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Nova karbonylova reduktasa, gen, ktery ji koduje a zptisob pro poufZiti této reduktasy a genu.

Oblast techniky

Vynalez se tyka enzymu s karbonyl reduktasovou aktivitou, ktera redukuje slouceniny
s asymetrickym karbonylem za vzniku opticky aktivntho alkoholu (dale bude tento enzym
oznaovan jako CRD enzym), DNA kédujici tento enzym, plasmidu nesouciho tuto DNA,
transformantu, kterym je buiika obsahujici tento plasmid, a metody pro ziské\}éni opticky
aktivniho alkoholu za pouZiti zmin&ného enzymu a/nebo transformovanych bungk. Vysledny
opticky aktivni alkohol, napftiklad (S)-4-halo-3- -hydroxybutyl ester je uziteCnou sloudeninou

pro synthesu 1éCiv, chemikalii pro zem&dglstvi a podobns.

Dosavadni stav techniky

Je znamo n€kolik CRD enzymd (viz. Yuki Gosei Kagaku, 49, 52 (1991) a Eur. J.
Biochem., 184, 1 (1981)). Mezi témito CRD enzymy, jsou ty které plisobi na 4-halo-
acetooctove estery za vzniku (S)-4-halo-3-hydroxybutyl esteru, ziskané z mikroorganismi,
majici popsané charakteristiky, pouze enzymy ziskanymi z Geotrichum candidum (Enzyme
Microb. Technol. (1992), Vol.14, 731) a z Candida parapsilosis (Enzyme Microb. Technol.
(1993), Vol. 15, 950). Avsak doposud nebyly popsané zadné informace o genech kédujicich
tyto dva typy enzymi. Redukce 4-halo-acetooctovych esterti za poufZiti té&chto enzym@ probiha
pouze pii nizkych koncentracich substratu. Je tudi nepraktické synthetisovat (S)-4-halo-3-

hydroxybutyl ester za pouZiti t&chto enzymd jako katalysatorq.

Kromé uvedené reakce pouzivajici dvou typ enzymd, cel4 fada reakci pouziva
mikrobialni butiky a o produktech téchto reakci je znamo, e vznikly asymetrickou redukci 4-
halo-acetooctového esteru (Japonsky patent Cislo1723728, japonska Laid-Open publikace &.6-
209782 a ¢&. 6-38776, a podobng). Avsak tyto reakce neprobihaji pfi vysokych koncentracich
substratu a tudiz nemohou byt uZiviny v praxi jako u¢innd produkéni metoda. Jako piiklad

miZe slouzit metoda reakce pouZivajici dvoufazovy systém s organickym rozpoustédlem
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(Japonsky patent &islo 2566962 ). Rovné byla popsani metoda pouZivajici opticky aktivni
fosfinovy komplex s rutheniem (japonskd Laid- -Open publikace & 1-211551). Tato metoda
viak md mnoho problémd, které nejsou dofeSeny, napfiklad poZadavek na vysokotlakou

reak¢ni nadobu a potieba drahého katalysatoru.

Za t&chto okolnosti bylo Zadouci vyvinout praktickou enzymovou metodu, ktera by
provadéla asymetrickou redukci karbonylovych slougenin jako jsou 4-halo-acetooctové estery

k produkei opticky aktivnich alkoholt, napiiklad (5)-4-halo-3-hydroxy butyl ester.

Enzymy CRD typu vyZaduji pro reakci redukéni typ koenzymu. Ma-li byt redukovana

karbonylova sloudenina pomoci bungk mikroorganismd, které maji CRD enzym, je nutné do

reakéniho systému prldat cukr, naptiklad glukosu aby se aktivovaly enzymy regeneracmho'

systému pro piemé&nu ox1dovaneho koenzymu na redukovany typ, a tento regenerovany
koenzym je pak vyuZit pro redukci. Skupina techto enzymi regeneradniho systému je nachylna
k zablokovani nebo poskozeni, a to bud’ substratem nebo produkty redukce. Tento fakt je nutné
brat v ivahu jako hlavni pifiginu toho, pro¢ reakce probihd pouze tehdy, je-li koncentrace
substratu nebo produktu nizki. Je zndmé, e mno¥stvi drahého koenzymu uZivaného pro
redukci lze zna&n& sniZit kombinaci enzymu majiciho schopnost regenerace koenzymu, na

kterém CRD enzym z4visi, s CRD enzymem b&hem reakce ( Japonsky patent & 2566960) a

Enzyme Microb. Technol. (1993), Vol.15, 950 ). V tomto pfipadé je viak nutné pfipravit zdroj

enzymu pro regeneraci oddélen€ od produkce CRD enzymu dfive, neZ je regeneraéni enzym

pfidan do reakéni smési.

Predkladatelé tohoto vynéalezu objevili novy typ CRD enzymu u rodu Candida, a
nalezli, Ze opticky aktivni alkohol miZe byt uéinné produkovan z karbonylovych slou&enin za

uZiti tohoto CRD enzymu.

Také nalezli, Ze opticky aktivni alkohol lze G&nng produkovat za pouziti
transformovanych bungk nesoucich gen se schopnosti soub&Zn&  regenerovat koenzym

(naptiklad glukosodehydrogenasovy gen).
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TudiZ predloZeny vynalez se da popsat jako systém, ktery vyhodné poskytuje novy typ
CRD enzymu, DNA kédujici tento enzym, plasmid nesouci tuto DNA, a transformované buriky
timto plasmidem. Systém slouZi jako produkéni zptisob k ziskani opticky aktivnich alkohold za

pouZiti zmin€ného enzymu a/nebo transformovanych bungk.

Podstata vynalezu

Karbonylova reduktasa uvadéna v piedloZeném vynalezu mé nasledujici- fyzikalni a chemické
vlastnostiod (1) do (4):
( 1) ucinek:

plsobi na ethyl-4-chloracetoacetit pfi vyuziti NADPH jako koenzymu za vzniku (S)-4-.

chloro-3-hydroxybutyratu,

(2) substratova specifita:

vykazuje silnou aktivitu k ethyl-4-chloroacetoacetatu, zatimco k ethyl acetoacetitu
nevykazuje prakticky viibec Zadnou aktivitu;

(3) optimalni pH: 5,5 aZ 6,5;

(4) optimalni teplota reakce: 50°C az 55°C;

V jednom feSeni mé karbonylova reduktasa dalsi fyzikalni a chemické vlastnosti od 4)
do (7):

(5) tepelna stabilita: je plng stabilni az do 40°C, je-li uchovana pii pH 7,0 po 30 min;

(6) inhibitor: je inhibovana ionty rtuti a kvercetinem; a

(7) molekulova hmotnost: uréeno gelovou filtraci cca 76 000 a cca 32 000 pomoci SDS

polyakrylamidové elektroforesy.

Karbonylova reduktasa uvadéna v predlozeném vynilezu ma sekvenci aminokyselin
SEQ ID No:1 seznamu sekvenci nebo aminokyselinovou sekvenci s jednou nebo né&kolika
vynechanymi aminokyselinami, substituované nebo pfidané v aminokyselinové sekvenci SEQ
ID No:1 soupisu sekvenci, nebo &ast aminokyselinovy’rch sekvenci SEQ ID No:1 soupisu
sekvenci, a ma aktivitu redukovat ethy1—4-chloracet6acetét asymetricky za vzniku ethyl (S)-4-

chloro-3-hydroxybutyratu.

LX)




V jednom provedeni je zmin&ny enzym ziskivan v mikroorganismu naleZejiciho do
rodu Candida. S vyhodou je tento enzym ziskivan z Candida magnoliae. Nejvyhodnéji je
enzym ziskdvan z druhu Candida magnoliae IFO 0705,

DNA kodujici podle predlozeného vynalezu zminény enzym. Tato latka, tj. zmin&na

DNA ma sekvenci nukleotidi odpovidajici SEQ ID No:2 seznamu sekvenci.

Plasmid, ktery podle tohoto vynalezu ma shora uvedenou DNA sekvenci. Plasmid

téchto sekvenci je oznafen pNTSI.

Transformované buiky podle piedlozeného vynalezu jsou butiky, které bvyly,
transformovany shora uvedenym plasmidem. Takovou transformovanou buttkou mi¥e byt E.

coli. Ve vyhodném provedeni jsou transformované buiky buitkami E. coli HB101(pNTS1).

Plasmid podle tohoto vynélezu ma DNA kédujici enzym majici schopnost asymetricky
redukovat ethyl-4-chloroacetoacetdt za vzniku ethyl (5)-4-chlorohy—droxybutyratu a DNA
kodujici enzym se schopnosti regenerace koenzymu na kterém enzym zavisi (napiiklad

glukosodehydrogenasa).

Vjednom feSeni je glukosodehydrogenasa ziskavana z Bacillus megaterium. Je

vyhodné, je-li nesena plasmidem pNTS1G.

Transformované buiiky podle tohoto vynélezu jsou transformanti, kde buiiky byly

transformovany uvedenym plasmidem.

V jednom provedeni jsou transformované buiiky E. coli. Ve vyhodném provedeni, jsou
transformované butiky . coli HB101(pNTS1).

Transformované butiky podle ptedkladaného vynalezu jsou buriky transformované tak,
Ze prvy plasmid obsahuje DNA kédujici enzym s aktivitou asymetricky redukovat ethyl-4-
chloroacetoacetat za vzniku ethyl (8)-4-chloro-3-hydroxybutyratu a druhy plasmid obsahuje
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DNA kodujici enzym majici aktivitu regenerovat koenzym na kterém je enzym zavisly

(napfiklad glukosodehydrogenasa).

V jednom feSeni Ize za transformované buiiky pokladat takové transformanty, jejichz
buiiky nesou plasmid pNTS1 a plasmid, které obsahuji DNA kédujici glukjosodehydrogenasu
ziskany z Bacillus megaterzum Pfednostni formou transformovanych bungk jsou buitky E.

coli.

Produkéni zplisob pro vyrobu opticky aktivniho 3-hydroxybutyr esteru podle
predkladaného vynalezu zahrnuje nasledujici kroky: reakce enzymu s aktivitou asymetricky
redukovat s 3-oxo-butyr ester s 3-oxo-butyr esterem za vzniku opticky aktivniho 3-hydroxy-
butyl esteru, nebo kultura mikroorganismu majiciho schopnost produkce tohoto enzymu, nebo
isolovany produkt této kultury; a ziskani vytvoteného produktu, kterym je opticky aktivni 3-
hydroxy-butyl ester.

Produkéni zplisob pro vyrobu opticky aktivniho 3-hydroxy  butyl estaru podle
predloZeného vynalezu sestiva ztdchto krok®: reakce transformantd, kterymi jsou butiky
transformované plasmidem nesoucim DNA kédujici enzym s aktivitou asymetricky redukovat
3-oxo- butyl ester s 3-oxo-butyl esterem za vzniku opticky aktivniho 3-hydroxy-butyl esteru; a

ziskani vzniklého produktu, kterym je opticky aktivni 3-hydroxy-butyl ester.

Produk&ni zpsob pro vyrobu opticky aktivniho alkoholu podle ptedloZeného vynalezu
sestavd ztéchto kroku: transformanti, kterymi jsou butky transformované plasmidem
nesoucim DNA, kterda koduje enzym s aktivitou asymetricky redukovat karbonylové
slougeniny a dale DNA kédujici enzym se schopnosti regenerace koenzymu, na kterém enzym
zavisi reaguji se sloudeninami obsahujicimi karbonyl a davaji vznik opticky aktivnimu

alkoholu; dale ziskani vzniklého produktu, kterym je opticky aktivni alkohol.

Produkéni zplisob k ziskani opticky aktivniho alkoholu podle predloZeného vynalezu
sestava z krokl: se slouCeninami obsahujicimi karbonylovou skupinu reaguje transformant,
kterym je buiika, kterd obsahuje jako prvni plasmid nesouci DNA kédujici enzym s aktivitou

asymetricky redukovat karbonylové sloudeniny za vzniku opticky aktivniho alkoholu a jako
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druhy plasmid, ktery obsahuje DNA kédujici enzym, ktery mé schopnost regenerovat koenzym
na kterém je enzym zavisly; dale ziskani vzniklého produktu, kterym je opticky aktivni

alkohol.
Je vyhodné, je-li sloudeninou, obsahujici karbonyl 3-oxo-butyl, ester, ktery Ize zobrazit
obecnym vzorcem:

O

R; \)K/ COOR;

R,

a vysledny opticky aktivni alkohol je 3-hydroxy-butyl ester, ktery lze zobrazit obechym

vzorcem:

OH
R; \/\/ COOR;3
Rz

Je vyhodné, jsou-li ve shora uvedenych obecnych vzorcich skupiny R; a R, nezavislé
halogeny, azidy, aminobenzyly nebo vodik, pfiCemZ jeden z R; a Ry ma byt vodik, a R; je

substituovana nebo nesubstituovana alkylové nebo arylova skupina.

Jestd vyhodnéjsi je, je-li ve shora uvedenych obecnych vzorcich Ry chlor, R, je vodik a

R; je ethyl.

Je vyhodné, jsou-li ve shora uvedenych obecnych vzorcich skupiny R; a R, nezavislé
alkylové skupiny, hydroxylové skupiny nebo vodik, pfiCem? jeden z R; a R; m4 byt vodik, a Ry
Je substituovana nebo nesubstituovani alkylov4 nebo arylova skupina.

Jesté vyhodn&jsi je, je-li ve shora uvedenych obecnych vzorcich R; hydroxylova

skupina, Rz je vodik a Rs je ethyl.




Prehled obrazkii na vvkresech

Na obr. 1 je znizornéno pofadi bazi a tomu odpovidajici aminokyselinové sekvence.

Na obr. 2 je znazomén zpdsob uzity pifi konstrukci rekombinantniho plasmidu
pNTS1G.

Priklady provedeni vynalezu

Dale bude ptedlozeny vynalez popsan se viemi podrobnostmi.

(Purifikace CRD enzymu)

Organismus pouZivany jako zdroj CRD enzymu v predloZeném vynalezu, neni zcela
presné vymezen, ale miZe jim byt naptiklad kvasinka rodu Candida. Je obzvlasts vyhodné, je-
li to kvasinka Candida magnoliae TFO 0705, ktera je uloZena ve sbirce mikroorganismé
”Cetraalbureau voor Schimmelcultures” (CBS; Oosterstraat 1, Postbus 273, NL/3740 AG
Baarn, Holandsko) pod &islem CBS166 a jejiz isolace a charakteristika jsou popsany v knize
»The Yeasts, a Taxonomic Study, 3" ed. (1984) pp.731. Mikrob schopny produkce enzymu
podle pfedloZeného vynalezu miZe byt bud’ divoky nebo mutantni kmen. Rovnd¥ mise byt
pouzivan. mikrob ziskany genetickymi technikami, jakymi jsou fize bunék nebo genetické
manipulace. Napiiklad mikrob ziskany genetickou manipulaci, ktery produkuje enzym podle
pfedloZeného vynélezu lze ziskat metodou zahrnujici tyto kroky: isolace a/nebo purifikace
tohoto enzymu a uréeni &asti nebo celé sekvence aminokyselin; ziskani DNA sekvence nebo
tseku DNA kodujiciho enzym, na zékladg d¥ive zmin&né sekvence aminokyselin; vneseni této
DNA do jiného mikroorganismu scilem ziskat rekombinantni mikroorganismus podle

pfedloZeného vynalezu.

Medium ke kultivaci mikroorganismu pro ziskani enzymu podle piedloZeného vynalezu
(nebo mikroorganismu uZitého pro pfipravu (5)-4-halo-3-hydroxybutyl esteru podle

piedloZeného vynilezu) neni zvlasté vymezené, pokud na ném mise mikroorganismus riist.
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Napriklad mohou byt pouZita obvykla tekutd vyZivna media, obsahujici zdroj uhliku, zdroj

dusiku, anorganické soli, organické nutrienty.

Pod “mikrobialni kulturou” zde pak rozumime mikrobialni buiiky nebo tekutou kulturu
obsahujici mikrobidlni buiiky a “jejich vytvofeny produkt”, coZ znamena produkt ziskany

extrakei a purifikaci, jak je popsano dale.

Zpusob extrakee a purifikace enzymu, které se uZivaji pro tyto ucely odborniky v dané
oblasti techniky, mohou byt uZity f)ro extrakei a purifikaci enzymu po vysledné kultivaci.
Napfiklad zkultury se centrifugaci separuji mikrobi4lni buﬁky, které se suspenduji do
vhodného pufru. Buiiky v této suspenzi se rozrusi nebo rozpusti za pouziti fyzikalnich technik,
jako je uZiti sklenénych kuliek nebo biochemickymi technikami, co¥ pfedstavuje pouZiti
vhodného enzymu. Pevné &astice jsou potom z roztoku odstranény centrifugaci a tak se ziska
nelisty roztok enzymu. Podobng lze roztok surového enzymu ziskat z kultury purifikadnimi

metodami, které jsou podobné shora popsanému postupu.

Zminény roztok surového enzymu lze dale &istit za pouZiti zpisobl uzivanych
odborniky v dané oblasti techniky, jako je sraZeni siranem amonnym, dialysa a chromatografie,
a to jak samotnymi nebo v jejich kombinaci. Pokud jde o chrométograﬁi, ruzné typy
chromatografii jako je hydrofobni chromatografie, iontom&nna chromatograﬁe (napi. DEAE
Sepharosa), gelova filtrace, mohou byt uZity bud’ samotné nebo v kombinaci pro ziskani

enzymu podle pfedloZeného vynélezu.

Napiiklad CRD enzym lze izolovat z Candida magnoliae TFO 0705 nasledujicim

zpisobem.

Nejprve se shora uvedena kvasinka kultivuje ve vhodném mediu, a mikrobialni butiky
jsou sklizeny zvysledné kultury centrifugaci. Mikrobialni buiiky jsou rozruSeny
desintgratorem Dyno (vyrobce Dyno-Mill), a dalsi centrifugaci jsou odstranény zbytky bungk
a ziska se bezbun&eny extrakt. Tento bezbun&eny extrakt se pak dale zpracovava postupy jako
je vysolovani (tj. srZeni siranem amonnym a fosforenanem sodnym), sraZeni rozpoust&dly

(frakcionové srazeni bilkovin za pouziti acetonu, ethanolu nebo podobnymi latkami), dialysou,
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gelovou filtraci, iontomé&nnou chromatografii a sloupcovou chromatografii, coZ mdZe byt
reversni fazova chromatografie a ultrafiltrace samotna nebo v kombinaci s dal§imi postupy,
aby se enzym purifikoval. CRD enzymova aktivita miZe byt uréena méfenim ze sni¥eni
absorpce 1 mM ethyl 4-chloracetitu jako substrat, pfi 340 nm a 30°C v 100 mM fosfatovém
pufru (pH 6,5), 0,1 mM NADPH jako koenzym po pfidani sledovaného enzymu, nebo v 200
mM fosfatovém pufru (pH 7,0) s 0,2 mM ethyl 4-chloracetatem jako substratem a 0,32 mM
NADPH jako pfidany koenzym. Za téchto rbeakénich podminek oxidace 1 umol NADPH na
NADP béhem 1 minuty je definovani jako 1 jednotka enzymové aktivity.

Vyraz, Ze enzym je “staly”, ktery je zde uZivan znamena, Ze enzym ma pii pH 7,0,

teplot€ 40°C, po uplynuti 30 minut aktivitu 90% nebo vice, nez byla na zadatku testu.

Molekulova hmotnost enzymu byla uréena gelovou filtraci za pouZiti kolony TSK-
G3000SW (¢ 0,75 x 60 cm; vyrobce Tosoh Corporation). Jako eluent byl uit 0,1M fosfatovy
puft (pH 7,0) obsahujici 0,1M Na,;SO4 a 0,05 % NaN; Molekulova hmotnost podjednotky
enzymu byla uréena elektroforesou v 10 % SDS polyakrylamidovém gelu za redukujicich
podminek (reduktant: 2 V/V% 2-merkaptoethanol) a vypodtem z relativni pohyblivosti

standardnich proteind.

Naptiklad CRD enzym, ktery ma pofadi aminokyselin SEQ ID No:l podle
piedloZeného vynalezu ma fyzikalni a chemické vlastnosti od (1) do (4):

(1) acinek:

reaguje s ethyl-4-chloracetoacetitem za pouZiti NADPH jako koenzymu za vzniku ethyl

(8)-4-chlor-3-hydroxybutyratu;

(2) substratova specifita;

vykazuje silnou aktivitu k ethyl-4-chloroacetoacetity zatimco prakticky wviibec

nevykazuje aktivitu k ethyl-acetoacetétu;

(3) optimalni pH: 5,5 a% 6,5; a

(4) optimalni teplota pro aktivitu: 50°C a% 55°C.

Tato latka, totiz karbonyl reduktasa majict poradi aminokyselin SEQ ID No:1 podle

predloZeného vynélezu, m4 dalsi fyzikalni a chemické viastnosti od (5) do (7):
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(5) teplotni stabilita: enzym je staly az do teploty 40°C , pii pH 7,0 po 30 minut;
(6) inhibitor: enzym je inhibovan ionty rtuti a kvercetinem; a
(7) molekulova hmotnost: cca 76 000 uréeno gelovou filtraci a cca 32 000 stanoveno

SDS polyakrylamidovou elektroforesou.

Enzym majici v podstaté identické vlastnosti s enzymem podle pfedloZeného vynalezu
miZe byt bud’ pfirozeny nebo rekombinantni enzym. Napiiklad rekombinantni enzym lze
ziskat nasledujicim postupem: jedna nebo nékolik aminokyselin v aminokyselinovém potadi
enzymu ziskaného z Candida magnoliae ITFO 0705 1ze nahradit, vypustit, vloZit nebo ptidat a

tak vytvofit rekombinantni enzym, jehoz enzymova aktivita je méfitelna.

(Ptiprava synthetické oligonukleotidové sondy)

Purifikovany CRD enzym ziskany shora uvedenym postupem je denaturovan (napiiklad
8M mocovinou) a pak natrdven endopeptidasou (naptiklad lysyl endopeptidasou). Potadi
aminokyselin ve vzniklych fragmentech peptidd je uréeno Edmanovou metodou. DNA sonda
je synthetisovani na zdklad€ urleného poradi aminokyselin. Takovato sonda mdZe byt

oznadena napiiklad *?P.

(Ptiprava genové knihovny)

Chromosomalni DNA mikroorganismu produkujiciho CRD enzym podle predlo¥eného
vynalezu nebo cDNA téhoZ je &astetnd natravena vhodnym restrikénim enzymem, napfiklad,
Sau3 Al Fragmenty DNA majici vhodnou velikost (naptiklad 23 kb az 20 kb) po pusobeni
restrikéniho enzymu jsou vloZeny do kompatibilniho restrikéniho enzymového mista na
fagovém vektoru. Vysledny rekombinantni fagovy vektor je uloZen in vitro a potom je mozZné

jim infikovat E. coli a vytvofit tak genovou knihovnu.

(Klonovani Genu CRD enzymu z genové knihovny)

Takto vznikla genova knihovna miZe byt prohlizena a vyhledavan gen pro CRD enzym
pomoci metody plakové hybridizace za pouZiti **P znatené synthetické DNA sondy. (Science,
196, 180 (1977)). Analysa pofadi basi vysledné DNA mdse byt uréena dideoxy sekvenéni

metodou, dideoxy fetézovou termina&ni metodou nebo podobné. Uréeni sekvenci miZe byt
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provadéno za pouziti ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(vyrobce Perkin Elmer) a ABI 373A DNA Sequencer (vyrobce Applied Biosystems).

Vysledny fragment DNA miize byt amplifikovan pouZitim metody PCR nebo podobné

a klonovén.

(Konstrukce rekombinantniho plasmidu obsahujiciho gen CRD enzymu)

Gen CRD enzymu je vpraven do hostitelského mikroorganismu a exprimovan zde
pomoci DNA vektoru. Jako takovy DNA vektor, lze u¥it jakykoli DNA vektor, ktery méZe
zabezpelit expresi genu CRD enzymu ve vhodném hostitelském mikroorganismu. Piklady
téchto DNA vektord jsou plasmidové vektory, fagové vektory a piipadng cosmidy. Lze pouZit
pienaseCovy vektor, ktery umoZiiuje vyménu genu mezi riznymi hostitelskymi kmeny. Takovy
DNA vektor obsahuje fidici useky jako je promotor (napfiklad lacUV'S promotor, trp promotor,
trc promotor, tac promotor, Ipp promotor, tufB promotor, recA promotor a promotor pL) a
useky posilujici tuto vazbu. Naptiklad PUCNT (W094/03613) a podobny mohou byt
prednostné pouzity. Plasmid pUCNT je vyhodny proto, nebot jeho inseréni mista jako Ndel a

EcoR1 leZi vpravo za lac promotorem (downstream).

(Konstrukce rekombinantniho plasmidu nesouciho jak gen CRD, tak gen enzymu majiciho
schopnost regenerace koenzymu, na kterém aktivita CRD enzymu zavisi)

Mohou byt uZity enzymy se schopnosti regenerace koenzymu jako jsou hydrogenasa,
formiatdehydrogenasa, alkohol dehydrogenasa, glukoso-6-fosfatdehydrogenasa,
glukosodehydrogenasa. Je vyhodné, je-li uzita glukosodehydrogenasa. Presné&ji, jde o
glukosodehydrogenasu z kmene Bacillus megaterium ( dale zkracovanou jako GDH), kterou

lze uZit.

Plasmid pGDA2 (J. Biol.Chem. (1988), 264,6381) obsahuje GDH gen ziskany
z Bacillus megaterium. Fragment nesouci GDH gen se da vyjmout z tohoto plasmidu a vioit
do plasmidu obsahujiciho gen enzymu CRD a to bud’ pied n&j nebo za néj (upstream nebo
downstream) a tak vytvofit rekombinantni plasmid nesouci jak gen pro CRD enzym, tak gen
pro GDH.
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(Transformace)

- Vysledny rekombinantni plasmid nesouci gen CRD enzymu nebo rekombinantni
plasmid majici jak gen CRD enzymu, tak gen GDH, mohou byt konvenénimi metodami
vneseny do hostitelské butiky. Nebo rekombinantni plasmid nesouci gen CRD enzymu a
rekombinantni plasmid nesouci gen GDH mohou byt soucasng, nebo postupn& vneseny do

hostitelské butiky tak, aby se ziskal kmen transformovany témito dvéma plasmidy.

Jako hostitelskou butiku lze uzit bakterii, kvasinku, vldknitou houbu, rostlinnou buriku,

ZivotiSnou butiku apod.Obzvla§té vyhodné je, uzije-li se E. coli.

Plasmid je moZno pfenést do hostitelské buiiky nékterou zndmou soudasnou metodou,
jakou je metoda zahrnujici smich4ni hostitelské butiky v kompetentnim  stavu
s rekombinantnim plasmidem a dale metoda zahrnujici transfekci plasmidu za pouZiti

plasmidu typu “helper pomoci konjugaéni transmise.

Plasmid vneseny do hostitelské butiky se v této mi¥e autonomné replikovat jako
episom. Nebo cely plasmid nebo jeho &4sti jsou v€lenény do chromosomu a replikuji se spolu

s chromosomem.

Aktivita GDH transformovanych bungk mtize byt urCena méfenim zvySeni absorpce pii
340 nm pfi 25°C, v 1 M tris —-HCI pufru (pH 8,0), v reakci, kde substratem je 0,1 M glukosa, 2
mM NADP je koenzymem, po pfidani enzymu.

(Ziskanti opticky aktivniho alkoholu)
Opticky aktivni 4-halo-3-hydroxy butyl ester, ktery je representantem opticky aktivnich

alkohold 1ze ziskat nasledujicim zptisobem naptiklad takto.

Jako substrat je uZit 4-halo acetoocethyl ester pfestaveny nésledujicim obecnym

vzorcem.
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0

R; \/(K'/ COORg3

R,

(kde, R je halogen, R; je vodik a Rs je substituovany nebo nesubstituovany alkyl nebo aryl ).
V piipadg, je-li R; alkyl, mohou byt pouzity napfiklad skupiny jako methyl, ethyl, propyl,
butyl, nebo isopropyl. Je-li R; aryl, pak naptiklad mohou byt ptitomny skupiny jako fenyl nebo
tolyl. Je-li Ry substituovany aryl, pak jsou vyhodné skupiny jako flurofenyl, chlorofenyl a

podobné.

Je vyhodné, je-li jako R; chlor nebo brom, a Rs je pak alkylové skupina od 1 do 4
atomd uhliku. Jest& vyhodn&jsi je, je-li substrat methyl-4-chloroacetoacetat, ethyl-4—
chloroacetoacetat, methyl-4-bromoacetoacetat nebo ethyl-4-bromoacetoacetat. Rovnéz ethyl-4-
jodoacetoacetat, ethyl-4-hydroxyacetoacetét, ethyl-2-chloro-3-oxobutyrat, ethyl-2-methyl-3-

oxobutyrat, ethyl-4-azidoacetoacetat a podobné slouCeniny mohou byt substraty.

Shora uvedeny 4-haloacetoacetatovy ester lze pipravit metodou uvefejnénou naptiklad
v Japanese Laid-Open Publication &islo 61-146191. Naptiklad tyto 4-halo acetoacetatové
estery fnhou byt pfipraveny metodou pouZivajici diketen jako vychozi material, ktery reaguje
s halogenem za vzniku-haloacetoacetét halidu, ktery pak reaguje s alkoholem. Nebo 4-halo
acetoacetatovy ester je uZit jako vychozi material a jeho kvarterni misto je piimo

halogenovano.

4-haloacetoacethyl ester jako substrat se vnasi do vhodného rozpoustédla spolu
s NADPH jako koenzymem a kulturou transformovaného mikroorganismu, nebo z ngj
ziskanym produktem a smés je promichavana a PH se vhodn€ upravi. Tato reakce probih4 pii
pH od 4 do 10 pfi teplot& od 10 do 70°C. A&koli u¥ivané koncentrace substratu jsou v rozsahu
od 0,1 do 90 % (w/v), lze také substrat kontinualnd pfidavat. Reakce mize probihat jak

vsddkovym, tak kontinualnim zpdsobem,

Produkt ziskany z mikroorganismu nebo jinych bungk, jak uvedeno shora, miize byt

surovy extrakt, nakultivované mikrobialni butiky, lyofilisované organismy, acetonem vysusené
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organismy, homogenat mikrobii a podobng. Tento vytvoreny produkt miZe byt uZivan ve stavu
imobilizovaném, jako enzym, nebo jako buiiky mikroorganismii. Pro imobilizaci lze uZit
souCasné metody (napiiklad fyzikaln& absorpéni metody, zfetézujici vazby nebo zachycovaci

metody).

Vreakci pak, mnoZstvi drahého koenzymu, miZe byt znan& sniZeno za vyuZiti
obecného regeneraéniho systému NADPH. Naptiklad mi¥e byt u¥ita metoda pouzivajici GDH
a glukosu, kterd je typickym regeneradnim systémem NADPH. Reak&ni podminky, i kdyz
zavisi na typu enzymu, mikroorganismu nebo jeho produktu, jsou nasledujici: koncentrace
substratu je v rozmezi od 0,1 do 90 % wt, reakéni teplota je od 10 do 50°C, pH je od 5 do 8, a

doba reakce je mezi 1 aZ 36 hodinami.

Shora uvedend reakce miZe byt provadéna za pouZiti kultury transformovaného
mikroorganismu nebo vytvoteného produktu ziskaného vnesenim jak genu pro CRD enzym a
genu enzymu (GDH) majictho schopnost regenerovat koenzym, na kterém CRD enzym zavisi,
do hostitelského mikroorganismu. V tomto ptipad$ pak uz dalsi pfiprava zdroje enzymu
poZadovaného pro regeneraci koenzymu neni nutni, a (S)-4-halo-3-hydroxy butyl ester Ize

piipravit s niz$imi néklady.

Tento 4-halo-3-hydroxy butyl ester vznikly v reakci mize byt purifikovan standardnimi
metodami. Naptiklad 4-halo-3-hydroxy butyl ester je podroben centrifugaci, filtraci a dal§im
postuplim, které jsou obvyklé pro odstranéni mikrobéi z reakéni smési, Vysledny produkt je pak
extrahovéan organickym rozpoustédlem jako napfiklad ethylacetatem a toluenem a odvodnén
latkami jako siran sodny. Organické rozpoudtédlo se odstrani pod vakuem. Vysledny produkt
je pak podroben vakuovému suSeni, chromatografii (napiiklad kiemigité gelové sloupcové

chromatografii ) a podobnym purifikaénim postupiim.

Kvantitativni stanoveni 4-halo-3-hydroxy butyl esteru lze provadét plynovou
chromatografii. Naptiklad kvantitativni stanoveni ethyl-4-chloro-3-hydroxybutyratu mize byt
provedeno na chromatografu se sklenénou kolonou (ID 3 mm x 1 m) plnénou PEG-20M
Chromosorb WAWDMCS 10% 80/100 mesh (vyrobeno GL Science Co. Ltd.) pti 150°C a FID
detekci.
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Opticka Cistota ethyl (S)-4-halo-3-hydroxybutyratu miZe byt uréena pouZitim HPLC
s optickou isola¢ni kolonou CHILCEL OB (vyrobeno Daicel Chemical Industries, Co., Itd.).

Tudiz jak svrchu popsano piedloZeny vynalez umoZtiuje produkci CRD enzymu. Déle
pak, za pouZiti tohoto enzymu, je zabezpeten Winny produkéni zptsob k ziskani opticky

aktivniho alkoholu, jako napiiklad (S)-4-halo-3-hydroxybutyl esteru.

V dalsim pak bude pfedloZeny vynalez popsén podrobng na piikladech, které jsou

pouze ilustraéni a neni jimi omezen rozsah ochrany.

Detaily zplisobli pouzitych k genovym manipulacim uZivanych k ziskéni rekombinantni

DNA jsou popséany na piikladech v nasledujicich publikacich.
(I) Molecular Cloning 2™ Edition (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)

(I ) Current Protocols in Molecular Biology (Greene Publishing Associates and Wiley-

Interscience)

(Priklad 1: Purifikace CRD enzymu)
CRD enzym majici schopnost asymetricky redukovat 4-halo acetoacetatovy ester,
ziskany z Candida magnoliae TFO 0705, za vzniku (S)-4-halo-3-hydroxy butyl esteru byl

purifikovan nésledujicim zplisobem, tak, Ze se pohyboval jako jediny pruh v elektroforese.

Bylo pfipraveno 8 000 ml tekutého media nasledujiciho slo¥eni, toto medium bylo
rozdéleno po 400 ml davkach do Sakaguchiho lahvi o obsahu 2 000 ml a sterilizovéno parou
pfi 120°C po 20 minut.
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SloZeni media:

Glukosa 5,00 %
Polypepton 0,50 %
KH,PO, 0,20 %
K,HPO4 0,10 %

MgSO4.7 H,O 0,01 %
Vodovodni voda
PH 6,5

Shora uvedené medium bylo zao&kovano kulturou Candida magnoliae TFO 0705, ktera
byla predkultivovand v objemu 5 ml/ lghev po 3 dny na tiepaCce pifi 30°C.  Buiiky
mikroorganismu byly sklizeny z vysledné kultury centrifugaci a dvakrat promyty roztokem .
soli, takze se ziskalo 230 g vihké hmoty biomasy. Z této vihké biomasy bylo 180 g rozmichéano
v 360 ml 50 mM fosfatového pufiu (pH 7,0), potom byly buiiky rozbity desintegratorem Dyno
- mill (vyrobce Dyno-Mill). Suspense desintegrovanych mikroorganismd byla centrifugovana,
aby se odstranily zbytky bun&nych struktur a ziskalo se 760 ml bezbun&&ného extraktu.
K nému byl pfidan siran amonny az do 40 % nasyceni. Vysledny precipitat byl odstranén
centrifugaci a supernatant byl dialysovan proti 10 mM fosfatovému pufru (pH 7,0)
obsahujicimu 0,1 mMDTT. Vysledny produkt byl nanesen na kolonu (500 ml) DEAE
Sephacelu (vyrobce Pharmacia Biotech), kter4 obsahovala stejny pufr, a rovnéZ timto pufrem
byla kolona promyta. Frakce s enzymovou aktivitou byly sebrany a k nafedénému roztoku,
ktery prosel kolonou byl pfidan NaCl aZ do kone&né koncentrace 4 M. Aktivni frakce byly
naneseny na kolonu (200 ml) plnénou Phenyl Sepharose CL-4B (vyrobce Pharmacia Biotech),
ekvilibrovanou 10 mM fosfatovym pufrem, obsahujicim 4 M NaCl a 0,1 mM DTT, na kterou
se enZym adsorboval. Poté byla kolona promyta stejn§m pufrem, aktivni frakce byly eluovany
10 mM fosfatovym pufrem (pH 7,0) s linedrnim gradientem NaCl (od 4 M do 0 M) a
ethylenglykolu (od 0% do 50% w/v). Eluované aktivni frakce byly spojeny a dialysovany pres
noc v 10 mM fosfatovém pufru (pH 7,0).

Vysledny dialysat byl nanesen na kolonu (1 ml) Mono Q HR 5/5 (FPLC systém
vyrobeny Pharmacia Biotech), ktery byl ekvilibrovan v 10 mM fosfatovém pufru. Aktivni

frakce v promyvacim roztoku byly spojeny a koncentrovany ultrafiltraci na 200ul. Tento
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koncentrat byl nanesen na kolonu (24 ml) obsahujici Superdex 200 HR 10/30 (vyrobce
Pharmacia Biotech), kterd byla ekvilibrovans 10 mM fosfatovym pufrem (pH 7,0) v
obsahujicim 0,2 M NaCl a 0,1 mM DTT a byly eluovana tymz pufrem. Aktivni frakce byly

spojeny pro ziskani purifikovaného enzymu.

(Ptiklad 2: Méfeni vlastnosti enzymu)
Byly zkoumény enzymové charakteristiky enzymu ziskaného zpisobem uvedenym

v piikladu 1.

Enzymova aktivita byla uréena v 3 ml reak&niho roztoku obsahujiciho 0,2 mM ethyl-
4-chloroacetoacetét jako substrat, 0,32 mM NADPH jako koenzym a 0,1 ml roztoku enzymu v
200 mM fosfatovém pufru (pH 7,0) pii 1 minutové reakci pti 30°C a méeni sni¥eni hodnot

absorpce pii 340 nm.

(1) Utinek: Enzym plsobi na ethyl-4-chloracetoacetat za piitomnosti NADPH jako koenzymu
za vzniku ethyl (S)-4-hydroxybutyratu, ktery m4 optickou &istotu minimalng 99 % nebo

vice.

(2) Substratova specifita: Enzym podle ptedlozeného vynélezu reaguje s riznymi karbonyl
obsahujicimi sloudeninami jak ukazuje niZe uvedeni Tabulka 1. Podminky reakce téchto
substrati byly stejné jako u ethyl-4-chloacetoacetatu. Vysledna substratova specifita,

kterou enzym vykazoval ukazuje Tabulka 1.
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Tabulka 1

Substrat 0,2 mM Relativni aktivita (%)

ethyl- 4-chloracetacetat
ethyl-acetoacetat
p-nitrobenzaldehyd
o-nitrobanzaldehyd
m-nitrobenzaldehyd
p-chlorbenzaldehyd
o-chlorbenzaldehyd
m-chlorbenzaldehyd
nikotinaldehyd
iso-nikotinaldehyd
benzaldehyd

glyoxal

methylglyoxal
diacethyl
chloracetaldehyd
kamforylchinon
ethyl-2-chloracetoacetit

fum—
Foogoocococoocoocoocool

methyl-4-chloracetacetat 11
methyl-2-chloracetoacetat 11
oktyl-4-chloracetoacetat 36

(3) Optimalni pH: Enzymova aktivita byla métena v PH rozsahu od 5,0 do 8,5 v fosfatovém
pufru nebo pufru Tris ~ Hel. Vysledkem bylo zjisténi, Ze optimalni pH pro w&inek enzymu

na ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat lezi mezi hodnotami 5,5-6,5.

(4) Optimalni teplota: Aktivita enzymu podle pfedlozeného vynilezu byla méfena s uZitim
ethyl-4-chloracetoacetatu jako substratu po 1 minutu v teplotnim rozmezi od 20°C do

60°C. Vysledkem je zji3téni, e optimalni teplota je v rozmezi od 50 do 55°C.

(5) Teplotni stabilita: Enzym podie predlo¥eného vynalezu byl inkubovan pfi pH 7,0 p¥i 40°C
po dobu 30 minut, vysledna aktivita byla méfena sethyl 4-chloracetoacetitem jako
substratem. Za t&chto podminek byla zachovani 90 % aktivita , kterou mél enzym pred

oSetfenim.




(6) Inhibitor: Rizné ionty kovi a inhibitory v riznych koncentracich jsou uvedeny v dale
uvedené Tabulce 2. Koncentrace odpovidaji t&m, které byly v reakéni sm&si kde, mé&fenym
produktem byl ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat, vytvofeny ze substratu ethyl 4-
chloracetoacetatu. Vysledkem je zjiSténi, Ze enzym podle ptedloZeného vynalezu byl
inhibovan kvercetinem a ionty rtuti, jak vyplyva z Tabulky 2.
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Tabulka 2
Sloucenina koncentrace inhibitoru (mM) relativni aktivita (%)
Bez pridavku 100
Kvercetin 0,01 84
0,1 0
Difenyl hydantoin 1 84
Dikumarol 0,1 97
2,4-dinitrofenol 0,1 86
DTNB 0,05 100
kyselina jodoctova 1 100
NEM 1 105
PMSF 1 93
p-CMB 1 88
EDTA 1 95
Fenylhydrazin 1 97
SnCl, 1 77
PbCl; 1 86
CdCl, 1 91
CuCl, 1 85
COC12 1 89
MgCl, 1 83
ZnCl, 1 97
HgCl, 0,1 49

(7) Molekulova hmotnost: molekulovd hmotnost enzymu byla méfena za uiti TSK-G

3000SW kolony v O,IM fostatovém pufiu (pH 7,0) obsahujiciho 0,1M Na;SO4 a 0,05 %
NaNj3 jako eluent, a byla stanovena cca 76 000. Molekulové hmotnost podjednotky enzymu

byla uréena z vysledkd elektroforesy s 10 % SDS

2 vW% 2-

-polyakrylamidovym gelem v ptitomnosti
merkaptoethanolu a byla vypodtena z relativni pohyblivosti standardnich
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proteini, Jako vysledek byla stanovena molekulovd hmotnost podjednotky enzymu cca
32000.

(8) Odolnost k organickym rozpoustédlim: do fosfatového pufru (pH 7,0) bylo ptidano
ekvivalentni mnoZstvi ethylacetatu nebo butyl acetatu, kde byl piitomen enzym podle
predloZeného vynélezu a smés byla tfepana pfi 28°C po 30 minut a pak centrifugovana.
Zbytkova aktivita enzymu ve vodné fazi byla méfena za pouZitd ethyl-4-chloracetoacetitu
jako substratu. Vysledkem je zachovani 72 % aktivity po pfidani ethylacetatu a zachovani

85 % aktivity po pfidani butylacetatu.

(Priklad 3: Produkce ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyratu za pouziti enzymu podle
predloZeného vynalezu) |

Ke 100 ml fosfatového pufiu (pH 6,5), bylo pfidano 25 ml obsahujicich 50 jednotek
enzymu podle predlozeného vynalezu, 250 mg ethyl-4-chloracetoacetétu, 1,56 mg NADP, 280
mg glukosy a 60 jednotek glukosodehydrogenasy (vyrobeno Amano Pharmaceutical Co.,Ltd.)
a smés byla 24 hodin promichivana pfib30°C. Po skonCeni reakce byla reakéni kapalina
extrahovana ethylacetatem a extrakt po odstranéni rozpoustédla byl analysovan. Jako vysledek
bylo nalezeno, Ze ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat o optické Cistot& minimalng 99 % byl
produkovan s vyt&zkem 98 %.

Opticka Cistota ethyl (5)-4-chlor-3-hydroxybutyratu byla ovéfena Na HPLC s optickou
isolani kolonou, CHIRACEL OB (vyrobeno Daicel Chemical Industries, Co., Ltd.).
Chromatografie byla provadéna s pouitim smési hexan/isopropanol v poméru 9/1 jako mobilni

féze pfi rychlosti pritoku 0,8 ml/min. detekce se provadéla méfenim absorpce pii 215 nm,

Kvantitativni stanoveni ethyl (8)-4-chlor-3-hydroxybutyratu bylo provedeno plynovou
chromatografii pfi 150°C, s pouZitim sklen&né kolony (ID 3 mm x 1 m) plnéné PEG-20M
Chromosorbem WAW DMCS 10 % 80/100 mesh (vyrobeno GL Science Co., Ldt.), detekce

byla provedena pomoci FID.

(Pfiklad 4: Produkce ethyl (8)-4-brom-3-hydroxybutyratu za pouziti enzymu podle

predloZeného vynalezu)
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Ke 100 ml fosfatového pufiu (PH 6,5), bylo pfidano 2,5 ml obsahujicich 5
purifikovaného  jednotek enzymu podle predloZzeného vynalezu, 25 mg ethyl 4-
bromacetoacetatu, 0,16 mg NADP, 28 mg glukosy a 6 jednotek glukosodehydrogenasy
(vyrobeno Amano Pharmaceutical Co.,Ltd.) a smés byla 24 hodin promichavina pfi 30°C. Po
skonCeni reakce byla reakéni kapalina extrahovana ethylacetatem a extrakt po odstrandni
rozpoustédla byl analyzovan. Jako vysledek bylo shledano, Ze ethyl (S)-4-brom-3-
hydroxybutyrat byl produkovan stejnym zplsobem jako ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat
v ptikladu 2.

(Priklad 5: produkce methyl (S)—4-chlor-3-hydroxybutyratu za poZiti enzymu podle
predloZeného vynalezu) |

K 2,5 ml butylacetatu bylo ptidano 2,5 ml 100 mM fosfitového pufru (pH 6,5) obsahujiciho
5 jednotek enzymu podle predlo¥eného vynalezu, 25 mg methyl-4-chlor acetoacetéty, 0,16 mg
NADP, 28 mg glukosy a 6 jednotek glukosodehydrogenasy (vyrobeno Amano Pharmaceutical
Co.Ltd) a smés byla 24 hodin promichavina pfi 30°C. Po skonéeni reakce byla reakéni
kapalina extrahovana ethylacetitem a extrakt po odstranéni rozpoustédla byl analyzovan, Jako
vysledek bylo nalezeno, Je methyl (S)—4-chlor-3-hydroxybutyrat byl produkovan stejnym
zplsobem jako ethyl (5)-4-chlor-3-hydroxybutyrét v prikladu 2.

(Priklad 6: produkce ethyl (S)-4chlor-3-hydroxybutyratu za pouZiti enzymu podle
predloZeného vynalezu: kontinualni pfidavani substratu)

Ethyl-4-chloracetoacetat v mno¥stvi 3,8 g byl kontinualn& piidavan k 50 ml 100 mM
fosfatového pufru (pH 6,5) obsahujiciho 5 jednotek enzymu podle predloZeného vynalezu, 25
mg methyl-4-chlor acetoacetatu, 1,56 mg NADP, 4,5 mg glukosy a 250 jednotek
glukosodehydrogenasy (vyrobeno Amano Pharmaceutical Co.,Ltd.), 0,24 g NaCl rychlosti 0,23
g za hodinu a smés byla 20 hodin promichavéna pfi 30°C, pfi stalé uprave pH hydroxidem
sodnym. Po skongeni reakce byla reakéni kapalina extrahovana ethylacetitem a extrakt po
odstranéni rozpoustédla byl analyzovan. Jako vysledek bylo nalezeno, e ethyl (S)—4-chlor-3-
hydroxybutyrat, s optickou &istotou 100 % e.e byl ziskan v vytézkem 91 %. Kvantitativni
analysou provadénou méfenim optické Gistoty ethyl (5)-4-chlor-3-hydroxybutyratu bylo
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zjisténo, Ze ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat byl produkovéan stejnym zplsobem jako
v piikladu 2.

(Ptiklad 7: Klonovani genu pro CRD enzym)
(Vytvoteni knihovny chromosomalni DNA)

Chromosomalni DNA byla extrahovana z nakultivovanych bungk Candida magnoliae
IFO 0705 podle metody popsané Herefordem (Cell, 18,1261 (1979)). Ziskana chromosomalni
DNA byla astecné rozlozena Sau3Al a fragmenty DNA o velikosti 23 - 20 kb byly vlozeny
do mista BamH1 fagového vektoru EMBL3 (dodéno Strategene). Vysledny rekombinantni
fagovy vektor byl in vitro ,,zapakovan® s uZitim Gigapack II Gold (dodano Stratagene) a pak
provedena infekce E. coli NM415 timto vektorem, a tak vznikla knihovna chromosomalni
DNA: sloZena z cca 20 000 tsekd DNA.

(Ptiprava synthetické oligonukleotidové sondy)

Purifikovany CRD enzym ziskany podle postupu popsaném v prikladu 1 byl denaturovan
v pfitomnosti 8 M mocoviny a pak natraven lysylpeptidasou z Achromobacter (vyrobeno
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Pofadi aminikyselin vzniklych peptidd bylo stanoveno

Edmanovou metodou.

Na zakladé vysledného pofadi aminokyselin, byly synthetisovany DNA sondy o

nésledujicim sloZeni,

Sonda 1: 5"-GCNCAYACNAARAAYGA-3" (SEQ ID No:3)
Sonda 2: 5"-AAYGTNGARTAYCCNGC-3" (SEQ ID No:4)
Sonda 3: 5-CTRGTYCTRCTRCTRTT-3" (SEQID No:5)

Sondy 1, 2 a 3 byly oznateny *’P za uiti Megalabelu (vyrobeno Takara Shuzo Co.,Ltd.)

a oznaCené sondy byly pouzZity v dalich experimentech.

(Klonovani genu enzymu CRD z knihovny chromosomalni DNA)
Knihovna chromosomalni DNA vytvofenid shora popsanym zplisobem byla

prohleddvand podle plaki fagi obsahujicich gen pro CRD enzym plakovou hybridizagni
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metodou (Science, 196, 180 (1977)) za uZiti *’P znafenjch synthetickych DNA sond. Jako
vysledek byl ziskan jeden positivni plak. Poté byla rekombinantni fagova DNA ziskana
z positivniho plaku natravena dvéma enzymy: EcoR1 a HindIll, vysledni DNA pak byla
analyzovana pomoci metody Southern blotting (J. Mol. Biol,, 98, 53 (1975)). Jako vysledek byl
nalezen fragment DNA cca 1.3 kb vytvofeny Ginkem EcoR1 a HindIII, ktery byl hybridizovan
se shora uvedenymi synthetick)'rmi DNA sondami. Fragment DNA o velikosti cca 1,3 kb byl
insertovan do mista EcoR1-HindIII plasmidu pUC19 (dodan Takara Shuzo Co.,Ltd.) a tak byl
vytvofen rekombinantni plasmid pUC-HE a bylo urCeno, ze obsahuje &ast chromosomalni

DNA nesouci gen pro CRD enzym. Tento plasmid byl pojmenovan jako pUC-HE.

(Ur¢eni pofadi basi)

Cela fada rekombinantnich enzymd, které péisobily na shora uvedeny rekombinantni -
plasmid pUC-HE byla uZita, a ziskané fragmenty byly analyzovany tak, aby vytvofili
restrikéni mapu enzymu. Potom, rizné fragmenty DNA ziskané b&hem analysy byly
insertovany do multi-klonovych mist plasmidu pUC19 s cilem ziskat rekombinantni plasmid.
Za pouZiti té€chto rekombinantnich plasmidd, potadi basi daného vlo¥eného fragmentu bylo
analyzovano za pouZiti systému ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (vyrobeno Perkin Elmer) a ABI 373A DNA Sequencer (vyrobeno Applied
Biosystems). Jako vysledek t&chto postupl byla ziskana cels sekvence basi fragmentu DNA o
velikosti cca 1,3 kb, kde se ogekavalo, Ze je pfitomna gen pro CRD enzym. Obr. 1 ukazuje
takto ziskané pofadi basi. Pofadi aminokyselin vypodtené z pofadi basi &asti strukturalniho
genu je rovn&€Z zobrazeno pod odpovidajicimi sekvencemi basi na obr.1. Pofadi aminokyselin
bylo porovnano s &astenym poradim ziskanym z fragmentl peptid(i purifikovaného enzymu
CRD po Wcinku lysylendopeptidasy. Jako vysledek bylo nalezeno, e &astetné
aminokyselinové sekvence z purifikovaného CRD enzymu byly rovn&Z nalezeny v pofadi
aminokyselin vypo&teném na zaklad& sekvence basi (tyto Casti jsou podtrzené useky poradi
aminokyselin na obr. 1) s vyjimkou nepfitomnosti methioninu na N konci. Piedpoklada se, Ze

methionin na N konci je odstranén modifikacemi po skon&eni proteosynthesy.

(Priklad 8: Konstrukce rekombinantniho plasmidu obsahujictho gen enzymu CRD)
Aby mohl byt CRD enzym tvofen vE. coli byl pfipraven pomoci transformace

rekombinantni plasmid. Nejprve byla pridana dvoutetézcova DNA nesbuci Ndel misto, do
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.....

mniciaéniho kodonu strukturalniho genu pro CRD a rovn&z EcoR1 misto bylo pfidano
bezprostiedn& po terminaci tého¥ kodonu, nasledujicim zptsobem. Jak N konec DNA primeru
nesouciho misto Ndel vneseny do &asti iniciaéniho kodonu strukturélniho genu CRD enzymu
tak, C konec DNA primeru nesouci EcoR1 misto pfidané bezprostfedng po terminaci kodonu

strukturalniho genu, nebyly synthetisovany. Poradi basi t&chto dvou primerd je nasledujici.

N-konec DNA primeru
5'- TAGTCGTTAACCATATGGCTAAGAAGAACTTCTCCAAC-3’
(SEQ ID No: 6)

C-konec DNA primeru
5'- TCTGAGTTAACGAATTCTTAGGGAAGCGTGTAGCCACCGT-3’
(SEQ ID No: 7)

Pouzitim téchto dvou shora uvedenych synthetickych DNA primerd, byla synthetisovani
dvouretézcovi DNA za pouZiti plasmidu pUC-HE, vytvoteného jak uvedeno v piikladu 7, jako
templatu. Vysledny fragment DNA byl natraven Ndel a EcoR1 a vloZen do Ndel a EcoR1
mist vpravo (downstream) od lac promotoru plasmidu pUCNT (W094/03613), a tak byl
vytvoren rekombinantni plasmid pNTS1.

(Priklad 9: Pfiprava rekombinantniho plasmidu obsahujiciho jak gen CRD enzymu, tak gen pro
GDH)

Plasmid pGDA2 (J. Biol.Chem.( 1989),264,6381) byl podroben dvéma enzymim: EcoR1 a
Pstl s cilem ziskat fragment DNA cca 0,9 kb velky, nesouci gen GDH, pochézejici z Bacillus
megaterium. Tento fragment DNA byl insertovan do EcoRI-Pstl ‘mista plasmidu pSL301
(pfipraveno Invitrogen) s cilem konstrukce rekombinantniho plasmidu pSLG. Rekombinantni
plasmid pSLG byl pak podroben digesci dvou enzymi: EcoR1 a Xhol a fragment DNA cca
0,9 kb velky nesouci gen GDH, pochazejici z Bacillus megaterium byl pak isolovan. Tento
DNA fragment byl insertovan do mista EcoR1-Sall (umisténého vpravo“downstream"“od
CRD genu) plasmidu pNTS! konstruovaného v prikladu 8, a tak byl ziskan rekombinantni
plasmid pNTS1G. Metoda konstrukce a struktura PNTS1G jsou ukazany na obr.2.
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(Ptiklad 10: Konstrukce rekombinantniho E, coli)

- E. coli HB101 (dodane Takra Shuzo Co. JLtd.) byl transformovan za pouZiti
rekombmantmho plasmidu pNTS1, ziskaného podle ptikladu 8 a déle za uiti rekombinantniho
plasmidu pNTSI1G, ziskaného podle prikladu 9, tak aby byl ziskan rekombinant E. coli HB
101(pNTS1) a HB101(pNTS1G). Takto ziskané rekombinatni kmeny E. coli HB 101(pNTS1)
a HBI01(pNTS1G) byly uloZeny spolu s Ministerstvem zahrani¢niho obchodu a prumyslu,
Narodnim ustavem pro biovédy a humanni techhologie pod sbirkovymi &isly FERM BP-5834 a
FERM BP-5835 dne 24. unora 1997.

Dale, jak uvedeno v piikladu 9, byl plasmid pGDA2 (J. Biol. Chem.(1989), 264,
6381) podroben digesci dvou enzymii: EcoR1 a Pstl, aby bylo moZné fragment DNA cca 0,9
kb velky, nesouci gen pro GDH z Bacillus megaterium. Tento fragment DNA byl vpraven do
EcoR1-Pst]l mista plasmidu pSTV28 (dodano Takara Shuzo Co., Ltd.) a tak vytvoren
rekombinantni plasmid pSTVG. Kmen E. coli HB 101(pNTSS1), u kterého byla navozena
kompetence metodou s CaCl, byl transformovan s pSTVG, a tak byl ziskan kmen E. coli
HB101 (pNTS1, pSTVG).

(Piklad 11: Exprese enzymu CRD v rekombinantnim E. coli)
(UrCent aktivity enzymu CRD v rekombinantnim E. coli)

Rekombinantni kmen E. coli HB101(pNTS1) ziskany podle piikladu 10 byl kultivovan
v 2 x ZT mediu obsahujicim 50 pg/ml ampicilinu, zahustén a resuspendovan ve 100 mM
fostatovém pufru (pH 6,5), a rozrusen piisobenim ultrazvuku tak, aby byl ziskan bezbun&eny
lysat. Aktivita CRD enzymu v bezbun&éném lysatu byla méfena nasledujicim zptisobem. Jako
substrat byl uzit 1 mM ethyl-4-chloracetoacetit, 0,1 mM NADPH jako koenzym a zkoumany
enzym byly pfidany do 100 mM fosfatového pufru (pH 6,5), jako vysledek reakce bylo méfeno
snizeni absorpce pii 340 nm pfi teplotd 30°C. Za t&chto reak&nich podminek oxidace 1 pmol
NADPH na NADP b&hem 1 minuty byla definovana jako jedna jednotka enzymové aktivity.
Takto méfena aktivita CRD enzymu v bezbun&&ném lysatu predstavovala specifickou aktivitu
a vporovnani s aktivitou transformantd majicich pouze vektorovy plasmid. Také byla
pfipravena bezbun&&n suspense Candida magnoliae IFO 0705, podle pfikladu 1 a enzymova
aktivita CRD enzymu byla porovnana. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 3. Kmen E. coli
HB101 (pNTS1) vykazoval zvySenou aktivitu ve srovnani s kmenem E. coli HB101(pUCNT),
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ktery byl transformovan pouze vektorovym plasmidem, a dale vykazoval 8,5 x vys§i aktivitu

ve srovnani s Candida magnoliae IFO 0705,

Tabulka 3

Oznaceni kmene Specificka aktivita CRD (U/mg)
HB101 (pUCNT) < 0,01

HB101 (pNTS1) 16.0

Candida magnoliae TFO 0705 1,89

(Srovnani sekvenci na N-konci)

Pofadi aminokyselin na N-konci v§ech CRD enzymii purifikovanych z bezbun&énych
extraktl ziskanych shora uvedenymi postupy a z bezbun&éného lysatu Candida magnoliae IFO
0705, bylo urceno na 30 zbytkti Edmanovou metodou. Vysledné potfadi aminokyselin na N-

konci bylo porovnano a bylo zjisténo, Ze je viech pfipadech stejné.

(Priklad 12: Soucasna exprese Enzymu CRD a GDH v rekombinantnim E. coli)

Aktivita GDH v bezbun&ném lysatu ziskaném z rekombinantniho E. coli HB10]
(pNTS1G) a E. coli HB101 (pPNTS1, pSTVG) ziskanych jak uvedeno v piikladu 10, zpiisobem
popsanym v pfikladu 11 byla mé&fena nasledujicim zpGisobem. Jako substrat byla uzita 0,1 M
glukosa, 2 mM NADP jako koenzym, déle byl do reakce pfidan enzym do 1 M Tris — Hel
pufiu’ (pH 8,0) , bylo mé&feno zvySeni absorpce pii 340 nm pfi 25°C. Za t&chto reaké&nich
podminek, redukce 1 umol NADP na NADPH za 1 minutu bylo definovano jako jedna
jednotka enzymové aktivity. Aktivita CRD enzymu byla také méfena, a to zpisobem
uvedenym v piikladu 10. Takto naméfeni aktivita CRD enzymu a aktivita GDH enzymu
v bezbun&&ném lysatu byly vyjadieny jako specifické aktivity a porovnany s aktivitami . coli
HB101 (pNTS1), HB101 (pNTS1, pSTVG) a transformantu HB101 (pUCNT), ktery obsahoval
samotny vektor. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4. E. coli HB101 (pPNTS1), HB101 (pNTS1,
pSTVG) vykazovaly jasné zvy3eni aktivity CRD enzymu a aktivity GDH v porovnani s E. coli
HB101 (pUCNT), ktery byl transformovén jen vektorem.
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Tabulka 4
Jméno kmene Specificka aktivita Specificka aktivita
CRD (U/mg) GDH (U/mg)

HB101 (pUCNT) <0,01 <0,01

HB101 (pNTS1) 16,0 <0,01
HB101 (pNTS1G) 8,03 62,6

HB101 (pNTS1, pSTVG) 13,5 1,6

(Pfiklad 13: Synthesa (S)-4halo-3-hydroxybutyrat esteru z 4-halo-acetoacett esteru za pouZiti
rekombinantniho E. coli s vloZenym genem CRD enzymu)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (pNTS1) ziskany postupem uvedenym v pfikla.du
10, byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho baiikach obsahu
500 ml a kultivovin na tfepatce pti 37°C po 13 hodin. Enzym GDH (dodany Amano
Pharmaceutical Co., Ltd.) v mnoZstvi 1 250 jednotek, dale 5,5 g glukosy a 1,6 mg NADP bylo
pfidano do 50 ml narostlé kultury. Smés byla promichivana pfi 30°C a pH upraveno na 6,5
roztokem NaOH. B&hem michéni byl piidavan ethyl-4-chloracetoacetat v 250 mg davkach
kazdych 15 minut. Timto zplsobem bylo celkem pfidano 5 g ethyl-4-chloracetoacetatu a
reakce probihala 5 hodin. Poté byla reakdni tekutina podrobena extrakci ethylacetitem a
extrakt byl po odstranéni rozpoustédla analyzovan. Bylo zji§téno, Ze vznikly ethyl (S)-4-chlor-

3-hydroxybutyrat ma 100% optickou &istotu a byl ziskan s 90 % vytézkem.

Bylo provedeno kvantitativni stanovent ethyl-4-chlor-3-hydroxybutyratu plynovou
chromatografii s pouZitim sklenéné kolony (ID 3 mm x 1 m) plnéné PEG-20M Chromosorbem
WAW DMCS 10% 80/100 mesh (vyrobeno GL Science Co., Ltd.) pii 150°C a detekce pouzila
FID.

Opticka Cistota ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyratu byla méfena pomoci HPLC
s optickou isolaéni kolonou, CHIRACEL OB (vyrobeno Daicel Chemical Industries, Co.,
Ltd.). Pi chromatografii byla uZita smés hexan/isopropanol v pomé&ru 9/1 jako mobilni faze pfi

pritokové rychlosti 0,8 ml/min. Detekce byla provadéna m&fenim absorpce pti 215 nm.
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(Priklad 14: Synthesa (8)-4-halo-3-hydroxybutyrat esteru z 4-halo-acetoacettu esteru pomoci
rekombinantniho kmene E. coli obsahujiciho enzym CRD a GDH soudasng)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (PNTS1G) ziskany podle ptikladu 10 byl
inokulovan do 100 m! 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho batikich obsahu 500 ml a
kultivovan na tfepatce pfi 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo pfidéno 5,5 g
glukosy, 3,2 mg NADP. Kultura byla promichavana pfi 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. Béhem michani byl ptidavana ethyl-4-chloracetoacetét a reakce probihala
po 5 hodin. Po skoneni reakce, vysledna kapalina byla extrahovan ethylacetatem a extrakt
analyzovan po odstranéni rozpoustédla. Bylo zjidténo, e ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat

s optickou Eistotou 100 % byl produkovan s vyt&zkem 92 %.

Kvantitativni stanoveni méfeni optické &istoty ethyl-4-chlor-3-hydroxybutyratu bylo

provedeno stejhym zplisobem, ktery je uveden v prikladu 13.

(Priklad 15: Synthesa ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyratu z ethyl-4-chloracetoacetit za pouiti
rekombinantniho E. coli obsahujiciho sougasné enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (pNTS1G) vytvoreny jak uvedeno v prikladu 10
byl inokulovan do 100 m! 2 x YT media sterilizovaného v-Sakaguchiho batikich obsahu 500
ml a kultivovan na tiepatce ptfi 37°C po 13 hodin. Do 40 ml vysledné kultury bylo pridano
19,2 g glukosy, 2,5 mg NADP. Kultura byla promichévana pfi 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. Béhem michani byl p¥idavan ethyl-4-chloracetoacetatu v celkovém
mnoZstvi 16,1 g kontinudlnim zplsobem, rychlosti 2g/hod. Reakce probihala po 24 hodin. Po
skonCeni reakce, vysledni kapalina byla extrahovani ethylacetatem a extrakt zbaven pod
vakuem rozpoustédla a koncentrat byl purifikovan chromatografii na kolong s kiemicitanovym
gelem s vytéikem 15,6 g ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyratu. Opticka &istota tohoto ethyl (S)-
4-chlor-3-hydroxybutyratu byla analyzovana pomoci HPLC a byla 100 %. 1H-
NMR(CDC13)d(ppm): 1,33 (3H,t), 2,65 (2H,d), 3,31 (1H,d) 3,60 (2H.d), 4,2 (3H,m); kolona:
Chiracel OB (0,46 x 25 cm) vyrobeno Daicel Chemical Industries, Co., Ltd.; teplota kolony:
0°C, eluent: n-hexan/2-propanol v poméru 9/1; pritokova rychlost: 0,8 ml/min.; detekce: 215
nm; eluce: 19,2 min pro (S), 17,0 minut pro (R).
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(Priklad 16: Synthesa ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrétu z ethyl-4-chloracetoacetatu za
pouZiti rekombinantniho E. coli obsahujiciho soudasné enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (PNTS1G) vytvoreny jak uvedeno v prikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho batikich obsahu 500
ml a kultivovan na tfepatce pii 37°C po 13 hodin. Do 40 ml vysledné kultury bylo ptidano 9,6
g glukosy. Kultura byla promichavana pii 30°C a pH bylo upraveno na 6,5 pomoci 5 M
NaOH. Bé&hem michani byl pfidavan ethyl-4-chloracetoacetdtu v celkovém mnozstvi 8,1 g
kontinualnim zpisobem, rychlosti 2g/hod. Reakce probihala po 24 hodin. Po skon&eni reakce,
vyslednd kapalina byla extrahovani ethylacetitem a extrakt zbaven rozpoustédla a koncentrat
byl analyzovan. Vysledkem byl ethyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat o optické &istot& 100 % ,
s vytézkem 96 %.

(Priklad 17: Synthesa ethyl (8)-4-brom-3-hydroxybutyritu z ethyl-4-bromacetacetatu za pouziti
rekombinantniho E. coli obsahujiciho sougasné enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (pNTS1G) vytvofeny jak uvedeno v prikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho baiikach obsahu 500
ml a kultivovan na tfepatce pii 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo pfidano 1,3
g glukosy, 3,2 mg NADP. Kultura byla promichavana pti 30°C a OH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M Namoh. B&hem michani byl pfidavan ethyl-4-chloracetoacetatu v celkovém
mnozstvi 1 g. Reakce probihala po 18 hodin. Po skon&eni reakce, vyslednd kapalina byla
extrahovana ethylacetdtem a extrakt zbaven pod vakuem rozpoustédla a koncentrat byl
purifikovan chromatografii na koloné& s kiemiCitanovym gelem s vyt&zkem 900 mg ethyl (S)-4-
brom-3-hydroxybutyratu. Opticka &istota tohoto ethyl (S)-4-brom-3-hydroxybutyratu byla
analyzovéna dale popsanym zpiisobem a byla 100 %. Vzorek byl pfeménén na karbaniét a ten
méfen pomoci HPLC. 1H-NMR(CDC13) &(ppm): 1,38 (3H, t), 2,75 (2H, m), 3,28 (1H, ’br),
3,51 (2H, m), 4,18 (3H, q ), 4,25 (1H, m); Kolona Chiracel OJ (0,46 x 25 cm) vyrobeno Daicel
Chemical Industries Co., Ltd.; Teplota kolony: 25°C+ Eluent: n-hexan/2-propanol v poméru
9/1, priitokova rychlost 0,8 ml/min,; detekce: 254 nm; doba eluce 24,2 min pro (S), 27,8 min

pro (R).

(Pfiklad 18: Synthesa ethyl (5)-4-jod-3-hydroxybutyratu z ethyl-4-jodacetacetatu za pouZiti

rekombinantniho E. coli obsahujiciho soutasné enzym CRD a GDH)
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Rekombinantni kmen E. coli HB101 (pNTS1G) vytvofeny jak uvedeno v pfikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho batikich obsahu 500
ml a kultivovéan na tfepaéce pfi 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo piidano 0,5
g glukosy, 3,2 mg NADP. Kuftura byla promichavana pii 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. Béhem michini byl pridivan ethyl-4-jodeacetoacetstu v celkovém
mnoZstvi 0,5 g . Reakce probihala po 72 hodin. Po skon&eni reakce, vysledna kapalina byla
extrahovana ethylacetitem a extrakt zbaven pod vakuem rozpoustédla a koncentrat byl
purifikovan chromatografii na kolong s kiemigitanovym gelem s vyt&zkem 900 mg ethyl (S)-4-
jod-3-hydroxybutyratu. Opticka &istota tohoto ethyl (S)-4-jod-3-hydroxybutyratu byla
analyzovana dale uvedenym zpisobem, byla 91,6 %. TakZe vzorek byl zahiivan spolu Na-
kyanidem v dimethy! sulfoxidu aby se ziskal ethyl-4-kyano-3-hydroxybutyrat, ktery pak byl
zménén na ester kyseliny benzoové pouZitim benzoyl chloridu v pfitomnosti pyridinu. Optiéké.
Cistota benzoyl esteru pak byla mé&fena ‘pomoci HPLC. NMR(CDC13)8(ppm): 1,28 (3H, t),
2,65 (2H, d), 3,31 (3H, m), 4,00 (1H, m), 4,20 (2H, q); Eluent: n-hexan/ethanol v poméru 95/5;
priitokova rychlost: 19,6 minut pro (S), 21,3 minut pro (R).

(Priklad 19: Synthesa methyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyratu z methyl-4-chloracetoacetatu za
pouZiti rekombinantniho E. coli obsahujiciho soudasné& enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (pNTS1G) vytvofeny jak uvedeno v pfikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho batikach obsahu 500
ml a kultivovan na tfepadce pii 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo piidano 7,2
g glukosy, 3,2 mg NADP. Kultura byla promichévana pfi 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. Béhem michani byl pfidavan methyl-4-chloracetoacetatu v celkovém
mnoZstvi 4 g. Rekce probihal po 24 hodin. Po skonéeni reakce, vyslednd kapalina byla
extrahovand ethylacetatem a extrakt zbaven pod vakuem rozpoustédla a koncentrat byl
purifikovan chromatografii na kolon& s kfemicitanovym gelem s vyt&zkem 3,85 g methyl (S)-
4-chlor-3-hydroxybutyratu. Opticka &istota tohoto methyl (S)-4-chlor-3-hydroxybutyratu byla
analyzovana jak popsano dale a byla 100 %. Vzorek byl konvertovan na karbamat pomoci
fenyl isokyanatu v pfitomngsti pyridinu a opticka ¢istota produktu byla méfena na HPLC. 1H-
NMR (CDC13)3(ppm): 2,65 (2H, m), 3,20 (1H, br), 3,63 (2H, m), 3,73 (3H, s), 4,28 (1H, m),
Kolona: Chiralcel OJ (0,46 x 25 cm) vyroben4 Daicel Chemical Industries, Co., Ltd.; teplota
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kolony: 25°C,; eluent: n-hexan/2-propanol vpoméru 8/2; pritokova rychlost: 1ml/min.;

detekce: 254 nm; Eluéni &as: 19,2 minut pro (S), 22,6 minut pro (R).

(Priklad 20: Synthesa ethyl (S)-4-azid-3-hydroxybutyratu z ethyl-4-azidacetacetitu za pouziti
rekombinantniho E. coli obsahujiciho sou&asng enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (PNTS1G) vytvoteny jak uvedeno v piikladu 10
byl inokulovan do 100 m! 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho batikach obsahu 500
ml a kultivovan na tfepadce pti 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo ptidano 3,1
g glukosy a 3,2 mg NADP. Kultura byla promichavana pfi 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. B&hem michani byl pridavéan ethyl-4-azidacetoacetatu v celkovém
mnoZzstvi 2 g kontinualnim zplsobem, rychlosti 2g/hod. Reakce probihala po 72 hodin. Po.
skonCeni reakce, vysledna kapalina byla extrahovana ethy]acetétefn a extrakt zbaven
rozpoustédla a koncentrat byl analyzovan HPLC metodou. Vysledkem byl ethyl (S)-4-azid -3-
hydroxybutyrat o optické &istotd 90 %. 1H-NMR (CDC13)3(ppmy): 1,25 (3H, t), 3,30-3,35
(3H, m), 4,20 (3H,m): kolona: Chiralcel OB (0,46 x 25 cm) vyrobeno Daicel Chemical
Industries, Co., Ltd.:teplota kolonyf 25°C; eluent: n-hexan/2-propanol v poméru 9/1: pritokova

rychlost: 1ml/min.; detekce: 254 nm; eludni &as: 16,2 minut pro (S), 19,6 minut pro (R ).

(Priklad 21: Synthesa ethyl (8)-3,4-dihydroxybutyratu z ethyl 4-hydroyacetacetatu za pouZiti
rekombinantniho E. coli obsahujiciho soudasné enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (PNTS1G) vytvofeny jak uvedeno v piikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho batikich obsahu 500
ml a kultivovén na tfepadce pii 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo ptidano 7,4
g glukosy a 3,2 mg NADP. Kultura byla promichévana pti 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. Béhem michani Byl piidavéan ethyl-4-hydroxyacetoacetatu v celkovém
mnoZstvi 4 g. Reakce probihala po 18 hodin. Po skon&eni reakce, vyslednid kapalina byla
extrahovana ethylacetatem a extrakt zbaven rozpoustédla a koncentrat byl analyzovan HPLC
metodou Vysledkem byl ethyl (5)-3,4-dihydroxybutyrat v mnoZstvi 3,2¢ a optické &istoté 100
%. Analyza probihala nasledujicim zptsobem: vznikly produkt reagoval s Na-kyanidem

v prostiedi ethanolu a pokojové teplot& za vzniku 4-kyano-3-hydroxyethylbutyratu, ktery byl
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dale pfeveden benzoyl chloridem v ptitomnosti pyridinu na pfisluSny ester kys. benzoové.
Opticka Cistota tohoto esteru byla m&fena metodou HPLC. INMR (CDC13)8(ppm): 1,30 (3H,
t), 2,55 (3H, m), 3,18 (1H,br), 3,55 (1H, d), 3,68 (1H,d), 4,15 (1H, s), 4,20 (2H, q): kolona:
Chiralpak AS (0,46 x 25 cm) vyrobeno Daicel Chemical Industries, Co., Ltd.:teplota kolony:
25°C; Eluent: n-hexan/ethanol v pom&ru 95/5: pritokova rychlost: 1ml/min.; detekce: 254 nm;
eluéni as: 19,6 minut pro (S), 21,3 minut pro (R ).

(Priklad 22: Synthesa ethyl -3-hydroxy-2-methylbutyratu redukci z ethyl 2-methyl-3-
oxoacetatu za pouZiti rekombinantniho E. coli obsahujiciho soudasng enzym CRD a GDH)

| Rekombinantni kmen E. coli HB101 (PNTS1G) vytvofeny jak uvedeno v piikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho baiikach obsahu 500
ml a kultivovén na tfepadee pti 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo pfidano .7,5
g glukosy a 3,2 mg NADP. Kultura byla promichavané pfi 30°C a pH bylo upraveno na 6,5
pomoci 5 M NaOH. Béhem michani byl ptidavan ethyl 2-methyl-3-oxoacetatu v celkovém
mnozstvi 4 g , reakce probihala po 18 hodin. Po skon&eni reakce, vyslednd kapalina byla
extrahovana ethylacetitem a extrakt zbaven rozpoustédla a koncentrat byl analyzovan na
kfemicitanové kolons. Vysledkem byl ethyl-3-hydroxy-2-methylbutyrat v mnoZstvi 3,5 go
optické Cistot& 91,6 % e.e. Analysa probihala nasledujicim zplsobem: vzorek reagoval s Na-
kyanidem v demethylsulfoxidu pfi pokojové teploté a vznikly ethyl 4-kyan-3-hydroxybutyrat
byl dale podroben reakci s benzoyl chloridem, v pritomnosti pyridinu za vzniku patfi¢ného
benzoyl esteru. Opticka Gistota této latky m&fena pomoci HPLC. 1H-NMR (CDC13)5(ppm):
1,17 (3H, 1), 1,22-3,35 (2H, 1),1,28 (3H, 1), 2,46 (1H, m), 2,82 (1H, br), 3,90 (1H, m), 4,18 (2,
)2

(Ptiklad 23: Synthesa ethyl-2-chlor-3 -hydroxybutyratu redukci z ethyl 2-chlor-3-oxoacetatu za
pouZiti rekombinantniho E. coli obsahujiciho sougasné enzym CRD a GDH)

Rekombinantni kmen E. coli HB101 (pNTS1G) vytvoreny jak uvedeno v piikladu 10
byl inokulovan do 100 ml 2 x YT media sterilizovaného v Sakaguchiho baiikich obsahu 500
ml a kultivovan na tfepacce pii 37°C po 13 hodin. Do 50 ml vysledné kultury bylo p¥idano 6,5
g glukosy a 3,2 mg NADP. Kultura byla promichévana pfi 30°C a pH bylo upraveno na 6,5

pomoci 5 M NaOH. Béhem michani byl pfidavan ethyl 2-chlor-3-oxoacetétu v celkovém
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mnoZstvi 4 g , reakce probihala po 18 hodin. Po skon&eni reakce, vyslednd kapalina byla
extrahovana ethylacetatem a extrakt zbaven rozpoustédla a koncentrat byl analyzovin na
kemicitanové kolon&. Vysledkem byl ethyl-2-chlor-3-hydroxybutyrat v mnoZstvi 3,8 g 1H-
NMR (CDC13)8(ppm): 1,35 (6H, m), 2,55 (1H, br), 4,15 (1H, d), 4,25 (1H, m), 4,30 (2H, Q).

Pramyslova vyuZitelnost

PouZitim nového CRD enzymu je mo¥no efektivnd vytvaret opticky aktivni alkoholy
jako naptiklad (S)-4-halo-3-hydroxy butyrat ester pouZitelny jako syntheticky meziprodukt
k vyrobe 1ékd.

Pomoci naklonovani gemu nesouciho gen pro CRD enzym a urCenim jeho pofadi basi,
byl ziskan transformant s vysokou u&innosti produkce CRD enzymu. Také byl ziskan

transformant s vysokou hladinou produkce CRD enzymu a zaroveii GDH.

PouZitim shora uvedenych transformantd je moné provadét synthesu opticky aktivniho
alkoholu jako je naptiklad (S)-4-halo-3 -hydroxybutyrat ester z karbonylm}ych slouCenin jako je

napiiklad 4-halo-acetoacetat s vysokou u&innosti,
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SEZNAM SEKVENCI

Informace pro SEQ ID No: 1
Délka sekvence : 283

Typ sekvence. Aminokyseliny
Typ molekuly: peptid
Topologie: linearni

Popis sekvence

Met Ala Lys Asn Phe Ser Asn Val Glu Tyr Pro Ala Pro Pro Pro Ala
1. 5 10 . 15
His Thr Lys Asn Glu Ser Leu Gln Val Leu Asp Leu Phe Lys Leu Asn
20 25 : 30
Gly Lys Val Ala Ser Ile Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ile Gly Tyr Ala
35 _ 40 45
Leu Ala Glu Ala Phe Ala GIn Val Gly Ala Asp Val Ala Ile Trp Tyr
50 55 60
Asn Ser His Asp Ala Thr Gly Lys Ala Glu Ala Leu Ala Lys Lys Tyr
65 70 75 80
Gly Yal Lys Val Lys Ala Tyr Lys Ala Asn Val Ser Ser Ser Asp Ala
85 80 95
Val Lys GIn Thr Ile Glu Gln Gln Ile Lys Asp Phe Gly His Leu Asp
100 105 110
[le Val Val Ala Asn Ala Gly Ile Pro Trp Thr Lys Gly Ala Tyr Ile
115 120 125
Asp Gln Asp Asp Asp Lys His Phe Asp Gln Val Val Asp Val Asp Leu
130 135 140
Lys Gly Val Gly Tyr Val Ala Lys His Ala Gly Arg His Phe Arg Glu
145 150 _ 155 160
Arg Phe Glu Lys Glu Gly Lys Lys Gly Ala Leu Val Phe Thr Ala Ser
165 170 175
Met Ser Gly His Ile Val Asn Val Pro Gln Phe Gln Ala Thr Tyr Asn
- 180 185 190
Ala Ala Lys Ala Gly Val Arg His Phe Ala Lys Ser Leu Ala Yal Glu
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195 200 205

Phe Ala Pro Phe Ala Arg Val Asn Ser Val Ser Pro Gly Tyr Ile Asn
210 - 2195 220
Thr Glu Ile Ser Asp Phe Val Pro Gln Glu Thr Gln Asn Lys Trp Trp
225 230 235 240
Ser Leu Val Pro Leu Gly Arg Gly Gly Glu Thr Ala Glu Leu Val Gly
245 250 255
Ala Tyr Leu Phe Leu Ala Ser Asp Ala Gly Ser Tyr Ala Thr Gly Thr
260 265 270

Asp Ile Ile Val Asp Gly Gly Tyr Thr Leu Pro

275 280

Informace pro SEQ ID No: 2
Délka sekvence : 852

Typ sekvence. Nukleové kyseliny
Podet feté€zct: dvojity

Topologie: linearni

Typ sekvence: genomova DNA
Popis sekvence:

ATGGCTAAGA ACTTCTCCAA CGTCGAGTAC CCCGCCCCGC CTCCGGCCCA CACCAAGAAC 60
GAGTCGCTGC AGGTCCTTGA CCTGTTCAAG CTGAATGGCA AGGTTGCCAG CATCACTGGC 120
TCGTCCAGCG GTATTGGCTA CGCTCTGGCT GAGGCCTTCG CGCAGGTCGG CGCTGACGTC 180
GCCATCTGGT ACAACAGCCA CGACGCTACT GGCAAGGCTG AGGCCCTCGC CAAGAAGTAC 240
GGCGTCAAGG TCAAGGCCTA CAAGGCGAAC GTGAGCAGCT CTGACGCCGT GAAGCAGACG 300
ATCGAGCAGC AGATCAAGGA CTTCGGCCAC CTCGACATTG TCGTGGCGAA CGCCGGCATT 360
CCCTGGACGA AGGGTGCCTA CATCGACCAG GACGACGACA AGCACTTCGA CCAGGTCGTT 420
GACGTCGATC TGAAGGGTGT TGGATACGTC GCGAAGCACG CTGGCCGTCA CTTCCGCGAG 480
CGCTTCGAGA AGGAGGGCAA GAAGGGCGCC CTTGTGTTCA CGGCCTCCAT GTCTGGCCAC 540
ATTGTGAACG TGCCCCAGTT CCAGGCCACG TACAACGCGG CCAAGGCTGG CGTGCGCCAC 600
TTCGCGAAGT CGCTGGCCGT CGAGTTCGCG CCGTTCGCGC GCGTGAACTC TGTGTCGCCG 660
GGCTACATCA ACACGGAGAT CTCGGACTTC GTGCCCCAGG AGACGCAGAA CAAGTGGTGG 720
TCGCTCGTGC CCCTTGGCCG CGGCGGAGAG ACGGCCGAGC TCGTTGGCGC CTACCTGTTC 780
CTTGCATCTG ACGCCGGCTC GTACGCCACT GGTACGGACA TCATTGTTGA CGGTGGCTAC 840
ACGCTTCCCT AA 852

b
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Informace pro SEQ ID No: 3
Délka sekvence : 17

Typ sekvence. nukleotidy

Pocet fetézch: jeden

Topologie: linearni

Typ sekvence: syntheticki DNA
Popis sekvence:

GCNCAACNA ARAAYGA

Informace pro SEQ ID No: 4
Délka sekvence : 17

Typ sekvence. nukleotidy

Podet fetézci: jeden

Topologie: linearni

Typ sekvence: synthetickda DNA
Popis sekvence:
AAYGTNGART AYCCNGC

Informace pro SEQ ID No: 5
Délka sekvence : 17

Typ sekvence. nukleotidy

Pocet fetézcl: jeden

Topologie: linearni

Typ sekvence: synthetickda DNA
Popis sekvence:
CTRGTYCTRC TRCTRTT

Informace pro SEQ ID No: 6

Délka sekvence : 35

Typ sekvence. nukleotidy

Pocet feté€zcu: jeden

Topologie: linearni

Typ sekvence: synthetickd DNA

Popis sekvence:

TAGTCGTTAA CCATATGGCT AAGAACTTCT CCAAC

Informace pro SEQ ID No: 7

Délka sekvence : 40

Typ sekvence. nukleotidy

Pocet fetézcl: jeden

Topologie: linearni

Typ sekvence: syntheticki DNA

Popis sekvence:

TCTGAATTAA CGAATTCTTA GGGAAGCGTG TAGCCACCGT
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PATENTOVE NAROKY

1. Karbonylové reduktasa, vyznadujici se tim, e ma nasledujici fyzikalni a chemické
vlastnosti od (1) do (4):

(1) aktivita:
plsobi na ethyl-4-chloracetoacetst s NADPH jako koenzymem za vzniku ethyl
(5)-4-chlor-3-hydroxybutyratu;

(2) substratova specifita;
vykazuje silnou aktivitu k ethyl 4-chloracetoacetatu, zatimco prakticky viibec
nereaguje s ethyl acetoacetatem;

(3) optimalni pH: 5,5 a7 6,5;

(4) optimalni teplota reakce: 50° a¥ 55°C.

2. Karbonylova reduktasa podle naroku 1, vyznalujici se tim, Ze méa daldi fyzikalni a
chemické vlastnosti (5) az (7):
| (5) teplotni stabilita: je stabilni pti 40°C po dobu 30 minut, je-li pH 7,0;
(6) inhibitor: je inhibovan ionty rtuti a kvercetinem;
(7)) molekulova hmotnost: cca 76 000 uréeno gelovou filtraci a cca 32 000 SDS

polyakrylamidovou elektroforesou.

3. Karbonylova reduktasa, vyznadujici se tim, ¢ ma sekvenci aminokyselin odpovidajici
poradi SEQ ID No:1 v seznamu sekvenci, nebo aminokyselinové pofadi s jednou nebo vice
vynechanymi, substituovanymi, nebo pfidanymi aminokyselinami ve srovnani s SEQ OD
No:1, seznamu sekvenci, nebo &stednou aminokyselinovou sekvenci a majici aktivitu
redukovat ethyl-4-chloracetoacetat asymetricky za vzniku ethyl  (S)-4-chlor-3-
hydroxybutyrat. '

4. Karbonylova reduktasa podle kteréhokoli naroku 1 a2 3, vyznalujici se tim, Ze enzym byl

ziskan z mikroba naleZejictho do rodu Candida.

5. Karbonylova reduktasa podle kteréhokoli naroku 1 a3 3, vyznadujici se tim, Ze enzym byl

ziskdn z Candida magnoliae
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6. Karbonylova reduktasa podle kteréhokoli naroku 1 a¥ 3, vyznadujici se tim, Ze enzym

byl ziskan z Candida magnoliae IFO 0705.
7. DNA kédujici enzym podle kteréhokoli naroku 1 a% 6.

8. DNA podle naroku 7, vyznalujici se tim, Ze DNA m4 sekvenci uvedenou jako SEQ ID

No:2 v seznamu sekvenci.
9. Plasmid nesouci DNA podle naroku 7 nebo 8.
10. Plasmid podle naroku 9, vyznaéujici se tim, e plasmid je pNTS1.
11. Transformanti, jejichz buiiky jsou transformovany plasmidem podle naroku 9 nebo 10.

12. Transformovana butika podle naroku 11, vyznaéujici se tim, %e transformovana buiika je
E. coli.

13. Transformovana buiika podle niroku 11, vyznaujici se tim, %e transformovana buiika je
E. coli HB101 (pNTS1)

14. Zplsob pfipravy (S)-4-halo-3-hydroxybutyrat esteru majiciho obecny vzorec:

OH

R, \/k( COOR;

R,

kde Ry oznatuje atom halogenu, R, oznatuje vodik a Rs oznaCuje substituovany nebo
nesubstituovany alkyl nebo aryl), zpiisob sestavd z krok: vytvofeni 4-haloacetacetitu
pfedstaveného obecnym vzorcem:;

0]

R, \/“\’/ COOR;

R,




15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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pomoci enzymu podle kteréhokoli naroku 1 a% 3 nebo kulturou mikroorganismu majici

schopnost produkce tohoto enzymu nebo vytvéret reakéni produkt.

Zplisob podle naroku 14, vyznalujici se tim, Ze atom halogenu je chlor nebo brom a R; je

alkylova skupina s 1 aZ 4 atomy uhliku.

Zplsob podle naroku 15, vyznadujici se tim, e substratem je methyl-4-chloracetoacetat,

ethyl- 4-chloracetoacetit, methyl-4-bromacetoacetat nebo ethyl-4-bromacetoacetat.

Zplsob podle kteréhokoli niroku 14 az 16, vyznacujici se tim, Ze mikrobem je

mikroorganismus naleZejici do rodu Candida,

Zpisob podle naroku 17, vyznalujici se tim, ¥e¢ mikrobem je mikroorganismus naleZejici

do rodu Candida magnoliae.

Zplsob podle naroku 18, vyznalujici se tim, e mikrobem je mikroorganismus naleXejici
do rodu Candida magnoliae IFO 0705,

Zplisob podle kteréhokoli naroku 14 aZ 16, vyznadujici se tim, e mikroorganismus je

transformovanou buiikou podle kteréhokoli naroku 11 a% 13.

Zplsob piipravy opticky aktivniho 3-hydroxybutyrat esteru predstaveného obecnym

vZorcem.
OH
Rl\)\,/ COOR;

Ry

zplsob sestava z krokd: reakce transformantu, kterym je butika transformovana plasmidem
nesoucim DNA kédujici enzym, ktery ma schopnost asymetricky redukovat 3-oxo-butyrat

ester, majici obecny vzorec:
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0]
Rl\/u\‘/ COOR;

R,
za vzniku opticky aktivniho 3-hydroxybutyrat esteru, majiciho obecny vzorec:

OH

R, \)\( COOR;

R,
s 3-oxo-butyrat esterem, podle obecného vzorce:

0O

R,
a produkovat opticky aktivni 3-hydroxybutyrat ester o obecném vzorci:

OH

RIJ\/ COOR;

R,

22. Zplsob podle naroku 21, vyznadujici se tim, Fe v obecnych vzorcich jsou R; a R, na sobg&
nezavislé halogeny, azidy, benzylaminy, nebo vodik, jeden zR; a R, by mél byt vodik, R
je substituovana nebo nesubstituovan alkyl nebo aryl skupina, nebo v obecnych vzorcich
R1a Ry jsou nezavislé alkylové skupiny, hydroxidové skupiny nebo vodik, jeden zR; a R,

by mél byt vodik a Rs je substituovana nebo nesubstituovana alkyl, nebo aryl skupina.

23. Zpilsob podle naroku 22, vyznadujici se tim, %e v obecném vzorci R; je hydroxylova

skupina, R; je vodik a Rj je ethyl.




24,

25.

26.

27.

28.
29.

30.

31

32.

33.
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Zpisob podle naroku 22, vyznaujici se tim, ¥e v obecném vzorci R; je chlor, R; je vodik

aRsje ethyl..

Zpisob podle kteréhokoli naroku 21 a7 24, vyznaéujici se tim, e transformované buiiky

jsou transformovanymi butikami podle kteréhokoli ndroku 11 a% 13.
Plasmid nesouci DNA podle naroku 7 nebo 8 a DNA kédujici glukosodehydrogenasu.

Plasmid podle naroku 26, vyznadujici se tim, Ze glukosodehydrogenasa byla odvozena

z Bacillus megateri um.
Plasmid podle néroku 27, vyzna&ujici se tim, Ze plasmid je pNTS1G.
Transformant je burika transformovana plasmidem podle kteréhokoli naroku 26 a% 28.

Transformovana butika podle naroku 29, vyznadujici se tim, e transformovanou buiikou

je E. coli.

Transformovana butika podle naroku 30, vyznaéujici se tim, Ze transformovanou bufikou
je E. coli HB101 (pNTSI1G).

Zpisob pripravy opticky aktivniho alkoholu, sestavajici z kroki: feakce transformantu,
kterym je bufika transformovani plasmidem majicim DNA kodujici enzym s aktivitou
asymetricky redukovat slouceniny s karbonylem za vzniku opticky aktivniho alkoholu a
dale DNA kédujici enzym se schopnosti regenerovat koenzym na kterém je aktivita prvého
enzymu zavisla, s karbonylovymi sloudeninami; vytvoreni a ziskani opticky aktivniho
alkoholu.

Zplsob podle naroku 32, vyznaujici se tim, %e enzymem, ktery ma schopnost regenerace

koenzymu je glukosodehydrogenasa.
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35.
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Zplsob podle naroku 32, vyznafujici se tim, ¥e transformované buriky jsou

ransformované buiiky podle kteréhokoli naroku 29 az 31.

Zplsob podle kteréhokoli naroku 32 az 34, vyznacCujici se tiin, ze karbonylovou

slouCeninou je 3-oxo-butyrat ester podle obecného vzorce:

L

R,

a vysledny opticky aktivni alkohol je opticky aktivni 3-hydroxybutyrat ester majici obecny

VZOrec:

OH
Rl\)\/ COOR3;
R,

Zptsob podle naroku 35, vyzna&ujici se tim, %e podle obecného vzorce jsou Rj a Ry na
sob¢ nezévislé halogeny, azidy, benzylaminy, nebo vodik, jeden z R; a Ry by mél byt
vodik, Rs je substituovani nebo nesubstituovani alkyl nebo aryl skupina, nebo
v obecnych vzorcich Ry a Ry jsou nezavislé alkylové skupiny, hydroxidové skupiny nebo
vodik, jeden z R; a R, by mél byt vodik a R; je substituovana nebo nesubstituovana alkyl,

nebo aryl skupina.

Zplsob podle naroku 36, vyznadujici se tim, Ze R, je chlor, R, je vodik a Rs je ethyl.
Transformant, kterym je buiika transformovana jako prvy plasmid, ktery ma sekvenci
DNA podle naroku 7 nebo 8 a jako druhy plasmid, ktery ma DNA kédujici glukosodehy-

drogenasu.

Transformovana butika podle ndroku 38, vyznadujici se tim, Ze jako prvy plasmid je

pNTS1 a glukosodehydrogenasa je odvozena z Bacillus megaterium.
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Transformovana butika podle naroku 38 nebo 39, vyznalujici se tim, Ze

transformovanou buiikou je E. coli.

Zpisob piipravy opticky aktivniho alkoholu sestivajici z krokd, reakce transformantu,
kterym je bufika transformovana jako prvy plasmid, ktery ma sekvenci DNA kodujici
enzym s aktivitou asymetricky redukovat karbonylové slouteniny za vzniku opticky
aktivniho alkoholu a jako druhy plasmid, ktery ma DNA kodujict enzym se schopnosti
regenerovat koenzym na kterém je prvy enzym zavisly, pdsobeni na karbonylovou

slou€eninu; vytvafeni a ziskavani opticky aktivniho alkoholu.

Zpisob podle naroku 41, vyznalujici se tim, Ye enzym se schopnosti regenerace

koenzymu je glukosodehydrogenasa.

Zpiisob podle naroku 41, vyznadujici se tim, %e kde transformované buriky jsou buiiky

transformované podle kteréhokoli naroku 38 aZ 40,

Zpusob podle kteréhokoli naroku 41 az 43, vyznalujici se tim, Ze karbonylovou

slougeninou je 3-oxo-butyrat ester predstaveny obecnym vzorcem:

0]

RI\)J\/ COOR3

R,

a vysledny opticky aktivni alkohol je opticky aktivni 3-hydroxy-butyrat ester podle

obecného vzorce:

OH

RIJ\’/ COOR3

R;
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Zplisob podle naroku 44, vyznaéujici se tim, e v obecném vzorci jsou Ry a R; na sob&
nezavislé halogeny, azidy, benzylaminy, nebo vodik, jeden z Ry a R, by mél byt vodik, Rj
je substituovani nebo nesubstituovana alkyl nebo aryl skupina, nebo v obecnych
vzorcich Ry a Ry jsou nezavislé alkylové skupiny, hydroxidové skupiny nebo vodik,
jeden z Ry a Ry by mé] byt vodik a Rs je substituovana nebo nesubstituovani alkyl, nebo

aryl skupina.

Zpiisob podle naroku 45, vyznadujici se tim, %e v obecném vzorci R, je chlor, R; je

vodik a Rs je ethyl.
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Obr. 1

59
AAGCTTGGGGAACCGACGTCCCCGCCCTCGTACATGCAGTGCATACAGCATTGCCCAAA

119
CCCCACATTGTGCCCCCACCCCCCCGCGGATTCCGTAACTATATAAAGGCCGCCAGTGCC

179
GACTATGGACCATCATCCCGAAATCACCAAGAACTAACAATGGCTAAGAACTTCTCCAAC
MetAlalysAsnPheSerAsp

239
GTCGAGTACCCCGCCCCGCCTCCGGCCCACACCAAGAACGAGTCGCTGCAGGTCCTTGAC
ValGluTerroAlaProProProAlaHisThrLysAsnGluSerLeuGanalLeuAap
299
CTGTTCAAGCTGAATGGCAAGGTTGCCAGCATCACTGGCTCGTCCAGCGGTATTGGCTAC
LeuPheLy§LeuAsnGlyLysValAlaSerIleThrGlySerSerSerGlyIleGlyTyr
359
GCTCTGGCTGAGGCCTTCGCGCAGGTCGGCGCTGACGTCGCCATCTGGTACAACAGCCAC
AlaLeuAlaGluAlaPheAlaGanalGlyAlaAspValAlaIleTrpTyrAsnSerHis
| 419
GACGCTACTGGCAAGGCTGAGGCCCTCGCCAAGAAGTACGGCGTCAAGGTCAAGGCCTAC
AspAlaThrGlyLysAlaGluAlaLeuAlaLvvasTYIGlyVale;ValLysAlaTyr
’ 479
AAGGCGAACGTGAGCAGCTCTGACGCCGTGAAGCAGACGATCGAGCAGCAGAmCAAGGAC
LysAlaAsnValSerSerSerAspAlaValLysGlnThrIleGluGlnGlnIleLysm_E
539
TTCGGCCACCTCGACATTGTCGTGGCGAACGCCGGCATTCCCTGGACGAAGGGTGCCTAC
PheGlyHlsLeuAsQlleVa1ValAlaAsnAlaGlvIleProTrpTh;LysGlyAlaTyr
599
ATCGACCAGGACGACGACAAGCACTTCGACCAGGTCGTTGACGTCGATCTGAAGGGTGTT
IleAsg‘lnAsDAspAspgx_HlsPheAspGanalValAspValAspLeuLysGlyVal
659
GGATACGTCGCGAAGCACGCTGGCCGTCACTTCCGCGAGCGCTTCGAGAAGGAGGGCAAG
GlyTeralAlaLysHlsAlaGlyAIngsPheArgGluArgPheGluLysGluGlyLys




Obr.A- jokre.

719
AAGGGCGCCCTTGTGTTCACGGCCTCCATGTCTGGCCACATTGTGAACGTGCCCCAGTTC

LysGlyAlaLeuValPheThrAlaSerMetSerGlyHisIleValAanalProGlnPhe
| | | 779
CAGGCCACGTACAACGCGGCCAAGGCTGGCGTGCGCCACTTCGCGAAGTCGCTGGCCGTC
GlnAlaThrTyrAsnAlaAlaLysAlaGlyValArgHisPheAlaLysSerLeuAlaVal
| B | . 839
GAGTTCGCGCCGTTCGCGCGCGTGAACTCTGTGTCGCCGGGCTACATCAACACGGAGATC
GluPheAlaProPheAlaAqualAsnSerValSerProGlnyrIleAsnThrGluIle
899
TCGGACTTCGTGCCCCAGGAGACGCAGAACAAGTGGTGGTCGCTCGTGCCCCTTGGCCGC'
§§£AspPheValProGlnGluThrGlnAsnLysTrpTrpSerLeuValProLeuGlyArg
959
GGCGGAGAGACGGCCGAGCTCGTTGGCGCCTACCTGTTCCTTGCATCTGACGCCGGCTCG
GlyGlyGluThrAlaGluLéuValGlyAlaTereuPheLeuAlaSerAspAlaGlySer

1019
TACGCCACTGGTACGGACATCATTGTTGACGGTGGCTACACGCTTCCCTAAGCGGCGTGC

TyrAlaThrGlyThrAsleeIleValAspGlyGlyTerhrLeuPro***

: 1079
CGAAAACATAGAGCTATCTATATAACCATAATGATGCGCATATTATGATCTACTACTTTG

1139
ACTTCGATCGGAACTTAGGAACGATAAGGGTGGAATGCGTGAAAGCGTGCATGCTGCAGA

1199
GCGGTGTAATCGGCAGGGCTGTAGGGTGCCTGAGGCGGCGGGCCAGCAGTGCATGTAACC

: 1259
GGAGCTGAAGCGGAGGCACACATTGCGATGCAGCGAAGCACGGCCGCCAGAACTCTTTGA

1310
GAACAAGCGCGGCCCTCGACTATGCAGCGGCAACAAGCGAATTC
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