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Predmétem feseni je zpiisob vyroby a izolace 7-ami-
nodesacetoxycefalosporanové kyseliny, 7-ADCA, pii
némZz se a) kmen Penicillium chrysogenum
transformuje genem expandasy za transkripénf a
transla¢n{ regulace expresnich signil vldknité
houby; b) kmen se fermentuje v kultivanim médiu,
do néhoZ se ptfida 3,3'-thiodipropionova kyselina
nebo jejf sil nebo ester vhodna pro ziskani 3-(karbo-
xyethylthio)propionyl-6-aminopenicilanové kyseliny,
t§. 3-(karboxyethylthio)propionyl-6-APA, pfi¢em2
kruh v posledné uvedenych latkach se in situ rozsfff
za vzniku 3-(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA; c) z
fermenta¢ni pddy se 1zoluje 3-(karboxyethylthio)pro-
pionyl-7-ADCA; d) 3-(karboxyethylthio)propionyl-7-
ADCA se deacyluje; a e) izoluje se krystalickd 7-
ADCA. )
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Zpiisob vyroby a izolace 7-aminodesacetoxycefalosporanové kyseliny

Oblast techniky

Vyniélez se tyka biosyntetického zpiisobu vyroby a izolace 7-aminodesacetoxycefalosporanové
kyseliny (7-ADCA).

Dosavadni stav techniky

B—laktamova antibiotika tvofi nejdileZit&jsi skupinu antibioticky u¢innych slouéenin s dlouhou
historii klinického pouZivani. Prominentnimi typy antibiotik spadajicich do této skupiny jsou
peniciliny a cefalosporiny. Tyto slougeniny jsou v ptirodé produkovény vlaknitymi houbami
Penicillium chrysogenum a Acremonium chrysogenum.

Za pouZiti klasickych technik zlepSovani produkénich kmenti se v poslednich desetiletich
dramaticky zvy3ila troveii produkce antibiotik v Penicillium chrysogenum a Acremonium
chrysogenum. ZvySujici se znalosti biosyntetickych drah vedoucich k penicilinim a
cefalosporinim a zavedeni technologie rekombinace DNA pfedstavuji nové prostfedky pro
zlepSovani produk&nich kment a pro in vivo derivatizaci pozadovanych slougenin.

Byla identifikovana vétsina enzymi podilejicich se na biosyntéze B-laktamu a jim odpovidajici
geny byly klonovéany [srovnej napt. Ingolia a Queener, Med. Res. Rev. 9 (1989), 245 az 264
(biosyntetickd drdha a enzymy) a Aharonowitz, Cohem a Martin, Ann. Rev. Microbiol., 46
(1992), str. 461 az 495 (klonovani genu)].

Prvni dva stupné biosyntézy penicilinu v P. chrysogenum zahrnuji kondenzaci ti aminokyselin:
L-5-amino—5—karboxypentanové kyseliny (L-a—aminoadipové kyseliny) (A), L—cysteinu (C) a
L—valinu (V), za vzniku tripeptidu vzorce LLD-ACV, po niZ nasleduje cyklizace tohoto
tripeptidu na isopenicilin N. Tato slougenina obsahuje typickou B—laktamovou strukturu.

Treti stupeii zahrnuje vyménu hydrofilniho postranniho fetézce L~5—amino—5—karboxypentanové
kyseliny za hydrofobni postranni fetézec piisobenim enzymu acyltransferasy (AT).
Pfi primyslovém zplisobu vyroby penicilinu G se jako postranniho fetézce udelnd pouziva
zbytku fenyloctové kyseliny (PA). V EP-A-0 532341 je popsino pouZiti adipatové (5-
karboxypentanoétové) suroviny. Inkorporace tohoto substratu vede k derivatu penicilinu s 5—
karboxypentanoylovym postrannim fetdzcem, tj. k S—karboxypentanoyl-6—aminopenicilanové
kyseling. Tato inkorporace je disledkem skuteinosti, Ze acyltransferasa vykazuje §irokou
substratovou specificitu [Behrens et al., J. Biol. Chem. 175 (1948), str. 751 aZ 809; Cole, Process
Biochem. 1 (1966) str. 334 aZ 338; Ballio et al., Nature 185 (1960), str. 97 a* 99]. Enzymaticka
vyménna reakce zprostfedkovana acyltransferasou se uskute¢iiuje uvnitt bun&¢né organely, tj.
mikrotélesa (viz EP-A—-0 448 180).

Cefalosoriny jsou podstatné nikladn&jsi nez peniciliny. Jednim zdivodi je, e nékteré
cefalosporiny (jako napiiklad cefalexin) se vyrabé&ji z penicilinii fadou chemickych konverzi.
Druhym divodem je, Ze aZz dosud bylo moZno fermentovat pouze cefalosporiny s D—5—amino—5—
karboxypentanoylovym postrannim fetézcem. Cefalosporin C, a? dosud nejdilezitéj$i vychozi
latka pro tyto €ely, je velmi rozpustny ve vodg pi jakékoliv hodnoté pH, coz vyvolava potrebu
zdlouhavych a nakladnych izolaénich postupi, pfi nichZ je nutno pouZivat neobratnych a
nakladnych sloupcovych technologii. Cefalosporin C ziskany takovym zpiisobem je nutno
pfevadét na terapeuticky pouzitelné cefalosporiny fadou chemickych a enzymatickych konverzi.
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Meziprodukt 7-ADCA se v sou¢asné dobé vyrabi chemickou derivatizaci penicilinu G. Potfebné
chemické stupné pro vyrobu 7-ADCA zahrnuji rozsifeni péti¢lenné kruhové struktury penicilinu
na Sesti¢lennou kruhovou strukturu cefalosporinu. Takové rozsiteni kruhu miZe zajistit enzym
expandasa z vléknité bakterie Streptomyces clavuligerus. Po zavedeni do P. chrysogenum miize
tento enzym pievést penicilinovou kruhovou strukturu na cefalosporinovou kruhovou strukturu,
jak je to popsano v Cantwell et al., Proc. R. Soc. Lond. B. 248 (1992) str. 283 a% 289 a v EP-A—
0 532341 a EP-A-0 540 210. Enzym expandasa byl dobfe charakterizovan (EP-A-0 366 354)
Jak biochemicky, tak funkéng, podobné jako jemu odpovidajici gen. Byly popsany fyzikalni
mapy genu cefE (EP-A-0 233 715), sekvence DNA a transforma&ni studie v P. chrysogenum za
pouziti cefE.

DalSim zdrojem vhodného enzymu pro roziifeni kruhu je vldknitid bakterie Nocardia
lactamdurans (dfive oznalovand nizvem Streptomyces lactamdurans). Byly popsany jak
biochemické vlastnosti tohoto enzymu, tak sekvence DNA prislu$ného genu (Cortés et al.,
J. Gen. Microbiol., 133 (1987), str. 3165 az 3174; a Coque et al., Mol. Gen. Genet. 236 (1993),
str. 453 az 458).

V piihlaSce EP-A-0 532341 je konkrétn&ji popsino in vivo pouZiti enzymu expandasy
v P. chrysogenum v kombinaci s 5-karboxypentanoylovym postrannim fetézcem, jako surovinou
tvofici substrat pro acyltransferasu v P. chrysogenum. Pfitom vznikd S—karboxypentanoyl-6—
APA, kterd se pfevadi enzymem expandasou zavedenym do kmene P. chrysogenum na 5-
karboxypentanoyl-7-ADCA. Nakonec se navrhuje od3tépit S—karboxypentanoylovy postranni
fet€zec za vzniku 7-ADCA, jako kone&ného produktu.

V patentové piihlasce EP-A-0 540 210 je popsin podobny zpiisob vyroby 7-ACA, ktery
zahrnuje pridavné stupné konverze 3-methylového postranniho fetézce kruhu ADCA na 3—
acetoxymethylovy postranni fetézec ACA.

V posledné citovanych dvou patentovych pfihlaskach viak neni popsan vykonny a ekonomicky
ucinny postup, ponévadZ nebyl vyfeSen pfedeviim problém v&asné exprese enzymu expandasy
v butikdch soucasné s expresi enzymu acyltransferasy.

Naproti tomu zpiisob podle vynélezu predstavuje iginny postup vyroby 7-ADCA, pii némZ se
expandasa exprimuje sou€asné s acyltransferasou.

Kromé toho je podle vynilezu navrhovan novy prekurzor postranniho fetézce, tj. 3,3'-thio-
dipropionovéa kyselina. Tento prekurzor se do odpovidajicich penicilind, jejichz kruh ma byt
rozsifen naslednym pisobenim enzymu expandasy, velmi t&inn& zavadi pomoci P. chrysogenum.
Kromé toho nebyl aZ dosud popsin Zadny efektivni zpisob izolace derivati 7-ADCA
z fermentacni pidy pfed jeho deacylaci. Vynalez zahrnuje G&inny zplisob rozpoustédlové
extrakce pro ziskani derivatu 7-ADCA.

Vynalez pfedstavuje skute¢né G¢inny integralni zpisob vyroby 7-ADCA, ktery zahrnuje reak&ni
stupné, jeZ dosud nebyly publikovany ani navrZeny v dosavadnim stavu techniky.

Za pouziti tohoto vynalezu lze v analogii k popisu uvedenému v EP-A-0 540210 vyrabét
uc¢innym zpisobem také 7-ACA.

Podstata vynélezu

Pfedmétem vynélezu je zplisob vyroby a izolace 7-aminodesacetoxycefalosporanové kyseliny,
7-ADCA, jehoz podstata spoéiva v tom, Ze se
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a) kmen Penicillium chrysogenum transformuje genem expandasy za transkripéni a transladni
regulace expresnich signalt vlaknité houby;

b) kmen se fermentuje v kultivaénim médiu, do néhoZ se ptida 3,3'-thiodipropionova kyselina
nebo jeji sl nebo ester vhodna pro ziskéni 3—(karboxyethylthio)propionyl-6—aminopenicilinové
kyseliny, tj. 3—(karboxyethylthio)propionyl-6—-APA, pfi¢emz kruh v posledné uvedenych latkach
se in situ roz3ifi za vzniku 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA;

¢) z fermentacni pidy se izoluje 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA;

d) 3—«(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se deacyluje; a

e) izoluje se krystalicka 7-ADCA.

Stupeii €) je ptednostné filtraénim stupném.

Exprese genu expandasy je pfednostné transkripén& a translatné regulovana piislusnymi
kontrolnimi prvky AT-genu, coZ zajidtuje soutasnost exprese téchto genii.

Pfednostn& se 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA izoluje zfermentani pidy extrakei
filtratu této pidy organickym rozpoust&dlem, které je nemisitelné s vodou pfi pH niz$im neZ asi
4,5 a reextrakci vzniklého extraktu vodou pfi pH v rozmezi od 4 do 10.

Pfi transformaci kmene Penicillium chrysogenum genem expandasy za transkripéni a transla¢ni
regulace expresnich signali vlaknité houby se Geln& pouZiva rekombinantniho DNA vektoru
obsahujictho DNA kédujici expandasu, ktera je funk&n& p¥ipojena k transkripénim a translanim
kontrolnim prvkiim AT-genu gpdA z P. chrysogenum nebo A. nidulans.

Pichled obrazki na vvkresech

Na obr. 1 je zndzornéna funk&ni mapa plazmidu pMcTNE.
Na obr. 2 je zndzorn€na funkéni mapa plazmidu pMcTSE.
Na obr. 3 je zndzornéna funkéni mapa plazmidu pMcTNde.
Na obr. 4 je znazornéna funk&ni mapa plazmidu pGNETA.
Na obr. 5 je zndzornéna funk&ni mapa plazmidu pGSETA.
Na obr. 6 je zndzornéna funk&ni mapa plazmidu pANETA.
Na obr. 7 je zndzornéna funkéni mapa plazmidu pASETA.

Na obr. 8 je znazornéna sekvence DNA Nocardia lactamdurans cefE (Coque et al., vyie uvedena
citace) (spodni fadky) uvedena v zakrytu pod sekvenci PCR produktu 1 (vrchni ¥adky).

Kratky popis seznamu sekvenci

Sekvence 1 az 13 (SEQ ID NO: 1 aZ 13) ptedstavuji oligonukleotidy pouZité pro konstrukci
expresni kazety P. chrysogenum pro geny cefE Streptomyces clavuligerus a Nocardia
lactemdurans.
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Sekvence 14 (SEQ ID NO: 14) pfedstavuje sekvenci DNA cefE Nocardia lactamdurans (Coque
et al., vySe uvedena citace).

Nasleduje podrobné;jsi popis tohoto vynalezu.

Vynalez se opird o pouZiti funkénich genovych konstrukti v P. chrysogenum pro in vivo
roz8ifovani kruhové struktury penicilinu v kombinaci s pouZitim nového substritu pro
biosyntetické enzymy, za Gfelem ziskani derivatu kli¢ového meziproduktu pfi biosyntéze
cefalosporinu, kterym je 7-aminodesacetoxycefalosporanova kyselina, tj. 7-ADCA. Tento
derivat ma chemické sloZeni umoZiujici (i¢innou rozpoustédlovou extrakei, ktera pfedstavuje
ekonomicky atraktivni zpisob izolace.

Transformace P. chrysogenum mize byt v zisad® provad&na riznymi zpisoby zavadéni DNA,
jako je pfijimani protoplasti zprostfedkované PEG-Ca, elektroporace nebo ostrelovéni
s nasledujici selekci transformantt [viz napfiklad Van den Holdel en Punt, Gene Transfer and
Vector Development for Filamentous Fungi, v Aplied Molecular Genetics of Fungi (Peberdy,
Laten, Ogden, Bennett, eds.), Cambridge University Press (1991). Bylo téZ popsano pouZiti
dominantnich a nedominantnich selekénich markerit (Van den Holdel, vy3e uvedena citace).
Byly popsany jak selekéni markery homologického piivodu (ziskané z P. chrysogenum), tak
selekéni markery heterologického piivodu (ziskané z jinych zdrojt nez z P. chrysogenum).

PouZiti riznych homologickych a heterologickych markerd pro selekci transformantt za
pfitomnosti nebo nepfitomnosti vektorovych sekvenci, které jsou fyzikilné ptipojeny nebo které
nejsou pfipojeny k neselektovatelné DNA, je pfi selekci transformantii dobfe znamo.

Pro selekci transformanti P. chrysogenum se pfednostn& pouzivd homologického selekéniho
markeru, aby se omezilo mnoZstvi heterologické DNA zavedené do Penicillium chrysogenum.
Nejvetsi prednost se ddva pouziti dominantniho selekéniho markeru, ktery lze selektivné
odstranit z transformovaného fetézce, napiiklad genu amdS z A. nidulans nebo jiné vlaknité
houby (viz evropska patentové pfihlaska €. 94201896.1). Tyto prednostni vlastnosti selek&niho
markeru z transformantu Penicillium chrysogenum jsou velmi prospé$né pti postupech
monitorovani procesu a registrace produktu, pon&vadZ se na nich nepodileji ?4dné markery
resistence vici antibiotikim a nemiiZe tedy dojit k jejich uvoliovani do Zivotniho prostiedi.

Provedeni, kterému se dava nejvétdi pfednost, zahrnuje selekini marker amdS, ktery lze
selektivng z kmene odstratiovat a ktery umoZiiuje donekonecna opakovat transformaéni cykly za
pouZiti stejné dominantni selekce. Okolnost, ze nové kmeny P. chrysogenum exprimujici
expandasu neobsahuji selek&ni markery, ma rozhodujici vyznam pro rychly vyvoj vysoce
produkénich kmenil v rdmci programu zlepSovani primyslovych kmeni.

Enzym expandasa zprostfedkujici reakci spojenou s rozsifenim kruhu se zavadi a exprimuje
v P. chrysogenum, napfiklad ve kmeni Wisconsin 54-1255. Toto roz3ifeni kruhu se také provadi
v mutantech vykazujicich zlepSeny vytézek B— laktamu. Je ziejmé, Ze v posledné uvedeném
pfipadé je zapotiebi podminky média mirné pfizpusobit pro dosaZeni i¢inného ristu.

Kromé toho, gen cefE se umisti pod transkripéni a transla¢ni kontrolu pfisluinych kontrolnich
elementd genu vliknité houby, piednostné ziskanych zgenu acyltransferasy (AT
z P. chrysogenum), coZ umoZiiuje jeho expresi v optimalnim &asovém ramci, pfiemz tato
exprese je synchronizovdna se samotnym pisobenim acyltransferasy. Tato opatfeni maji
rozhodujici vyznam pro G¢innost rozsifovani kruhu v molekule penicilinu.

Kromé synchronizované exprese geni kédujicich expandasu a acyltransferasu miZe byt pro
vyvoj ekonomického produkéniho procesu dilezitd intracelularni ko—lokalizace &4sti enzymu
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expandasy s acyltransferasou v mikrotélesech (intraceluldrni umisténi adyltransferasy). Pii t&chto
piednostnich provedenich se nesmirné€ sniZi mnoZstvi penicilinovych vedlejsich produkti, které
nejsou registraénimi ufady tolerovany ve vysledném produktu 7-ADCA.

V kratkosti lze shrnout, Ze vynalez u¢i jal lze aktivity enzymu expandasy zavedeného do
P. chrysogenum vyuZit krozsifovani penicilinového kruhu za podminek synchronizované
exprese.

Podle tohoto vynalezu se vyrabéji B—laktamové meziprodukty 3—(karboxyethylthio)propionyl-7—
ADCA v P. chrysogenum tak, Ze se pfidé 3,3'-thiodipropionova kyselina nebo jeji stil nebo ester.
Jako vhodné soli lze napiiklad uvést soli sodné a draselné. Tyto latky se u&inné regeneruji
z produkéniho média jednoduchou rozpoustédlovou extrakcei, ktera se provadi naptiklad takto:

Puda se prefiltruje a k filtratu se pfida organické rozpoustédlo, které je nemisitelné s vodou.
Ptizplisobi se hodnota pH, aby se cefalosporin extrahoval z vodné vrstvy. Hodnota pH miize byt
niz3i nez 4,5 a prednostné by méla lezet v rozmezi od 4 do 1, zvlasté vyhodné od 2 do 1. Pfitom
se cefalosporin oddéli od mnoha jinych necistot, které jsou pfitomny ve fermentalni pidé.
Pfednostné se pouziva malého objemu organického rozpoustédla, takze vznika koncentrovany
roztok cefalosporinu. Pfi tom lze sniZit objemové rychlosti priitoku. Druhou moZnost ptedstavuje
tplna extrakce pidy pfi pH 4 nebo niZzsi. Pfednostné se puda extrahuje p¥i pH v rozmezi od 4 do
1 organickym rozpoustédlem, které je nemisitelné s vodou.

Mize se pouzit jakéhokoliv rozpoustédla, které neinterferuje s molekulou cefalosporinu. Jako
vhodna rozpoustédla je moZno uvést naptiklad butylacetat, ethylacetit, methylisobutylketon,
alkoholy, jako je butanol atd. Pfednostné se pouziva 1-butanolu nebo isobutanolu.

Cefalosporin se potom reextrahuje vodou pfi pH v rozmezi od 4 do 10, pfednostné od 6 do 9.
I vtomto pfipadé se drasticky snizi kone¢ny objem. Izolace se mize provadét pfi teplotich
v rozmezi od 0 do 50 °C, prednostné pfi teploté okoli.

Na takto ziskany vodny roztok cefalosporinu se piisobi vhodnym enzymem, aby se odstranil 3—
(karboxyethylthio)propionylovy postranni fetézec a aby se ziskala pozadovana 7-ADCA.

Prednostné se pouziva imobilizovaného enzymu, aby bylo moZno pouZivat enzym opakovang.
Zpisoby vyroby takovych <astic a imobilizace enzyml jsou dikladné popsina v
EP-A-0 222 462. Hodnota pH vodného roztoku je naptiklad 4 az 9. Za téchto podminek je
degradace cefalosporinu minimalizovana a je optimalizovana poZadovana enzymaticka konverze.
Enzym se tedy pfida k vodnému roztoku cefalosporinu za sou¢asného udrzovani hodnoty pH na
vhodné wrovni, naptiklad pfidavanim anorganické baze, jako je roztok hydroxidu draselného
nebo za pouZiti katexové pryskyfice. Po skonCeni reakce se imobilizovany enzym odfiltruje.
Dal§i moZnost spoivd v pouZiti imobilizovaného enzymu vkoloné spevnym nebo
fluidizovanym loZem nebo v pouZiti roztoku enzymu. V posledné uvedeném pfipadé se produkty
oddéluji membranou filtraci. Potom se reakéni smés-okyseli za pfitomnosti organického
rozpoustédla, které je nemisitelné s vodou.

Vhodné enzymy napiiklad pochazeji z mikroorganismu Pseudomonas SY77 (mutace v jedné
nebo vice poloh 62, 177, 178 a 179). Muze se také pouzit enzymi z jinych mikroorganismi
pfednostné Pseudomonas SE83, které popfipadé vykazuji mutaci vjedné nebo vice z poloh
odpovidajicich polohdch 62, 177, 178 a 179 v Pseudomonas SY77.

Po nastaveni hodnoty pH na asi 0,1 az 1,5 se oddéli vrstvy a pH vodné vrstvy se nastavi na 2 az
5. Nakonec se krystalicka 7-ADCA odfiltruje.
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Deacylace se také miiZze provadét chemicky za pouZiti zpisobi znamych z dosavadniho stavu
techniky, napfiklad pfes tvorbu imunochloridového postranniho fetézce (tato reakce se provadi
tak, Ze se ptida chlorid fosforedny pti teploté niZsi nez 10 °C a potom isobutanol pfi teploté okoli
nebo pfi teploté niZzsi).

Vynalez je blize objasnén v nasledujicich ptikladech provedeni. Uvedené ptiklady maji vyhradné
ilustrativni charakter a rozsah vynalezu v Zidném ohledu neomezuji.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Exprese genti cefE Streptomyces a Nocardia v Penicillium chrysogenum
a. Obecné postupy klonovani genu a transformace genu

Pfi postupu podle vyndlezu se pouziva obvyklych technik klonovani genu. Tyto techniky
zahrnuji fetézové reakce katalyzované polymerasou (PCR), syntézu oligonukleotidu, stanoveni
sekvence nukleotidid v DNA, enzymatickou ligaci a restrikci DNA, subklonovani vektoru E. coli,
transformaci a selekci transformanti, izolaci a purifikaci DNA, charakterizaci DNA analyzou
Southern blot a prébami zna¢enymi *2P, **P znateni DNA nahodnym primovanim. Tyto techniky
jsou velmi dobfe znamé v tomto oboru a jsou dobfe popsany v mnoha literarnich citacich (viz
napfiklad Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, USA
(1989), Innes et al., PCR protocols, a Guide to Methods and Applications, Academic Press
(1990) a Mc Pherson et al., PCR, a Practical Approach, IRL Press (1991).

Obecné postupy pouZzité pfi transformaci vldknitych hub a selekci transformanti zahrnuji
pripravu fungélnich protoplasti, pfenos DNA a vytvofeni podminek pro regeneraci protoplasti,
purifikaci transformantu a jeho charakterizaci. Tyto postupy jsou vSechny dobfe znamy v tomto
oboru a jsou dobfe dokumentovany v nasledujicich publikacich: Finkelstein and Ball (eds.),
Biotechnology of Filamentous Fungi, technologiy and products, Butterworth—-Heinemann (1992);
Bennett and Lasure (Eds.), More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press (1991); Turner,
v Piihler (ed.), Biotechnology, druhé uplné piepracované vydani, VCH (1992).

Dalsi specifické aplikace klonovani genu a technologie transformace genu do Penicillium
chrysogenum jsou velmi dobfe dokumentovany ve vySe uvedenych citacich Bennet a Lasure;
Finkelstein a Ball.

— Syntetické oligonukleotidy DNA se syntetizuji za pouziti obchodné dostupného syntetizitoru
DNA (Applied Biosyntems, CA, USA) podle instrukci vyrobce.

— PCR se provadi za pouZiti obchodné dostupného automatizovaného pfistroje pro provadéni
PCR (Perkin Elmer, USA) a DNA polymerasy Ultma (Perkin Elmer) podle udaji vyrobce.

— Pouzije se protokolu hGC PCR (Dutton et al, Nucleic Acid Res. 21, (¢islo 12) (1993) 2953 az
2954), aby bylo mozno amplifikovat kédujici oblasti cefE N. lactamdurans a chromosomalni
DNA S. clavuligerus.

— Restrikéni enzymy a jiné enzymy pro modifikaci DNA pochézeji od firmy BRL (MD, USA) a
pouziva se jich v souladu s instrukcemi vyrobce.

— Vektor E. coli, pBluescript™ je ziskan od firmy Stratagene (CA, USA).
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— Jiné pouZité chemikalie jsou v &istot& p.a. a pochazeji od riznych dodavateli.

— Analyza sekvence nukleotidii v DNA se provadi za pouZiti automatizovaného zafizeni pro
analyzu sekvence DNA (Applied Biosystems), ktery pracuje na bazi detekce sekven&né
specifického fluorescentniho znadeni. Pracuje se podle instrukei vyrobce.

b. Kultivace mikroorganismil

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 se péstuje v sojovém nalevu ,,Tryptic soy broth®
(Difco). Chromosomélni DNA tohoto kmene se pouzije pro izolaci genu cefE (Kovacevitz et al.,
J. Bacteroil. (1989) 754 az 760).

Také Nocardia lactamdurans ATCC 27382 se péstuje v sojovém nalevu ,,Tryptic soy broth“
(Difco). Chromosomaélni DNA tohoto kmene se pouZije pro izolaci genu cefE (Coque et al., vyse
uvedena citace).

Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 (ATCC 28089) se p&stuje v iplném médiu YPD
(YPD; 1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 2% glukéza). Chromosomalni DNA tohoto kmene se
pouZije pro izolaci 5' a 3' regula¢ni oblasti genu penDE, kterych je zapotiebi pro expresi genu
cefE. Jako hostitele pro transformacni experimenty s genem cefE se také pouzije Penicillium
chrysogenum ATCC 28089. Jiné kmeny Penicillium chrysogenum, véetnd mutantd kmene
Winconsin 54-1255, poskytujicich zlepSené vytézky B—laktamu, jsou také vhodné. V zavislosti
na pouZitém selekénim markeru pro transformanty se miZe pouzit kmenu P. chrysogenum
obsahujicich mutace v genu pyrG, niaD nebo facA. Tyto mutantni kmeny je moZno ziskat
metodami, které jsou dobfe znimé v tomto oboru (Cantoral, Bio/Technol. 5 (1987), 494 az 497;
Gouka et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. (1993), 514 az 519).

Kultivace P. chrysogenum za uelem ziskani protoplasti pouZitych p¥i transformaci se také
provadi v médiu YPD.

V tomto oboru je dobfe znamo, Ze postupy tvorby protoplasti a regeneradni postupy se mohou
mirn€ 1i8it v zavislosti na konkrétn& pouZitém kmeni Penicillium chrysogenum a konkrétnim
postupu selekce transformanti.

Kultivace E. coli WKé6 (Zell and Fritz, EMBO J. 6 (1987), 1809 az 1815), XLI-Blue
(Stratagene) a HB 101 (Boyer and Roulland-Dussoix, J. Mol. Biol., 41 (1969), 459; Bolivar and
Backman, Messages Enzymol. 68 (1979), 2040) se udrzuje a kultivuje za pouziti standardniho
kultivatniho média pro E. coli (Sambrook, vy3e uvedena citace).

¢. Konstrukce expresnich kazet cefE

Expresni kazety cefE jsou uvedeny v tabulce I, v niZ je také vysvétleno nazvoslovi, kterého bylo
pouZito pro oznaovéani téchto plazmidi.
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Seznam zkonstruovanych expresnich kazet cefE

Legenda

'tac = hybridni promotor trp-lac

2gpd=5

—konec genu gpdA z A. nidulans

AT = 3'konec genu pen DE z P. chrysogenum
*AT = 5"konec genu penDE z P. chrysogenum

Plazmid Promotor Gen Mikrotélesa Terminator
—zacileni
pMCTSE tac' S.cla cefE FdT
pMCTNE tac N.lac cefE Fdt
pGSE gpd2 S.cla cefE -
pGNE gpd N.lac cefE -
pGNETA gpd N.lac cefE + zacileni AT
pGNEWA gpd N.lac cefE Wt AT
pANETA AT N.lac cefE + zacileni AT
pANEWA AT N.lac cefE Wt AT
pGSETA gpd S.cla cefE + zacileni AT
pGSEWA gpd S.cla cefE Wt AT
pASETA AT S.cla cefE + zacileni AT
ASEWA AT S.cla cefE Wt AT

Pro zhotoveni syntetickych oligonukleotidii, jejichz seznam je uveden v tabulce I se pouzije
publikovanych nukleotidovych sekvenci: genu cefE z S. clavuligerus (Kovacevitz, vyse uvedena
citace), genu cefE z N. lactamdurans (Coque, vySe uvedena citace), genu gpdA z A. nidulans
(Punt et al., Gene 69 (1988), 49 az 57) a genu penDE z P. chrysogenum (Barredo et al., Gene 83
(1989) 291 az 300); Diez et al., Mol. Gen. Genet. 218 (1989), 572 az 576.
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Tabulka IT

Oligonukleotidy pouZité pro konstrukci expresnich kazet P. chrysogenum pro gen cefE zN.
lactamdurans a S. clavuligerus

1. 57/-GCT GAA GGA GCT GAG CAT ATG ACG
GAC GCG ACC GTG CCG ACC-3/

2. 5/-CCC GGG TCT AGA TCT AGA TCA CCG
GGC GGC GGC GGT CTT CCG GAT GTT-3'

3. 5’~-GAT CAG TGA GAG TTG CAT ATG GAC
ACG ACG GTG CCC ACC TTC AGC CTG-3/

4. 57-CCC GGG TCT AGA TCT AGA CTA TGC
CTT GGA TGT GCG GCG GAT GTT-3/

5. 5’-GAG CTC TGT GAA TTC ACA GTG ACC
GGT GAC TCT TTC-3’

6. 5/-GGG AGC CAT ATG GAT GTC TGC TCA
AGC GGG GTA GCT-3/

7. 5’/=AGA ACG GAT TAG TTA GTC TGA ATT
CAA CAA GAA CGG CCA GAC-3'

8. 5/-GAC AGA GGA TGT GAA GCA TAT GTG
CTG CGG GTC GGA AGA TGG-3‘

9. 57=ACA TCA ACA TCC GGA AGA CCG CCG

CCG CCC GGT GAA GGC TCT TCA TGA-3'

10. 5’-GGA CTA GTG TCG ACC CTG TCC ATC
CTG AAA GAG TTG-3'

11. S’-ACA TCA ACA TCC GGA AGA CCG CCG
CCG CCC GGC TTT GAA GGC TCT TCA-3'

12. 57~TTC GAT GTC AGC CTG GAC GGC GAG
ACC GCC ACG TTC CAG GAT TGG ATC
GGG GGC AAC TAC GTG AAC ATC CGC
CGC ACA TCC AAG GCA TGA AGG CTC
TTC ATG ACG-3'

13. 5’'~GAT GTC AGC CTG GAC GGC GAG ACC
GCC ACG TTC CAG GAT TGG ATC GGG
GGC AAC TAC GTG RAC ATC CGC CGC
ACA TCC AAG CTA TGA AGG CTC TTC
ATG ACG-3/
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cl. Konstrukce expresnich plazmidii cefE E. coli (pMCTSE a pMCTNE)
PCR, 1: N. lactamdurans cefE

Prfi prvni fetézové reakci PCR za pouzZiti chromosomalni DNA zN. lactamdurans a
oligonukleotidd 1 a 2 se ziska otevieny Cteci ramec N. lactamdurans cefE ve formé& 0,9kb PCR
produktu obsahujiciho jedinecné restrikéni misto Ndel u 5'-konce a jedineiné restrikéni misto
Xbal u 3'-konce.

PCR, 2: S. clavuligerus cefE

Pfi druhé fetézové reakci PCR za pouziti chromosomalni DNA zS. clavuligerus a
oligonukleotid 3 a 4 se ziska otevieny Eteci ramec S. clavuligerus cefE ve form& 0,9kb PCR
produktu také obsahujiciho jedinecné restrikéni misto Ndel u 5'-konce a jedine¢né restrikéni
misto Xbal u 3'-konce.

Pro cely exprese geni cefE v E. coli a charakterizace PCR produkti DNA sekvenéni analyzou
se PCR produktu 1 a 2 klonuji do vektoru pMCTNde, cozZ je derivat pMC-5 (Stanssens et al.,
Nucleic Acids Res. 17 (1989), 4441). Plazmid pMCTNde je odvozen od pMC5-8 (Evropska
patentova prihlaska &. 0351029) inserci fragmentu kédujiciho promotor tac a potom mista RBS a
klonovaciho mista Ndel (obr. 3).

PCR produkty 1 a 2 se rozstépi Ndel a Xbal a liguji do Ndel Xbal rozstépeného vektoru
pMCTNde. Ligacni smési se pouZije pro transformaci E. coli WK6. Transformanty se selektuji
na resistenci vi¢i chloramfenikolu. Téchto transformanti se pouzije pro izolaci plazmidové
DNA. VloZena expresni kazeta cefE se nejprve analyzuje $té€penim restrikénim enzymem a
izolaci predvidanych restrikénich fragmenti. Plazmidy obsahujici pfedvidana mista pro §tépeni
restrikénim enzymem se nakonec analyzuji automatizovanou DNA sekvenéni analyzou.

Sekvence DNA otevieného &teciho ramce S. clavuligerus cefE v plazmidu pMCTSE (viz obr. 2)
Jje ze 100 % identicka s publikovanou sekvenci (Kovacevitz, vySe uvedend citace).

Sekvence DNA (obr. 8) vSech analyzovanych kloni obsahujicich otevieny ¢&teci ramec
N. lactamdurans cefE je odli$na od publikované sekvence (Coque, vySe uvedena citace).

Odvozend aminokyselinova sekvence publikovaného genu cefE z N. lactamdurans obsahuje
prolin v aminokyselinové poloze 41 (viz SEQ ID NO: 14). Tento prolinovy zbytek chybi
v klonech, které byly ziskany pfi PCR 1. Ziskany plazmid je oznaten nizvem pMCTNE (viz
obr. 1).

c2. Konstrukce expresnich plazmidi P. chrysogenum cefE

PCR, 3: gpdA promotor

Pfi této tieti PCR za pouziti DNA z plazmidu pAN7-1 (Punt et al., Gene 56 (1987), 117 az 124),
ktery obsahuje gen hph z E. coli pod kontrolou promotoru gpdA z A. nidulans a oligonukleotidy

5 a 6, se ziska promotor gpdA ve formé 0,9kb PCR produktu obsahujiciho jedine¢né restrikéni
misto ECORI u 5'-konce a jedine&né restrikéni misto Ndel u 3'konce.

-10-
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PCR, 4: AT promotor

Pfi ¢&tvrté fetdzové reakci PCR za pouziti chromosomilni DNA zP. chrysogenum a
oligonukleotidi 7 a 8 se ziska 1,5kb fragment promotoru AT také obsahujici jedine¢né restrikéni
misto EcoRI u 5-konce a jedine&né restrikéni misto Ndel u 3'-konce.

PCR, 5: AT terminator a 3'konec genu cefE z N. lactamdurans

Pfi paté PCR se ziska 0,5kb oblast penDE (AT) terminatoru za pouZiti chromosomové DNA z P.
chrysogenum a oligonukleotidii 9 a 10 & 11 a 10. Tyto PCR produkty tedy obsahuji 3'-
terminalni sekvence genu cefE se signdlem pro zacileni mikrotéles nebo bez n&ho, které se
skladaji z C~terminalni aminokyselinové sekvence ARL (Miiller et al., Biochimica et Biophysica
Acta 1116 (1992), 210 a2 213).

Tyto oligonukleotidy se zkoncentruuji tak, aby se jedine&né misto BspEl zavedlo k 5'-konci PCR
produktu a jedine¢né misto Spel k 3'-konci PCR produktu.

PCR, 6: AT terminator a 3'konec genu cefE z S. clavuligerus

Pfi Sesté PCR se ziska 0,5kb oblast penDE (AT) terminatoru za pouZiti chromosomové DNA
zP. chrysogenum a oligonukleotidd 12 a 10 &i 13 a 10. Tyto PCR produkty tedy obsahuji 3'-
terminélni sekvence genu cefE S. clavuligerus se signilem pro zacileni mikrotéles nebo bez
ného, které se sklddaji z C—terminalni aminokyselinové sekvence SKL (DE Hoop et al,
Biochem. J. 286 (1992), 657 aZ 669).

Tyto oligonukleotidy se zkonstruuji tak, aby se jedinedné misto Bgll zavedlo k 5'-konci PCR
produktu a jedine¢né misto Spel k 3'~konci PCR produktu.

Aby se dosahlo exprese genii cefE v P. chrysogenum, liguje se fragment promotoru gpdA a
fragment promotoru AT k fragmentim cefE z plazmidi pMCTNE a pMCTSE. Tyto ligované
fragmenty se klonuji do vektoru pBluescript I KS.

Produkt PCR 3 se $t&pi EcoRI a Ndel. Plazmidy pMCTNE a pMCTSE se Stépi Ndel a Xbal.
Tyto restrikéni fragmenty se oddéli elektroforézou na agarosovém gelu. 0,9kb Fragmenty
kédujici cefE se purifikuji na agarovém gelu. Promotorovy fragment EcoRI-Ndel se liguje
s fragmenty cefE Ndel-Xbal do vektoru pBluescript I KS $tépeného EcoRI-Xbal. Tak se ziskaji
plazmidy pGSE a pGNE.

Pro dosaZeni optimalni exprese geni cefE v P. chrysogenum byl zvolen pistup, pti némz se AT
terminacni signdlni sekvence klonuje za geny cefE v expresnich plazmidech Penicillium
uvedenych vyse.

pGNETA-pGNEWA

Produkty PCR 5 se $t&pi BspEI a SpEI a liguji do vektoru pGNE rozitépeného BspEI a SpEL
LigaCnich smési se pouZije pro transformaci E. coli HB101. Transformanty se selektuji na
zdkladg resistence vii¢i ampicilinu. Plazmidy izolované z t&chto transformantt se charakterizuji

analyzou restrikénich fragmentii a pozd&jii DNA sekvenéni analyzou. Tak se ziskaji plazmidy
pGNEWA a pGNETA (obr. 4).

pGSETA-pGSEWA
Produkty PCR 6 se 3tépi Bgll a SpEI a liguji do vektoru pGSE rozstépeného Bgll a SpEL

Liga¢nich smési se pouZije pro transformaci E. coli BHI01. Transformanty se selektuji na

-11-
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zdkladé resistence vi¢i ampicilinu. Plazmidy izolované ztéchto transformanti se také
charakterizuji analyzou restrikénich fragmentd a pozd&ji DNA sekvenéni analyzou. Tak se
ziskaji plazmidy pPGSEWA a pGSETA (obr. 5). pANETA, pANEWA a pASETA a pASEWA.

Plazmidy pGNETA, pGNEWA a pGSETA a pGSEWA se 3tépi EcoRI a Ndel. Restrikéni
fragmenty se oddé€li elektroforézou na agarosovém gelu s z gelu se purifikuji 4,5kb fragmenty.

Produkt PCR 4 se $tépi EcoRI a Ndel a liguji s purifikovanymi fragmenty uvedenymi vyse.
Po transformaci liga¢nich smé&si do E. coli HB101 se transformanty selektuji na ziklads
resistence vii¢i ampicilinu.

Transformanty se nechaji riist a jejich plazmidy se izoluji a charakterizuji analyzou restrik&nich
fragmentl a nakonec DNA sekvenéni analyzou. Tak se ziskaji pozadované konstrukty pANETA
(obr. 6), pPANEWA, pASETA (obr. 7) a pASEWA.

d. Transformace P. chrysogenum
Pouzije se Ca~PEG zprostfedkovaného postupu transformace protoplastii.

Za pouziti postupi popsanych ve vy3e uvedenych publikacich Cantoral; Gouka et al.
(J. Biotechn., viz vy3e) a Gouka et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol., viz vyse) se pouzije celého
plazmidu nebo purifikované expresni kazety cefE (neobsahujici sekvence vektoru E. coli) pro
transformaci kment P. chrysogenum s geny pyrG, niaD, facA nebo amdS (Beri et al., Curr.
Genet. 11 (1987) 639 az 641), jako selek&énimi markery.

Za pouziti homologickych selekénich markert pyrG, niaD nebo facA v purifikované formé, tj.
bez obsahu sekvenci vektoru E. coli, se ziskaji transformované kmeny Penicillium chrysogenum,
které neobsahuji geny bakterialni resistence.

V evropské patentové ptihlasce €. 94201896.1 je popsan zpisob ziskani rekombinantnich kment
bez selekéniho markerového genu. Tohoto zpisobu bylo s Gspéchem pouZito u transformanti
P. chrysogenum obsahujicich jako dominantni selek&ni amarker gen amdS z A. nidulans.

Jedinymi elementy heterologické povahy jsou potom 0,9kb oblast kddujici cefE a poptipadé
0,9kb oblast promotoru gpdA.

e. Analyza transformantd

Transformanty P. chrysogenum se purifikuje opakovanou Kkultivaci na selekénim médiu.
Jednotlivych stabilnich kolonii se pouZije pro pfipravu $ikmych agart, za u&elem produkce spor
a za (Celem screeningu na transformanty obsahujici expresni kazetu cefE. Vafenim fragmentu
Cerstvého mycelia z transformanti na misce s agarem se ziska dostatedné mnoZstvi templatové
DNA pro efektivni selekci né€kolika stovek transformanti na pfitomnost genu cefE za pouziti
PCR techniky [Seth, Fulgal Genetics Conference, Asilomar (1991), Absract v Fungal Genetics
Newsletter 38, 55]. Pfitom se odhadne G&innost transformace.

Screening transformantil se také provede bioesejem. Transformanty se nechaji riist na agarovém
médiu obsahujicim zvoleny prekurzor postranniho fetézce. Jako indikatorové bakterie
v prevrstvujicim agaru se pouzije E. coli ESS2231. Tato vrstva agaru obsahuje také Bacto
penasu, aby byla schopna diskriminovat mezi produkei penicilinu a cefalosporinu v souladu
s postupy znamymi v tomto oboru a popsanymi napiiklad v Guttiérez et al., Mol. Gen. Genet.
225 (1991), 56 aZ 64.
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Spor se pouZije pro inokulaci kultivainiho média P. chrysogenum, které Jje popsano v &asti d.
Po 72 hodinich kultivace pFi 25 °C se z mycelia izoluje chromosomova DNA. Tato DNA se
rozstepi restrikénim enzymem s 6bp rozpoznavaci sekvenci, jako EcoRI nebo Pstl.

Fragmenty DNA se oddéli elektroforézou na agarosovém gelu a blotuji se na nylonové
membrany Gene screen (New England Nuclear). Bloty Southern se hybridizuji s *’P-znagenym
produktem PCR 2, jako probou pro sekvence genu cefE. **P znadeni purifikovaného produktu
PCR 2 se provadi nidhodnym znagenim pomoci primovani za pfitomnosti o’’P dCTP za pouziti
obchodné dostupné soupravy pro zna&eni (Boehringer Mannheim).

Transformanty obsahujici sekvenci kédujici cefE se zkouSeji na expresi produktu genu cefE,
ktera je zde ozna¢ovana ndzvem aktivita expandasy.

Selektované transformanty se kultivuji v médiu pro produkei penicilinu (viz pfiklad 2).

V experimentu, pfi némz se sleduje priibéh fermentace v zvislosti na &ase, se odebiraji vzorky
mycelia po 48, 72 a 96 hodinach. Vyrobi se extrakty mycelia a v surovych extraktech se stanovi
aktivita expandasy v podstaté zpiisobem popsanym v Rollins et al., Can. J. Microbiol., 34 (1988),
1196 az 1202. Transformanty vykazujici aktivitu expandasy se také zkouSeji na aktivitu
acyltransferasy zplisoby popsanymi v Alvarez et al., Antimicrob. Agent Chem. 31 (1987), 1675
az 1682.

Na zaklad€ téchto analyz se selektuji transformanty sriznou drovni acyltransferasové a
expandasové enzymatické aktivity pro fermentaéni produkci derivati 7-ADCA.

Priklad 2
Fermenta¢ni produkce 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA a jeji izolace

Kmen P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 (ATCC 28089) se transformuje jednim z konstrukti
DNA popsanych v ptikladu 1 a inokuluje v koncentraci 2 x 10° konidii/ml do o&kovaciho média,
které obsahuje nasledujici latky (koncentrace v g/litr jsou uvedeny v zavorce) : glukéza (30);
siran amonny (10), dihydrogenfosforenan draselny (10); roztok stopovych prvkii I (10 ml/litr)
[heptahydrat siranu hofe¢natého (25); heptahydrét siranu Zeleznatého (10); pentahydrat siranu
méd’natého (0,5); heptahydrat siranu zinegnatého (2); siran sodny (50); monohydrat siranu
manganatého (2); dihydrat chloridu vépenatého (5)]. Hodnota pH pred sterilizaci je 6,5.

Ockovaci kultura se inkubuje 48 az 72 hodin pfi teplot& 25 az 30 °C a potom se ji pouzZije pro
inokulaci 10 az 20 objemi produkéniho média, které obsahuje nasledujici latky (koncentrace
v g/litr jsou uvedeny v zdvorce) : laktéza (80); malt6za (20); siran vapenaty (4); mocovina (3);
heptanhydrét siranu hofe¢natého (2); dihydrogenfosfore¢nan draselny (7); chlorid sodny (0,5);
siran amonny (6); heptahydrét siranu Zeleznatého (0,1); 3,3'-thiodipropionovéa kyselina (5);
roztok stopovych prvki II: (10 mU/litr) [pentahydrat siranu m&d’natého (0,5); heptahydrat siranu
zine¢natého (2); monohydrat siranu manganatého (2); siran sodny (50)]. Hodnota pH pred
sterilizaci je 5,5 aZ 6,0. Potom se v inkubaci pokraduje dalSich 96 aZ 120 hodin.

Na konci produkéni fermentace se mycelium oddéli centrifugaci nebo filtraci a 3—(karboxy-
ethylthio)propionyl-7-ADCA se analyzuje vysoce i¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)
na sloupci s obracenymi fazemi. PouZije se zafizeni pro HPLC Beckman System Gold, které se
sklada z programovatelného rozpoustédlového systému model 126, automatického sbérace frakei
model 507, diodového detektoru model 168 a systému pro zpracovani dat System Gold (5.10).
Jako stacionarni faze se pouzije dvou patronovych kolon Chromspher C18 (100 x 3 mm,
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Chrompack), které jsou zapojeny v sérii. Mobilni faze se sklada z linearniho gradientu od 100 %
0,07M fosfatového pufru o pH 4,8 do kombinace 25 % acetonitrilu a 75 % fosfatového pufru o
pH 4,8, béhem 15 minut pfi pritokové rychlosti 0,5 ml/min. Produkce 3—(karboxyethylthio)-
propionyl-7-ADCA se kvantifikuje pfi 260 nm za pouziti syntetické 3—(karboxyethylthio)-
propionyl-7-ADCA, jako referencni latky.

Identita piki se potvrdi porovnanim UV a NMR spekter (v systému on line).

Pida se prefiltruje a k filtratu se pfida asi 0,1 objemu 1-butanolu. Hodnota pH smési se nastavi
zfedénou kyselinou chlorovodikovou na 2 a vznikla smés se 5 minut miché pfi teploté mistnosti.
Organicka vrstva se oddéli a bud’ se odpafi, nebo se ji dale pouzije na chemickou deacylaci
(ptiklad 3). Také se miize reextrahovat 0,33 objemu vody o pH 8 (pfi¢emz vzniklého extraktu se
potom miize pouZit pii enzymatické deacylaci (pfiklad 4).

Priklad 3
Deacylace 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA

Ke smési 3 g (8 mmol) 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se pfi teploté okoli ptida 3,5 ml
(36 mmol) N,N-dimethylanilinu, 13 ml methylenchloridu a 2,6 ml (21 mmol) trimethyl-
chlorsilanu. Smés se 30 minut micha a potom se ochladi pfiblizné na -50 °C, nacez se k ni
najednou pfida 1,8 g (8,5 mmol) chloridu fosfore¢ného. Teplota reakéni smési se 2 hodiny
udrzuje na -40°C a potom se smés ochladi na -65 °C. Dale se ktéto smési pfida 12 ml
(137 mmol) isobutylalkoholu. Tento isobutylalkohol se pfidava takovou rychlosti, aby teplota
reakéni smési neprestoupila -40 °C. Roztok se déle 2 hodiny micha a potom se nalije do 15 ml
vody a bezprostfedné nato se ke vzniklé smési pfida 5 ml 4,5N roztoku amoniaku. Pomalym
pfidavanim pevného hydrogenuhli¢itanu amonného se hodnota pH nastavi na 4. Smés se ochladi
na 5 °C, piefiltruje a krystalicka 7-ADCA se promyje 5 ml vodného acetonu (1:1) a izoluje.

Priklad 4

Enzymaticka deacylace 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se pouziti acylace z mutantu
Pseudomonas SY77

Konverze 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se provadi v jediném enzymatickém stupni
za pouziti specifické acylasy, ktera byla ziskdna mistn€é orientovanou mutagenesi z acylasy
Pseudomonas SY77 se zlepSenou aktivitou vici 3—(karboxyethylthio)propionylového
postrannimu fetézci byla popsana v EP-A-0 453 048. V tomto mutantu je tyrosin v poloze 178 v
o—podjednotce acylasy Pseudomonas SY77 nahrazen histidinem. Mutantni acylasa je
produkovina v E. coli. Buiiky se sklidi centrifugaci a resuspenduji se v 10mM fosfatovém pufru
o pH 7,4 s obsahem chloridu sodného (140mM). Potom se buiiky rozbiji ultrazvukem. Zbytky
bunék se odstrani a izoluji se supernatanty vykazujici acylasovou aktivitu. Dalsi purifikace
acylasy se provadi v sérii chromatografickych stupiid: 1. ionexova chromatografie na sloupci Q-
Sepharose fast flow pfi pH 8,8; 2. hydrofobni interakéni chromatografie na Phenyl-Sepharose a
3. gelova permeaéni chromatografie na sloupci Sephacryl S200HR.

Purifikovana acylasa se imobilizuje na &asticich skladajicich se ze smési Zelatiny a chitosanu.
Tésné pred pfidinim enzymu se na &astice plsobi glutaraldehydem.

Konverze 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se provadi v reaktoru typu michané nadrze.
Do reaktoru se nejprve piidd vodny roztok cefalosporinu. Potom se teplota roztoku za
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konstantniho michani zvy3i na 30 °C a hodnota pH se hydroxidem draselnym upravi na 8. Potom
se pfida imobilizovany enzym, &imz se zahdji konverze. V priibdhu konverze se kontinuilns
zaznamenava hodnota pH v reaktoru a udrZuje se na 8. 3,3thiodipropionova kyselina, ktera se
uvoliiuje behem této reakce, se titruje hydroxidem draselnym. MnoZstvi p¥idaného hydroxidu
draselného se integruje a zaznamenava. Konverze se sleduje odb&rem vzorkii zreaktoru a
analyzou na 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA a 7-ADCA za pouziti HPLC popsané
v prikladu 2.

Po dokonCeni reakce se imobilizovany enzym odfiltruje a hodnota pH filtritu obsahujiciho
butylacetat se upravi na 1. Oddgli se vrstvy a pH vodné vrstvy obsahujici 7-ADCA se upravi na
3. Potom se krystalickd 7-ADCA odfiltruje.

Ptiklad 5

Enzymatickd  deacylace 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA  za pouziti acylasy
Pseudomonas SE$3

Konverze 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se provadi zpiisobem popsanym v piikladu
4, tentokrat vak za pouziti acylasy Pseudomonas SE83. Doséhne se stejnych vysledki.

PATENTOVE NAROKY
1. Zpisob vyroby a izolace 7-aminodesacetosycefalosporanové kyseliny, 7-ADCA, v YzZna-
Cujici se tim, Zese

a) kmen Penicillium chrysogenum transformuje genem expandasy za transkripéni a translaéni
regulace expresnich signali vléknité houby;

b) kmen se fermentuje v kultivaénim médiu, do néhoZ se ptida 3,3thiodipropionova kyselina
nebo jeji siil nebo ester vhodna pro ziskéni 3—(karboxyethylthio)propionyl-6—aminopenicilinové
kyseliny, tj. 3—(karboxyethylthio)propionyl-6-APA, pricem kruh v posledn& uvedenych latkach
se in situ rozsifi za vzniku 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA;

¢) z fermenta¢ni piidy se izoluje 3—(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA;

d) 3-(karboxyethylthio)propionyl-7-ADCA se deacyluje; a

e) izoluje se krystalicka 7-ADCA.

2. Zpisobpodleniroku 1, vyznadujici se tim, Ze stupeil e) je filtradni stupei.

3. Zpisob podle nirokii 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze stupném c) je filtra¢ni
stupeti, pfi¢emZ filtrat pidy se extrahuje organickym rozpoustédlem, které je nemisitelné
s vodou, pfi pH pod 4,5 a potom se provede jeho reextrakce vodou pii pH v rozmezi od 4 do 10.

4. Zpisob podle nékterého z pfedchozich naroki, vyzmaédujici se tim, Ze gen
expandasy pochazi ze Streptomyces clavuligerus nebo Nocardia lactamdurans.
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S. Zpusob podle nékterého z pfedchozich naroki, vyzna&ujici se tim, Ze sekmen
Penicillium chrysogenum transformuje genem expandasy za transkripéni a translani regulace
expresnich signalii acyltransferasového genu.

9 vykrest
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Obr. 8/2 - pokradovi
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