Abstrakt

Chiralne aminy zohravaji dolezitu tlohu v priemysle chutovych a vonnych latok, pretoze dve
enantiomérne formy molekuly mézu vykazovat’ vyrazne odliSné senzorické vlastnosti vratane
vnimania chuti a ar6my. Mnohé chutové a vonné zluceniny interaguji s biologickymi
receptormi stereoselektivnym spdsobom, ¢o znamena, ze jeden enantiomér moze poskytovat
ziaduci chutovy alebo aromaticky profil, zatial' ¢o druhy je menej Gc¢inny alebo dokonca
vytvara neziaduce tony. Z tohto dévodu su selektivna syntéza a purifikacia chirdlnych aminov
nevyhnutné pre vyrobu vysokokvalitnych aromatickych zloziek s konzistentnymi senzorickymi
vlastnostami. Priklady siahaji od amfetaminu podobnych derivatov fenetylaminu cez
mentylamin az po 1-aminoindan, zatial' ¢o d’alSie chirdlne aminy, ako su 2-fenylglycinol,
pyrrolidinové prekurzory a linalylamin, sluzia ako prekurzory komplexnejSich aromatickych
zlucenin. Rastuci dopyt po prirodnych a udrzate'nych produktoch chut'ovych a vonnych latok
zaroven zvysSuje zaujem o efektivnu asymetricku syntézu a biokatalytické metody pripravy
enantiomérne Cistych aminov vyuzivanych v potravinarskych a napojovych aplikaciach.
Dolezité je tiez poznamenat, Ze chirdlne aminy su prekurzormi mnohych farmaceutickych
latok.

Amindehydrogendzy (AmDHs) st NAD(P)H-dependentné oxidoreduktazy katalyzujiice
reduktivhu aminéciu karbonylovych zlu€enin na aminy. V porovnani s €asto pouzivanymi
transaminazami poskytuju AmDHs viaceré praktické vyhody. Zatial’ ¢o transamindzy vyzaduju
organicky aminovy donor a transaminacné systémy zdavislé od pyridoxalfosfitu, AmDHs
katalyzuji priamu reduktivnu aminéciu s vyuZzitim lacného amoniaku ako zdroja dusika. To
zjednodusuje stechiometriu reakcie, zlepSuje atdmova ekonomiku a znizuje tvorbu vedl'ajSich
produktov. Vd’aka tomu, ako aj ich vybornej stereoselektivite v kombindcii s environmentalne
priaznivymi reakénymi podmienkami, predstavuji AmDHs atraktivne biokatalyzatory pre
farmaceuticky, ‘fine chemical® a priemysel chutovych a vonnych latok. Napriek tomu bol
doteraz opisany len obmedzeny pocet prirodzene sa vyskytujucich AmDHs aktivnych voci
kratkoret'azcovym alifatickym a hydroxyfunkcionalizovanym substratom.

Ciel'om tejto prace je identifikovat’ a charakterizovat' nové AmDHs so substratovou Specificitou
relevantnou pre priemyselné aplikacie. Na usmernenie vyberu a hodnotenia enzymov bol
navrhnuty panel substratov pozostavajuci z 15 Struktirne rozmanitych aldehydov, ketonov,
hydroxyaldehydov a hydroxyketonov. Komplexny literarny prehl'ad zahfiiajici 120 vedeckych
publikécii viedol k vytvoreniu kuratorskej databazy obsahujlicej informécie o 218 enzymoch a
variantoch AmDH, vratane substratového spektra, katalytickej aktivity, preferencie kofaktora a
reakénych podmienok.

Na zéklade rozmanitej substratovej Specificity bolo na fylogenetickii analyzu pomocou
platformy iTOL vybranych 53 enzymov. Desat’ reprezentativnych enzymov s odliSnou
fylogenetickou distribliciou a substratovou preferenciou bolo nasledne analyzovanych
pomocou homolognych vyhladavani vo verejne dostupnych genomovych databdzach. Pre
vybranych kandidatov bola nasledne vykonand Struktarna analyza zahffiajica molekulové
dokovanie, simul4dcie molekulovej dynamiky a analyzu pomocou nastroja SmarTSzyme s



cielom identifikovat’ Struktirne determinanty ovplyviiujice substratovu Specificitu a navrhnut’
potencialne prospesné mutacie.

Kombinovany bioinformaticky workflow umoznil identifikaciu viacerych perspektivnych
kandidatov AmDH vhodnych pre heterolognu expresiu a experimentalnu validaciu. Predlozeny
pristup poskytuje efektivnu stratégiu pre objavovanie a inzinierstvo novych AmDHs s
potenciadlnym vyuzitim v udrzatelnej syntéze chirdlnych aminov a aminoalkoholov.



