Thr

Leu

Gly

Gly

Pro

230

Ala

Val

His

55

Phe

Leu

Val

Ile

Ile

135

Glu

Val

Gln

Ala

Ser

215

Asp

Ala

Pro

40

Ser

Arg

Arg

Glu

Val

120

Val

Pro

Arg

Trp

Thr

200

Gly

Arg

Glu

ES 2734 579 T3

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Met

105

Thr

Asn

Asp

Arg

Gly

185

Tyr

Phe

Gly

Ala

Ala

Leu

Asp

Arg

Val

Arg

Asn

Met

Val

170

Asp

Pro

Asn

vVal

Phe
250

Glu

Thr

Asp

75

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

155

Pro

Leu

Phe

Ile

Leu

235

Gly

23

Ala

Tyr

60

His

Pro

Lys

Leu

Tyr

140

Arg

Pro

Val

Leu

Val

220

Gln

Ile

Arg

45

Asp

Ile

Leu

Ser

Lys

125

Met

Val

Gly

Arg

Thr

205

Leu

Gly

Glu

30

Ile

Val

Thr

Pro

Gly

110

Gly

Phe

Gly

Ala

Gly

190

Asp

Val

val

Val

Pro

Pro

Arg

Arg

Ile

Val

Val

Gly

Ile

175

Met

Gly

Lys

Thr

Arg
255

Leu

Ser

Leu

80

Asp

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Asp

Phe

Asp

Asp

Arg

240

Val
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Glu Phe Val Pro
260

Cys Thr Thr Ala
275

Pro Val Asn Gly
290

Gly Tyr Trp Ala
305

Tyr Asn Glu Arg

<210> SEC ID N°.24
<211> 323
<212> PRT

AL#
<213>
<400> 24
Met Leu Thr Phe
1

Ala Arg Ala Glu
20

Glu Asn Glu Phe
35

Gln Gly Phe Leu
50

Asn Gly Arg Ile
65

Ser Cys Ala Lys

Arg Arg Leu Val
100

Tyr Val Glu Ile
115

Val

Gly

Gly

Met

Asn
325

Gln

Arg

Val

His

Phe

Met

85

Met

Ile

Glu

Gly

Gln

His

310

Leu

Lys

Thr

Pro

Ser

Arg

70

Arg

Glu

Val

Leu

Ile

Ile

295

Tyr

Glu

Val

Asp

Ile

Asp

55

Leu

Leu

Leu

Thr

Ala

Met

280

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

40

Leu

Asp

Pro

Val

Arg
120

ES 2734 579 T3

Tyr

265

Pro

Pro

Ala

Thr

Phe

25

Lys

Thr

Asp

Leu

Ser

105

Gly

Arg

Ile

Ile

Ala

Gly

10

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

90

Arg

Leu

Cys

Thr

Thr

Tyr
315

Phe

Asp

Arg

Asp

Leu

75

Ile

Ser

Lys

24

Asp

Thr

Lys

300

Ser

Gln

Gly

Ile

Val

60

Asp

Ala

Gly

Phe

Glu

Leu

285

Lys

Phe

Thr

Ile

Pro

45

Pro

Arg

Arg

Leu

Leu
125

Ile

270

Asp

Ile

Glu

Arg

Ala

30

Ile

Ala

Leu

Pro

Arg

110

Arg

Phe

Gly

Trp

Ile

Ala

15

Trp

Leu

Val

Glu

Glu

95

Asp

Gly

Met

Met

Asp

Asp
320

Asp

Ile

Asp

Trp

Val

80

Leu

Ala

Ala



Gln Ala Glu Asp
130

Val Trp Ile Leu
145

Val Thr Arg Thr

Ile Lys Asn Leu
180

Gly Asp Arg Asp
195

Ala Thr Glu Gly
210

Leu His Thr Pro
225

Val Leu Glu Ile

Ile Pro Ile Gln
260

Thr Ala Gly Gly
275

Gly Asp Gly Thr
290

Trp Asp Leu His
305

Pro Leu Glu

<210> SEC ID N°.25
<211> 325
<212> PRT

Ile

Pro

Val

165

Gln

Ser

Ala

Arg

Ala

245

Ala

Ile

Val

Asp

Ile

Leu

150

Arg

Trp

Phe

Gly

Arg

230

Ala

Leu

Met

Gly

Asp
310

Pro

135

Glu

Arg

Gly

Phe

Tyr

215

Gly

Ala

Tyr

Pro

Pro

295

Pro

Asn

Tyr

Thr

Asp

Pro

200

Asn

Val

Arg

Glu

Leu

280

Val

Gln

ES 2734 579 T3

Leu

Gln

Pro

Leu

185

Ile

Ile

Leu

Gly

Cys

265

vVal

Thr

Leu

Tyr

Asn

Pro

170

Val

Leu

Val

Glu

Leu

250

Asp

Leu

Arg

Ser

Leu

His

155

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

235

Lys

Glu

Leu

Met

Glu
315

25

Met

140

Gly

Ala

Gly

Asp

Val

220

Ile

Thr

Leu

Asp

Ile

300

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

Gly

205

Arg

Thr

His

Phe

Gly

285

Trp

Val

Val

Pro

Asp

Met

190

Asp

Asn

Arg

Val

Met

270

Asn

Glu

Thr

Pro

Ala

Pro

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Thr

255

Cys

Ile

Ala

Tyr

Tyr

Val

160

Thr

Ala

Asn

Glu

Thr

240

Glu

Ser

Val

Tyr

Ala
320



<400> 25

Met

1

Ile

Trp

Leu

Val

65

Glu

Gln

Asp

Gly

Pro

145

Ala

Pro

Glu

Gly

Ala

Leu

Val

Asp

50

Trp

Ala

Val

Ala

Thr

130

Tyr

Val

Thr

Ala

Asn
210

Ser

Glu

Glu

Gln

Asp

Ser

Lys

Phe

115

Arg

val

Val

Ile

Gly

195

Ala

Met

Ser

20

Gly

Gly

Gly

Cys

Gln

100

Val

Pro

Trp

Ala

Lys

180

Asp

Thr

Asp

Thr

Glu

Phe

Arg

Thr

85

Ile

Glu

Glu

Val

Arg

165

Asn

Arg

Glu

Lys

Glu

Ile

Met

Phe

70

Lys

Leu

Leu

Asp

Met

150

Thr

Leu

Asp

Gly

Val

Thr

Val

His

55

Phe

Leu

Val

Ile

Ile

135

Glu

Val

Gln

Ser

Ala
215

Phe

Thr

Pro

40

Ser

Arg

Arg

Glu

val

120

Val

Pro

Arg

Trp

Phe

200

Gly

ES 2734 579 T3

Ala

Asn

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Met

105

Thr

Asn

Asp

Arg

Gly

185

Phe

Tyr

Gly

10

Pro

Ala

Leu

Asp

Arg

90

Val

Arg

Asn

Met

Thr

170

Asp

Pro

Asn

Tyr

Phe

Glu

Thr

Asp

75

Leu

Ala

Gly

Leu

Gln

155

Pro

Leu

Ile

Ile

26

Ala

Ala

Ala

Tyr

60

His

Pro

Lys

Leu

Tyr

140

Arg

Pro

Val

Leu

Val
220

Ala

Lys

Arg

45

Asp

Ile

Leu

Ser

Lys

125

Met

Val

Gly

Arg

Pro

205

Leu

Arg

Gly

30

Ile

Val

Thr

Pro

Gly

110

Gly

Phe

Gly

Ala

Gly

190

Asp

Val

Gln

15

Ile

Pro

Pro

Arg

Arg

95

Ile

Val

Val

Gly

Leu

175

Leu

Gly

Arg

Ala

Ala

Leu

Ser

Leu

80

Asp

Arg

Arg

Gln

Ser

160

Asp

Met

Asp

Asn



Gly

225

Arg

Thr

Cys

Ile

Ala

305

Tyr

Glu

Thr

Glu

Ser

Val

290

Tyr

Ala

Leu

Val

Ile

Thr

275

Gly

Trp

Pro

His

Leu

Pro

260

Ala

Asp

Asp

Leu

Thr

Glu

245

Ile

Gly

Gly

Leu

Glu
325

Pro

230

Ile

Gln

Gly

Thr

His
310

Arg

Ala

Ala

Ile

Val

295

Asp

Arg

Ala

Leu

Met

280

Gly

Asp

ES 2734 579 T3

Gly

Ala

Tyr

265

Pro

Pro

Pro

Val

Arg

250

Glu

Leu

Val

Gln

Leu

235

Gly

Cys

Val

Thr

Leu
315

27

Glu

Leu

Asp

Leu

Arg

300

Ser

Gly

Lys

Glu

Leu

285

Met

Glu

Ile

Thr

Leu

270

Asp

Ile

Pro

Thr

His

255

Phe

Gly

Trp

Val

Arg

240

Val

Met

Asn

Glu

Thr
320
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REIVINDICACIONES

1. Transaminasa o compuesto modificado, o fragmento funcional de la misma, en la/el que una secuencia de
aminoacidos de la transaminasa comprende una secuencia seleccionada de entre una de las secuencias
siguientes:

a) una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEC ID n°: 2 o 4;

b) una secuencia de aminoacidos adquirida sustituyendo leucina en el sitio 38° de la secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEC ID n®: 2 por isoleucina,

en la/el que el compuesto modificado de la transaminasa es un producto de acilacién, alquilacién, o PEGilacion,
que mantiene la actividad de la transaminasa con la actividad catalitica altamente estereoselectiva de configuracion
R, y el fragmento funcional se refiere a un fragmento proteinico que mantiene la actividad de la transaminasa con
la actividad catalitica altamente estereoselectiva de configuracion R,

en la/el que altamente estereoselectiva se refiere al contenido de uno de los estereocisémeros que es por lo menos
1.1 veces el del otro.

2. Nucledtido, en el que el nucleétido codifica la transaminasa o el compuesto modificado, o fragmento funcional
de la misma segun la reivindicacion 1.

3. Nucledtido segun la reivindicacion 2, en el que una secuencia del nucleétido incluye una secuencia
seleccionada de entre una de las secuencias siguientes:

una secuencia de nucleétido como se muestra en SEC ID n°: 1 0 3.

4. Vector recombinante, en el que el nucleétido segun la reivindicacion 2 o 3 esta conectado eficazmente en el
vector recombinante.

5. Célula hospedadora, en la que el vector recombinante segun la reivindicacion 4 se transforma o transfecta en
la célula hospedadora.

6. Método para sintetizar una amina quiral, en el que el método comprende las etapas siguientes: hacer que un
compuesto ceténico, la transaminasa o el compuesto modificado, o fragmento funcional de la misma segun la
reivindicacion 1, fosfato de piridoxal, y un donante de amino reaccionen en un sistema de reaccion para obtener la
amina quiral de configuracion R.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que el compuesto cetonico es

o

A

Ay Ra

en el que Ry y Rz son independientemente alquilo de C1 a Csg, base nafténica de Cs a Cyo, arilo de Cs a Cig 0
heteroarilo de Cs a C10; 0 R1 y Rz forman un radical heterociclico de Cs a C1o, un radical carbociclico de Cs a C1g 0
heteroarilo de Cs a C1o con un carbono en un grupo carbonilo; los heteroatomos en el radical heterociclico de Cs a
C10 y el heteroarilo de Cs a Cyo se seleccionan independientemente de entre por lo menos uno de nitrégeno,
oxigeno y azufre; el arilo en el arilo de Cs a C1g, el heteroarilo en el heteroarilo de Cs a C1o, el radical carbociclico
en el radical carbociclico de Cs a C1o 0 el radical heterociclico en el radical heterociclico de Cs a Cqo esta
independientemente no sustituido o esta sustituido con por lo menos un radical de halégeno, alcoxi o alquilo.

8. Meétodo segun la reivindicacion 7, en el que el compuesto cetonico

se selecciona de entre

-
)
"

Kk P

= cl

il

28
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9. Método segun la reivindicacion 7 u 8, en el que el sistema de reaccion incluye ademas un promotor de
disolucién, y el promotor de disolucién es el dimetilsulféxido o el polietilenglicol.

10. Método segun la reivindicacion 9, en el que el polietilenglicol es PEG-400.

11. Método segun la reivindicacion 7, en el que el alquilo de C1 a C8 es alquilo lineal de C1 a C8, el heteroarilo de
C5 a C10 es un grupo de piridina, el alcoxi es alcoxi de C1 a C6, el radical heterociclico en el radical heterociclico
de C5 a C10 es piperidina, un sustituyente en el arilo en el arilo de C5 a C10, el heteroarilo en el heteroarilo de C5
a C10, el radical carbociclico en el radical carbociclico de C5 a C10 o el radical heterociclico en el radical
heterociclico de C5 a C10 es independientemente alquilo lineal de C1 a C6 o alcoxi de C1 a C6 y el donante de
amino es isopropilamina o D-alanina.
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Introducir los materiales, afiadir un compuesto ceténico en un caldero de reaccion; |

La relacion de la cantidad de uso de la materia prima principal, el compuesto
ceténico, a la de un promotor de la disolucién es 1 g/1 ml~ 15 ml;

y
Afiadir una transaminasa y hacer reaccionar; >

La relacion de la cantidad de uso de la materia prima principal, el compuesto

cetonico, a la de PLP es 1 g/0.01 g ~ 0.1 g; a la de una disolucién amortiguadora

es 1 g/20 ml ~ 50 ml; a la de la transaminasa es 1 g/0.2 g ~ 10 g; a la de un donante

de amino es 1 eq/1 eq ~ 5 eq; y la temperatura de reaccion es 20°C ~ 45°C constantemente;

Y

Postratamiento; |

La relacién de la cantidad de uso de la materia prima, el compuesto ceténico,
a la de un disolvente organico es 1 g/20 mI-60 ml, y a la de una diatomita es 1 g/10 g-40 g;

[ Obtener el producto. ‘r

Fig. 1

Transaminasa+PLP

-
R4 Ro R4 Ro

Donante de aminoacido

Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 6
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