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(64) Kmen mikroorganismu Pseudomonas sp. CCM 3987 s vysokou produkei
hydrolazy 7/3-(4-karboxybutanamido)cefalospordnové kyseliny -

Refien{ se tyké4 nového kmene mikro-
organismu Pseudomonas sp. CCM 3 987,
produkujfici ve zv{¥eném mnoZstvi vnitro-
bun&&ny enzym, hydrolézu 70~ (4-karboxy=- .
butanamido)cefalospordnové kyseliny, pro
pfipravu 7-aminocefemsloudenin, zejména
7~aminocefalospordnové kyseliny, kterd
je vgchozim meziproduktem pro vyrobu
polosyntetickfch cefalosporindl, nap#fklad
cefazolinu. )
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Vynilez se tgk4 kmene mikroorganismu Pseudomonas sp. cCcM 3 987 s vysokou produkc{ hydro-
lazy 7-beta- (4-karboxybutanamido) cefalosporénové kyseliny pouZitelného pro enzymovou p¥ipravu
7-aminocefemsloudenin zejména pro p¥ipravu 7-aminocefalosporénové kyseliny (déle jen 7-ACK ).
7-ACK je v§znamny meziprodukt pro p¥ipravu polosyntetickych cefalosporinovgch antibiotik,
nap¥. cefazolinu.

Je zn&mo, %e pisobenim specifického enzymu hydrolyzujfcfho amidickou vazbu, hydrolédzy
7-beta- (4-karboxybutanamido) cefalosporénové kyseliny (déle jen glutaryl-7-ACK ), lze zigkévat
7-aminocefemsloudeniny obecného vzorce I
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ve kterém X zna&fi atom vodiku, skupinu -OH, ~OCOCH, nebo nukleofiln{ skupinu, z jejich

7-acylaminoderivétd obecného vzorce II
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ve kterém R zna&i skupinu -(CH2)3-COOH nebo -(CH2)3-CO-COOH a X znad{ toté% co ve vzorci I.

Mikrobidln{ kmeny s aktivitou uvedeného enzymu lze pouzit pro dvoustupfiovou enzymovou
technologii p¥ipravy 7-ACK 2z cefalosporinu C, tj. slouZeniny obecného vzorce II, ve kterém
X zna&{ skupinu -OCOCH, a R skupinu -(CH2)3—CHNH2-COOH. Tato enzymovd technologie zahrnuje
piipravu 7-acylaminocefemslougenin obecného vzorce III, kde R znadi skupinu —(CH2)3-COOH, to jest
7-beta- (4-karboxybutanamido) cefalospordnové kyseliny neboli 3-acetometoxymetyl-7-beta- (4~
—karboxybutanamido)—cef-3-em—4-karboxylové kyseliny, a jeji néslednou hydrolyzu.

Zmin&né 7-acylaminocefemsloudeniny lze ziskat z cefalosporinu C, a popf. z jeho derivétd
pbud chemicky (japonské patentové spisy &. 7 777 078 a 78 112 891) .nebo enzymaticky pisobenim
permeabilizovanych resp. imobilizovangch bundk, producentd oxidézy p-aminokyselin (bristky
patentovy spis &. 1 272 769, japonské patentové spisy &. 7 688 694, &. 7 744 695, & 77 125 696,
&. 77 128 295 a & 79 154 592 a &s. -autorské osvéddeni &. 251 457, zAvislé na &s. autorském
osv&ddenf &. 231 458)

Pro hydrolyzu uvedenych 7-acylaminocefemsloudenin jsou popsdny kmeny Pseudomonas ovalis,
Comamonas (japonské patentové spisy &. 75 101 584 a &. 7 670 884), Bacillus, Arthrobacter
a Alcaligenes (japonské patentové spisy &. 77 128 293 a &. 7 886 094).

Vv &s. autorském osvddEeni &. 239 293 je popsén kmen pseudomonas sp. CCM 3 635 vykazujfci
konstitutivn{ syntézu vnitrobund&né hydroldzy glutaryl~7-ACK, . takZe nen{ nutno do kultivadnich
#ivngch pid pfiéévat induktor syntézy enzymy, glutarovou kyselinu. Dalsf{ vfhodou tohoto .
kmene je, %e nevykazuje ne¥éddouc{ aktivitu beta-laktamédz. :

P¥edm&tny vyndlez se tyk4a nového mikrobidlniho vysokoproduk&niho kmene, kter§ byl odvozen
2z rodifovského kmene Pseudomonas sp. CCM 3 635 chemickou mutagenezf a vyb&rem monokoloniov§ch
izolatd, jeho% vghoda ve srovndni s plvodnim kmenem je vice jak dvojnédsobnd specifickd aktivita
hydrolézy glutaryl-7-ACK, p¥i zachovéni ptvodnich vlastnostl rodidovského kmene, které jsou '

z primyslového hlediska vyhodné, tj. syntéza tohoto enzymu V nepff{tomnosti induktoru v Zivné
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| pag (konstitutivita) a neschopnost syntetizovat beta-laktamdzy. Ostatn{ biochemické charakte-
ristiky nového kmene se neli3f{ od rodidovského kmene.

Novy kmen je ulo¥en v &s. sbirce mikroorganismd (Céechoslovak Collection of Microorganis-
mus) , Univerzita J. E. Purkyné, Brno, t¥. Obréncd mfru 10, pod oznalenim Pseudomonas Sp.
CCM 3 987. .

. MnoZstv{ této specifické hydroldzy v bufikdch bylo kvantitativnd urdovdno m&¥ent poldtedn{
rychlosti hydrolgzy glutaryl-7-ACK v' prostted{ 0,1 M fosfitového pufru o pH 7,0 a teploté
37 % v oblasti enzymové kineﬁiky nultého ¥4&du. Produkty reakce byly stanoveny spektrofoto-~
metricky za poufitf p~dimetylaminobenzaldehydu (Balasingham a sp., Biochim. Biophys. Acta
276, 250, 1972). Jedna jednotka (U) enzymové t&innosti hydroldzy glutaryl-7-ACK je takové
mno¥stvi enzymu, kterd odpovidd tvorb& jednoho mikromolu (1 pm) 7-ACK za minutu za vySe
uvedenych podminek reakce. Specifickd aktivita je definovéhé,jako U . g_1 suché hmoty bunék.
Pro bhromatografii byla pouZita tenk& vrstva celuldzy a systém n-propanocl-voda (7:3)
8 ninhydrinovou detekc{ (Re 0,5) se'semikvantitgtivnim vyhodnocenim na densitometru Vitatron
TLD 100. Obsah d&inné latky v produktu byl ov&fen vysokotlakou kapalinovou chromatografif
(HPLC) .

Pfedm&tny kmen Pseudomonas sp. CCM 3 987 je poufitelny pro enzymovou hydrolyzu glutaryl-
7-ACK pfipravenou bud chemicky (chemickou syntézou) nebo enzymové (oxidact cefalosporinu
C oxidézou D-aminokyselin). S vyhodou lze pfedm&tny vysokoproduk&n{ kmen vyu#{t jako vychozi
zdroj pro vyrobu imobilizovanych biokatalyzdtord a to jak na bézi imobilizovanych bun&k,
tak pro izolaci a néslednou imobilizaci této specifické hydroldzy. P¥edmétny kmen lze rovnd#
vyuf{t pro dal¥{ genovou manipulaci s cflem multiplikace strukturdlnich gent nesoucich informaci
pPro syntézu tohoto enzymu.

V§hodou vyufitf nového kmene Pseudomonas sp. CCM 3 987 ke podstatn& vy33f specifick4
aktivita hydroldzy glutaryl-7-ACK v priméru o 150 % ve srovndn{ s rodiovskym kmenem. Bio-
syntéza tohoto enzymu u pfedmétného nového vysokoproduk&nfho kmene se na konci kultivace
pohybuje v rozmezf 220 a%¥ 270 U . litr'l'kultivaéni kapaliny a specifick4 aktivita bun&k

dosahuje 50 a% 75 U . ¢”! suché hmoty bunsk.

Tyto vyhodné vlastnosti nového kmene umo¥fujf zkradcent doby b&hem hydrolgyzy oxidovanych
forem cefalosporinu C, zejména glutaryl-7-ACK, &Im¥ se sniZ{ celkové mnofstvi ne¥édoucich
vedlejiich produktid. :

. Ddle je v genealogickém schématu uvedeno kvalitativni a kvantitativn{ srovnanf vlastnosti
kmene mikroorganismu s aktivitou hydroldzy glutaryl-7-ACK.

Charakteristika P¥{rodni Pgeudomonas Pseudomonas sp. CCM 3 987
izol&t kmene sp. CCM 3 635
Pseudomonas_sp.

P¥{tomnost

beta~laktaméz + - -

Indukce snytézy
enzymu glutarovou

kyselinou + - -
iskd aktivita

Specif Bka a 12 25 50 a% 75

E’—TS— 100 208,3 317 a% 625

V ndsledujicich p¥fkladech provedenf je detailn& popsén zpisob zfskdn{ nového vyscko-
produk&niho kmene mikroorganismu.
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Pp¥tklad

Kmen mikroorganismu Pseudomonas sp. CCM 3 987 byl ziskdn timto postupem. Kulturou kmene
Pseudomonas sp. CCM 3 635 vyrostlou na %ikmém masopeptonovém agaru bylo o&kovéno 100 ml
tekuté %ivné pidy v 500 ml varnych bafikdch nésledujicfho slofeni: 1 % pepton, 0,5 & hovéz{
extrakt, 0,1 % kvasniény extrakt, 0,5 % chlorid sodny. Bafiky byly inkubovény na rota&nim
t¥epacim stroji o frekvenci 240 otddek min"1 p¥i teploté 28 ©c po dobu 24 hodin.

5 ml této kultury prvni vegetativni generace inokula bylo pouZito pro o¥kovéni Zivné
pudy stejného slo¥eni pti stejném plné&ni pangk a provedena kultivace za-jinak stejnych
* podmi{nek. Kultura druhé vegetativni generace byla ve druhé tretind exponencidlni féze ristu
bundk asepticky odstfed&na a supernatant slit. Separované bufiky (sediment) byly za aseptickych
podminek promyty sterilnim 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,0 a suspendovény do stejného objemu
tého% pufru. P¥ipravend suspenze bun&k byla poté p¥idéna k roztoku N-metyl-N"-nitro-N-nitro-
soguanidinu ve stejném pufru tak, aby vyslednéd smés obsahovala cca 107 a% 10% bunzk . ml"1 a

150 pg uvedeného mutagenu . n1”l.

Sm&s byla michdna 60 minut pfi teplotd mistnosti a poté byla vyseta na Petriho misky
obsahujfci pevnou %ivnou pidu s masopeptonovym agarem. Po t¥f{denn{ inkubaci p¥i 28 °¢ byly
vyrostlé kolonie pomoci sametovfch razidel pfeneseny na pevnou pidu na Petriho misky obsahujfci
0,5 % bilkovinného hydrolyzdtu (komer&ni vyrobek Vitana), 0,5 % kvasni&éného extraktu, 0,1 &
kuku¥i¥ného extraktu a 0,3 % p-nitroanilidu glutarové kyseliny (sterilizace této latky
filtraci pfes sterilni Seitz filtr) a 2 % agaru.

Po l4denni{ imkubaci pii 28 9c byl proveden vybér monokoloniov§ch izoldtd (klond), jeho#
princip spoivd v tom, %e kolonie, které byly nejmensf, byly vyo¥kovény na mosopeptonové
Eikmé agary.

pPoté byly jednotlivé izoldty, po jejich submersni kultivaci v bahkéch provad&né vyse
uvedenym zpisobem a v tekuté ¥ivné pidé obsahujficf{ 1 % peptonu a 25% filtr4tu roztoku 4 %
. kuku¥i&ného extraktu (ktery byl pfedem pFedsréfen za varu p¥i pH 7,6), opdt vyse popsanym
zpisobem mutagenizovédny pomoci stejného chemického mutagenu.

Suspenze po mutagenezi byla vyseta na pevnou neselektivni{ masopeptonovou %#ivnou pudu
v Petriho miskdch a provedena pasivni selekce monokoloniovych izoldtl, které byly testovény
submersni jednorézoﬁou kultivac{ v bafikéch ndsledujicim zpisobem.

500 ml varné bafky byly naplndny 100 ml tekuté %ivné pidy d¥ive uvedeného sloZeni
(obsahujic{ pepton a predsréfeny kukufi&ny extrakt), do které byly ofkovény monokoloniové
izolédty ze %ikmgch masopeptonovych agary, které byly ziské&ny dvojitou mutagenezi a cf{lenou
a pasivni selekci. Bafiky byly inkubovény na rotadnim ttrepacim stroji zplsobem a-za poéminek
uvedenych dfive po dobul24 hodin.

. Po uvedené dob& bylo 5 ml kultury takto ptipravené prvni vegetativni generace pouiito
pro inokulaci 100 ml tekuté %ivné pidy v 500 ml varngch bank&ch, jejf{% sloZeni bylo: 5 %
b{lkovinného hydrolyzétu (komer&ni vyrobek Vitana) a 50 ml filtratu roztoku 4 % kuku¥i&ného
extraktu predsré¥eného pfedem za varu pti pH 7,6. Druhd vegetativni generace kultur byla
kultivovéna za jinak stejnych podminek po dobu 42 hodin. poté byly kultury separovény odst¥e-
d&nfim (16 000 G 10 minut), supernatant slit, bund¥ny sediment promyt stejnym-objemem 0,1 M
fosfétovym pufrem o pH 7,0 a pfipraveny standardn{ suspenze bundk v témZe pufru obsahujici
8 mg suché hmoty bundk . ml ~. Tyto suspenze byly d4le hodnoceny na specifickou enzymovou
aktivitu hydrolézy glutaryl-7-ACK ve srovndni s kontrolni suspenzi bun&k rodi&ovského kmene,
které rovnd% vyrostly za.stejnych kultivaénich podminek, prigem#z reakéni podminky stanoveni
jsou uvedeny v popisu pfedm&tného vynélezu.

ze série zkoumangch monokoloniovych jzol4td (klond), které byly podrobeny kvantitativni
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enzymové analyze popsanym zpisobem vyplynulo, Ze pouze jeden z nich dosahuje specifické
aktivity v rozmezi 50 a%Z 75 U . g—l, coZ jest o 100 aZ 200 % vyS3{ specifickd aktivita ve

srovndni s rodiZovskym kmenem.

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Pseudomonas species CCM 3 987 s vysokou produkci hydrolédzy 7-beta-

~(4~karboxybutanamido)cefalospordnové kyseliny.
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