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Biologicky zptsob vyroby kyseliny 7-aminocefalosporanove,
7-ACA, pfi némz se 1) v pfisludném Zivném prostfedi p&stuje
kmen Penicillium chrysogenum, produkujici isopenicillin N

a do Zivného prosttedi se pFidiva jako substrét adipat, a to
kyselina adipovd, jeji soli nebo jeji estery, asimilovatelné a
vyuZitelné pouZitym kmenem Penicillium chrysogenum za
vzniku kyseliny adipoyl-6-aminopenicilanové, adipoyl-6-
APA, 2) expresi odpovidajiciho genu in situ se uskute&ni
nésledujici pfemény: a) expanze kruhu adipoyl-6-APA in situ
za vzniku kyseliny adipoyl-7-
aminodesacetoxycefalosporanové, adipoyl-7-ADCA
plsobenim enzymu expandézy tak, Ze se pouZity kmen

P. chrysogenum transformuje kédovou DNA pro enzym
expandéazu, pro niZ je substratem adipoyl-6-APA, pfi¢emZ u
adipoyl-6-APA, produkované uvedenym kmenem dojde in situ
k expanzi kruhu a ke vzniku adipoyl-7-ADCA, b) 3-methylovy
postranni fetézec adipoyl-7-ADCA se hydroxyluje in situ za
vzniku kyseliny adipoyl-7-aminodeacetylcefalosporanové,
adipoyl-7-ADAC, pisobenim hydroxylézy tak, Ze se pouZity
kmen P. chrysogenum transformuje kédovou DNA pro enzym

hydroxylézu, pro niZ je substritem adipoyl-7-ADCA, pti¢em2
u adipoyl-7-ADCA, produkované timto kmenem, dojde

k hydroxylaci in situ a ke vzniku adipoyl-7-ADAC a ¢)
adipoyl-7-ADAC se in situ acetyluje za vzniku kyseliny
adipoyl-7-aminocefalosporanové, adipoyl-7-ACA plisobenim
enzymu acetyltransferazy, pfi¢emZ uvedeny kmen

P. chrysogenum byl pfedb&Zné transformovan kédovou DNA
pro enzym acetyltransferdzu, schopny pisobit na adipoyl-7-
ADAC jako na substrat, v disledku této exprese dochazi

k acetylaci adipoyl-7-ADAC, produkované timto kmenem, in
situ za vzniku adipoyl-7-ACA a 3) takto ziskana adipoyl-7-
ACA se uvede do styku s adipoylamidazou k odstran&ni
adipoylového postranniho fetézce a vytvofeni 7-ACA, ktera se
izoluje.
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Biologicky zpiisob vyroby kyseliny 7-aminocefalosporanové

Oblast techni

Vynélez se tyka biologické zplisobu vyroby kyseliny 7-aminocefalosporanové péstovanim trans-
formovaného kmene Penicillium chrysogenum a vektoru pro expresi pfislusné rekombinantni
DNA.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dobé€ je znama jiz ¢tvrta generace cefalosporinovych antibiotik, kterd maji nesmirny
lécebny vyznam. Velké mnozstvi riznych postrannich fetézci v béZn€ pouzivanych
a dodavanych cefalosporinech a velka hospodaiska duleZitost téchto antibiotik podnécuje snahy
dosahnout hospodarnéjsich a G¢innéjsich postupti pro vyrobu kli¢ovych meziprodukti, z nichz je
potom mozno snadno vyrobit rizné druhy cefalosporini.

Jednim z téchto kli¢ovych meziprodukti je kyselina 7-aminocefalosporinovéa, 7-ACA, kterou je
moZno vyjadfit nasledujicim vzorcem

H, N——fs
o/}_N CH

COQE

V soucasné dobé se 7-ACA vyrabi z cefalosporinu C. Cefalosporin C je fermentaéni produkt,
ktery je vychozi latkou pro téméf vSechny bézné dodavané cefalosporiny. AvSak syntetické
postupy pro vyrobu téchto riznych dodavanych cefalosporinii ve vétSin€ pripadli vychazeji
zkyseliny 7-aminocefalosporanové, kterou je nejprve nutno zcefalosporinu C pripravit
odstépenim 7-aminoadipoylového postranniho fetdzce. Typické bézné dodavané cefalosporiny,
které jsou takto synteticky odvozeny od 7-ACA a které tedy maji 3—acetyloxymethylenovy
postranni fetézec, jsou napfiklad cefotaxim, cefaloglycin, cefalotin a cefapirin.

DalSim z kliCovych meziproduktii je kyselina 7-aminodeacetylcefalosporanova, 7-ADAC, kterou
je mozno vyjadfit nasledujicim vzorcem

BN

g

CH,OH
COOH

V soucasné dobé je tato latka rovnéz vyrabéna z cefalosporinu C odstranénim 7-D-alfa—amino-
adipoylového postranniho fetézce se souasnou pfeménou 3-acetyloxymethylenového
postranniho fet€zce na 3-hydroxymethyl. 7-ADAC je uzite¢nym meziproduktem pro vyrobu
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téch cefalosporinovych derivati, které obsahuji modifikované substituenty na uhlikovém atomu
v poloze 3.

V souasné dob€ je pii oditépeni 7-aminoadipoylového postranniho fetézce metodou volby
chemicky postup. Pfi zdkladnim iminohalogenidovém postupu je nutno chranit aminoskupinu
a karboxylovou skupinu na 7-aminoadipoylovém postrannim fetézci, b&Zné se k tomuto icelu
pouzivéa né€kolik postupii. Chemické $té€peni, v soudasné dob& uzivané, viak ma n&kolik vaznych
nevyhod. Jde o mnohastupiiovy a sloZity postup, pfi némzZ je nutno pouzivat velmi nizké teploty,
nakladna reak¢ni Cinidla, pfi¢emz vznikd podstatné mnoZstvi vedlejSich produkti, které je nutno
déle zpracovat a mimoto je nutno nedisty vychozi material pfed chemickym zpracovanim &istit.
V dusledku téchto nevyhod jsou stile vyvijeny snahy navrhnout mikrobiologicky nebo
fermentaCni postup, jimZ by bylo moZno dosahnout enzymatické deacylace cefalosporinu C tak,
aby bylo moZno ziskat kyselinu 7-aminocefalosporanovou hospodarn&jsim zpisobem nez
soucasnymi chemickymi postupy.

Uvedené snahy nalézt Gsp&Sny mikrobiologicky postup byly vSak dosud do znaéné miry
vynakladiany marné. Predpokladalo se, Ze bude moZno takovy postup uskute¢nit vzhledem ke
stereochemii aminoadipoylového postranniho fetézce v molekule cefalosporinuC a také
vzhledem k tomu, Ze penicillin byl Gsp&$n& deacylovan enzymatickym $t€penim pfi pouZiti
enzymu penicillin acylazy, ktera je produkovana celou fadou mikroorganismii. Zpravy
o ispéSnosti enzymatické deacylace cefalosporin C v jednom stupni jsou na druhé strang
v literatufe asto nereprodukovatelné nebo poskytuji jen malé vytézky.

Vynilez se tedy zvIast€ tyka vyfeSeni ukolu, jak pFipravit kli€ovy meziprodukt 7-ACA a zvlaste,
jak je pfipravit biologickym postupem, tak, aby bylo moZno hospodarnéji vyrobit bézné
cefalosporiny.

Jak jiz bylo uvedeno, byly az dosud snahy navrhnout biologicky postup pro vyrobu 7-ACA
z vét3i Casti bezvysledné, zvlasté pokud jde o vyrobu této latky ve velkém méfitku. PrestoZe
napiiklad je moZné pfipravit kyselinu 6-aminopenicillanovou, 6-APA, pfimou fermentaci a/nebo
enzymatickym zpracovanim penicillinu G, takZe zbyva pouze expandovat kruh, aby bylo moZno
ptipravit 7-ADCA, bylo prokazano, Ze nanestésti enzymy Cephalosporium nebo Streptomyces,
Jimiz se provadi za obvyklych metabolickych podminek v téchto mikroorganismech expanze
kruhu, nezpracovéavaji 6—APA jako substrat. Tyto enzymy, které se v oboru oznauji jako
DAOCS nebo také jako expandazy, jsou definovany jako enzymy, které katalyzuji expanzi
penamového kruhu, to znamen4, struktury, ktera se nachazi v molekulach penicillinového typu az
k cef-3—emovym kruhim, které se vyskytuji v cefalosporinu. V prib&hu pfihlasky budou
uvedené enzymy souhrnné oznalovény jako expandazy.

Substrat, ktery je expandazami zpracovavan, je penicillin N, z néjz po expanzi kruhu a po hydro-
xylaci vznika kyselina deacetylcefalosporanova, DAC. Je pouze zapotfebi odstépit (D)-alfa-
aminoadipoylovy postranni fetézec, aby bylo moZno ziskat 7-ADAC, avSak praveé tento postranni
fetézec je nesmimé odolny k enzymatickému $tdpeni, takZe je moZno doséhnout pouze
nepfijatelné nizkych vyt&zki.

Pfi postupu, ktery je podle vynélezu navrhovén, je moZno dosdhnout G¢inného biologického
postupu, pfi némz je produkovéna penicillinova slou¢enina s adipoylovym postrannim fetézcem
ve vysokém mnoZstvi pomoci nového fermentaéniho postupu, pfiCemz tato penicillinova
slouenina je souCasné pfijatelnym substratem pro enzym expandazu, ktery je in situ produkovan
timtéz mikroorganismem, ktery produkuje penicillinovou slougeninu vzhledem k tomu, Ze byl
transformovan tak, aby u n&j dochazelo k expresi této expandazy. Produkovana expandaze pak
expanduje kruh penicillinové slouceniny za vzniku cefalosporinové slouceniny ve vysokych
vytéZzcich.
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Adipoyl-7-ADCA, produkované pusobenim enzymu expanddzy in situ ma 3-methylovy
postranni fetézec, zatimco 7-ACA, kterd je vyslednym produktem, ma 3-acetyloxymethylovy
(-CH,0C(O)CHs;) postranni fet€zec. Aby bylo mozno prevést 3—methylovy postranni fetézec na
3-acetyloxymethylovy postranni fetézec, dochdzi podle vynalezu také in situ k expresi dvou
dalSich enzymi mimo expandéazu. Jde o hydroxylazu a o acetyltransferazu, oba tyto enzymy jsou
vytvafeny na zikladé exprese genii, jimiz byl mikroorganismus, produkujici penicillinovou
slouceninu také transformovin. Enzym hydroxylaza ptevadi 3—ethylovy postranni fetézec
v adipoyl-7-ADCA na 3-hydroxymethylovy fetézec a enzym acetyltransferaza prevadi
3-hydroxymethylovy postranni fet€zec na 3—acetyloxymethylovy postranni fetézec 7-ACA.

Je velmi dulezité, Ze v poslednim kritickém stupni zpisobu podle vynalezu je postranni fetézec
ptivodni penicillinové slouCeniny, nyni cefalosporinové sloudeniny odstranitelny dal$im
enzymatickym systémem v neofekavané vysokém vytéZku. Piekvapujicim vysledkem tohoto
biologického postupu je tedy ptiprava 7-ACA v neotekavané vysokém vytézku a s dostatenou
hospodarnosti tak, aby tento postup mohl byt pouzit jako alternativni postup k soucasné
pouzivanému chemickému a biochemickému zpracovani.

Novy biologicky postup podle vynalezu je tedy jedine&nym a piekvapivé G¢innym postupem pro
vyrobu 7-ACA a je velmi hospodarnou alternativou sougasnych chemickych postupti. Usp&snost
tohoto postupu je velmi piekvapujici vzhledem ktomu, Ze aZz dosud byly vSechny snahy
navrhnout takovy biologicky postup opakované netispésné. Napfiklad v evropském patentovém
spisu EP-A-0 422 790 se popisuje DNA, ktera je kdem pro izopenicillin N:acyl-CoA-acyl-
transferazu z Aspergillus nidulans, popisuje se rovnéz pouziti tohoto enzymu pro pfipravu
cefalosporinu z plisni, produkujicich penicillin, tento postup az dosud nebyl popsan. Tento
postup je viak popisovan jako poruseni nebo pfesun genu pro acyltransferazu spolu s pfidanim
genl, které jsou kédem pro enzymy epimerazu a expandazu zorganismii, produkujicich
cefalosporin. Pfi praktickém provedeni postupu viak nedo$lo v dostate¢ném stupni ani
k transformaci, ani k expresi. Mimoto i v ptipadg, ze by byla transformace Gsp&3n, byla by stle
jesté nedostatend pro UCely vyndlezu vzhledem k tomu, Zze by stale pfetrvaval problém, jak
odstranit D-alfa—aminoadipoylovy postranni fetézec. Tento nedostate€ny pokus pro ziskani
dostate¢nych vysledki pfi vyrobé meziproduktii pro vyrobu béznych cefalosporini z kultur hub,
produkujicich penicillin je v kontrastu s vysledky, kterych je mozno dosdhnout pii pouZiti
zplsobu podle vynalezu.

Prvnim enzymatickym biologickym postupem pfi provadéni zpiisobu podle vynalezu je expanze
kruhu adipoyl-6-APA, ktera je provadéna enzymem expandazou, kterd je produktem exprese
genu pro expandazu, jimZ byl transformovan nerekombinantni hostitel P. chrysogenum. PouZziti
enzymu expandazy bylo jiz doporu€ovano v literatufe. Napfiklad v publikaci Cantwell a dalsi,
Curr Genet, 1990, 17:213-221, se doporucuje biologicky postup pro vyrobu 7-ADCA expanzi
kruhu penicillinu V s naslednou enzymatickou hydrolyzou vysledného deacetoxycefalosporinu
V za vzniku 7-ADCA. Uvedeny navrh je zalozen na dostupnosti klonovaného genu pro
expandazu penicillinu N (cefE) ze S. clavuligerus podle publikaci Kovacevic a dalsi,
J. Bacteriol., 1989, 171:754 — 70 a Ingolia a dalsi, US 5 070 020. Avsak vzhledem k tomu, Ze
expandédza pisobi na penicillin N, to znamenad na sviij pfirodni substrat, aviak nikoliv
a penicillin V, je jesté zapotiebi genetického postupu k ziskani modifikovaného genu pro
expandézu, schopnou zpiisobit expanzi kruhu penicillinu V. Této pozadované modifikace nebylo
podle publikace Cantwell a dalSich dosazeno a autorim se pouze podafila transformace
Penicillium chrysogenum pfi pouziti genu cef E ze Streptomyces clavuligenus a dosazeni nizké
urovné exprese enzymu expandazy.

Expandazy byly velmi podrobné v oboru studovany, a to jak vzhledem ke své u¢innosti, tak
pokud jde o geneticky fetézec. Naptiklad podle US patentovych spisu €. 4 510 246 a 4 536 476
(Wolfe), byly oddélen¢ izolovany enzymy cyklaza, epimeraza a enzymy pro expanzi kruhu
z bezbunécného extraktu prokaryotickych organismi, produkujicich beta—laktamové slouceniny
véetné Streptomyces clavuligerus za ziskani stabilnich enzymatickych reakénich Cinidel.
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V US patentovém spisu €. 5082 772, jemuz odpovidd EP-A 366 354 (Dotzlaf) se popisuje
izolovany a {iStény enzym expandéza z S. clavuligerus, jehoZ vlastnosti jsou pln& popsany véetné
terminalniho zbytku a sloZeni aminokyselin, pfi¢emZ se uvadi molekulovd hmotnost priblizng
34 600. To je v3ak v kontrastu s molekulovou hmotnosti 29 000, kterad je pro tenty% enzym
uvadéna v US 4 536 476. EP-A- 233 715 popisuje izolaci a restrik&ni mapu endonukleaz pro gen
pro expandazu, ziskany ze S. clavuligerus, popisuje se rovnéz exprese kédové DNA pro
rekombinantni expanddzu za dosaZeni (i€inné expanddzy u kmene S. clavuligerus, ktery nema
schopnost produkovat cefalosporin. V US 5 070 020, jemuz odpovida EP-A 341 892 (Ingolia
a dalsi) 'se popisuje fetézec kédové DNA pro enzym expandazu, ziskany ze S. clavuligerus
a soucasné se popisuje také transformace kmene P. chrysogenum p¥i pouZiti vektoru pro expresi
s obsahem uvedeného fetézce DNA a dosaZeni exprese enzymu expandazy. Uvadi se, Ze ziskany
enzym je pouZitelny pro expanzi substratd, odlinych od penicillinu N, neuvadi se viak zadny
konkrétni vysledek pokusu o takovou expanzi.

Svrchu uvedené snahy se soustfedily na enzym expandazu, odvozeny od prokaryotického
organismu S. clavuligerus. K expresi enzymu, ktery ma zfejm& stejnou G&innost na expanzi
kruhu, dochazi také u kmeni eukaryotického organismu Cephalosporium acremonium,
organismus se také oznaCuje jako Acremonium chrysogenum. K expresi expandazy u t&chto
kment v3ak dochazi na zakladé pfitomnosti bifunk&niho genu, cefEF, ktery soudasné zajist'uje
expresi hydroxylazy DACS, jejiz pfirozenou funkci je pfeména kyseliny desacetoxy-
cefalospéranové, DAOC, produktu enzymu expanddzy, na deacetylcefalosporin C, DAC.
Vysledkem uvedené exprese je jediny, aviak bifunk&ni enzym, ktery plisobi soudasn& jako
expanddza i jako hydroxylaza. Byly vyvijeny snahy oddélit od sebe GZinnosti téchto dvou
produktii uvedeného genu, av3ak tyto snahy aZ dosud nebyly Gsp&3né. Naptiklad v EP-A 281 391
se popisuje izolace a identifikace fetézce genu pro expandazu DAOCS a DACS, ziskaného z C.
acremonium ATCC 11550 spolu s odpovidajicim fetézcem aminokyselin tohoto enzymu. Do3lo

'k transformaci kmene Penicillium a k expresi uvedenych enzymii, aviak nikdy nebyl uveden

usp&3ny vysledek pokusu o pfeménu penicillinti G a V na odpovidajici cefalosporin. Mimoto pies
mys3lenku, Ze by genetickou technikou bylo moZno od sebe oddélit genetickou informaci, ktera je
kédem pro DAOCS od kédové informace, pro DACS a pak dosahnout odd&lené exprese téchto
enzymi nikdy nebyl uvedeno skute€ny pritkaz takového rozdéleni.

Enzym DAOCS/DACS, to znamena expanddza a hydroxylaza z C. acremonium byl rovnéZ
v oboru dikladné prostudovan, a to pokud jde o jeho uginnost, jeho vlastnosti i jeho geneticky
fetézec. Napiiklad podle US patentovych spisii &. 4 178 210, 4 248 966 a 4 307 192 (Demain)
byly rizné vychozi latky typu penicillinu zpracovavany bezbun&nym extraktem C. acremonium,
¢imZz doSlo kepimeraci a kexpanzi kruhu za vzniku cefalosporinového antibiotika jako
vysledného produktu. V US 3 753 881 (Wu—Kuang Yeh) se popisuje enzym z C. acremonium,
pokud jde o jeho izoelektricky bod, molekulovou hmotnost, zbytky aminokyselin, pomér
ucinnosti hydroxylazy k u¢innosti expandazy a také peptidové fragmenty téchto enzymi.

Enzym acetyltransferaza z C. acremonium byl rovn&z podrobné popséan, pokud jde o jeho
G¢innost, vlastnosti, mapu s pouZitim restrikénich enzymu a fetézce nukleotidi a aminokyselin,
vysledky byly uvedeny naptiklad v EP-A 437 378 a EP-A 450 758.

Svrchu uvedeny dosavadni stav techniky se zabyvad pouze jednim hlediskem vynilezu, to
znamena transformaci kmene P. chrysogenum pfi pouZiti genii pro expresi enzymu expandazy
nebo enzymu expandazy/hydroxylazy, popisuje se také pokus pro dosaZeni exprese t&chto
enzymil. V dosavadnim stavu techniky se viak popisuje pouze pouZiti enzymi, jejichZ exprese
bylo dosaZeno, k expanzi kruhu v p¥ipadé€ penicillinu N, aviak nikoliv v pfipadé penicillini G
a'V. Aviak i v popsaném p¥ipadé ma penicillin N v poloze 7 postranni fetézec, ktery neni mozno
odstépit enzymatickym zpiisobem tak, aby v této poloze zbyvala volna aminoskupina. Vynalez je
v3ak zaloZen na pfekvapujicim zjisténi, Ze adipoylovy postranni fetézec miZze byt pfi pouziti
kmene P. chrysogenum G€inné navazan, Ze je moZno pouZit enzym expandazu, jehoZ exprese se
dosahuje in situ k expanzi kruhu v ziskané sloudeniné za vzniku adipoyl-7-ADCA, Ze enzymy
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hydroxylaza a acetyltransferaza, jejichz exprese se rovnéz dosahuje in situ, je mozno vyuZzit
k ziskani 3—acetoxymethylového postranniho fetézce 7-ACA pfi pouziti adipoyl-7-ADCA jako
substritu a Ze je pak mozno uginné odstepit adipoylovy postranni fetézec piisobenim dalSiho
enzymu za vzniku 7-ACA. I kdyz tedy je moZno v dosavadnim, stavu techniky nalézt riizné
izolované fragmenty poznatk, které jsou zikladem zpusobu podle vynalezu, az dosud nebylo
nikdy navrhovéno, Ze by tyto poznatky bylo moZno spojit k dosaZeni neoCekavanych vysledki,
kterych je zpiisobem podle vynalezu mozno doséhnout.

Napiiklad vyroba kyseliny 6-adipoylpenicillanové je znama napiiklad z publikace Ballio A.
a dalsi, Nature, 1960, L85, 97— 99. Enzymaticka expanze kyseliny 6-adipoylpenicillanové,
avsak pouze in vitro je rovnéz znima napfiklad z publikace Baldwin a dalsi, Tetrahedron, 1987,
43, 3009 — 3014 a EP-A 268 343. Kone¢né enzymatické od$tépeni adipoylového postranniho
fetézce je rovnéZ znamo napiiklad z publikace Matsuda a dalsi, J. Bact., 1987, 169, 5815 — 5820.

Adipoylovy postranni fetézec ma nasledujici strukturu: COOH—(CH,),—~CO-, existuji jest€¢ dva
dal3i strukturn€ pfibuzné postranni fetézce, a to glutarylovy retézec se strukturou COOH—(CH,);—
CO-a

(D)-alfa—aminoadipoylovy fetézec se strukturou COOH-CH(NH),(CH,)s—

—CO-. Enzymatické odsté€peni glutarylového postranniho fetézce je znamo a bylo popsano
napfiklad v publikaci Shibuya a daldi, Agric. Biol. Chem., 1981, 45, 1561 - 1567
aUS 3 960 662, dile Matsuda a Komatsu, J. Bact., 1985, 163, 1222 — 1228, Matsuda a dalsi,
J. Byct., 1987, 169, 5815-5820, japonsky patentovy spis 53-086084 (1978 — Banyu
Pharmaceutical Co. Ltd.) a japonsky patentovy spis 52—-128293 (1977 — Banyu Pharmaceutical
Co. Ltd.). Také EP-A 453 048 popisuje zplsob pro zlep3eni u¢innosti odstépeni adipoylového
fetézce pfi pouZiti enzymu gluotarylacyldzy, produkované Pseudomonas SY-77-1. Pfi nahradé
riiznych aminokyselin v urditych polohach v alfa—podjednotce, bylo mozno dosahnout 3x az 5x
vy$3i rychlosti odstépeni adipoylové skupiny z adipoylserinu. Je nutno uvést, ze v EP-A 453 048
se zjevné popisuje acylaza se zlepSenou uéinnosti k adipoylovym postrannim fetézciim, v Zadném
pfipadé se nepopisuje chemicky ani biologicky postup, obdobny zpisobu podle vynalezu,
predevsim takovy, jimz by bylo moZno vytvofit adipoylcefalosporin.

V piipadé, ze je pritomen (D)-alfa—aminoadipoylovy postranni fetézec, je znamo nejprve
enzymaticky odstépit aminoskupinu a zkratit tento postranni fetézec oxiddzou (D)-aminokyselin,
takZe zbyva glutarylovy postranni fetézec GL-7 a tento fetézec se pak odstrani dal$im enzymem
glutarylacylazou. Takovy postup o dvou stupnich je popsin v Matsuda, US 3 960 662,
EP-A 275 901, japonsky patentovy spis 61-218057 (1988 — Komatsu, Asahi Chemical Industry
Co.), WO 90/12110 (1990 — Wong, Biopure, Corp. a EP-A 436355, Isogai a dalsi,
Bio/Technology, 1991, 9, 188 - 191.

Je také znamo uskute€nit v jednom stupni odstépeni (D)-alfa~aminoadipoylového postranniho
fetézce, zvlasté pii pouziti rekombinantni techniky. Tento postup je popsan naptiklad
v nasledujicich publikacich:

Odstépeni (D)-alfa—aminoadipoylového fetézce v jednom stupni:

—  Jap. 53-94093 (Meiji, Pseudomonas sp. BN-188),

—  ap. 52-143289 (= US 4 141 790, Meiji, Aspergillus sp.),

— US 4774 179 (Asji 1988, Pseudomonas sp. SE-83 a SE—495), = Jap. 61-21097 a Jap. 61—
152286,

—  Fr. pat. 2 241 557 (Aries 1975, Bacillus cereus var. fluorescens),

— Jap. 52-082791 (Toyo Jozo 1977, Bacillus megaterium NRRL B 5385),

—  EP-A 321 849 (Hoechst, Pseudomonas, Bacillus subtilis, gamma—glutamyltranspeptidaza),

—  EP-A 322 032, EP-A 405 846 a US 5 104 800 (Merck, Bacillus megaterium),
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- EP-A 283 218 a US 4 981 789 (Merck, Arthrobacter viscosus), Rekombinantni postup
v jednom stupni: Ceph C - 7-ACA:

- Jap. 60-110292 (Asahi 1985, Comamonas, rekombinantni kmen E. coli s genem
z Comamonas sp. SY-77-1, pfemé&na v jednom stupni),

-~ Jap. 61-152-286 (Asahi 1986, Pseudomonas, rekombinantni kmen E. coli s genem
z Pseudomonas sp. SE83, jsou popsdny genetické fetézce, postup v jednom stupni jiz byl
uveden v US 4 774 179),

- Jap. 63-74488 (Asahi 1988, Trigonopsis variabilis, Comamonas, rekombinantni E. coli,
exprese oxiddzy D—aminokyseliny a acylazy GL-7—-ACA jako genetické konstrukce),

- EP-A-475 652 (Fujisawa, acylaza cefalosporinu C a jeji vyroba rekombinantni technologi).

V oboru jsou rovnéZz popsany rizné zpisoby pro vyrobu 7-ADAC, napfiklad v publikacich
US 3304 236 a 3 972 774 (Eli Lilly a Co.), EP-A 454 478 (Shionogi a Co., Ltd.) a ve zveiejnéné
Jjaponské patentové prihlaSce €. 04 53 499 (Shionogi a Co., Ltd.).

Odkaz na sou¢asné projednavanou patentovou piihlasku

V této souvislosti je zapotfebi upozornit na soucasné projednivanou US patentovou piihlasku
¢.07/933469, podanou 28. srpna 1992, vniz se popisuje biologicky postup pro vyrobu
17-ADCA, spotivajici v expresi enzymu expandazy v transformovaném P. chrysogenum a cely
biologicky postup pro vyrobu 7-ADAC a 7-ACA, tak jak je popsin v pfedmétné pfihlasce.
Av3ak biologicky postup v pfedmétné piihlasce spoliva jesté v dalSich transformacich pro
expresi dalSich enzymii tak, Ze je nakonec dosaZeno zcela odli¥ného rekombinantniho

metabolického postupu, vedouciho k odlidnym vyslednym produktim, znichz 2idny neni
v uvedené piihlasce popsén.

Aby bylo mozno zajistit lep$i porozuméni zplisobu podle vynalezu v souvislosti se svrchu
popsanymi postupy, které byly uvedeny ve znamém stavu techniky, jsou dale uvedeny riizné
stupné metabolickych postupi, které mohou vést k ziskani adipoyl-6-APA, adipoyl-7-ADCA,
adipoyl-7-ACA a 7-ACA, popsany jsou také meziprodukty a enzymy, jimiZ je moZno
transformace uskutecCnit.

Kyselina L-alfa—aminoadipova +
L—cystein + L—valin
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Podstata vynalezu

Podstatu vynélezu tvofi biologicky zpiisob vyroby kyseliny 7-aminocefalosporinové, 7-ACA,
ktery spotiva v tom, Ze se

1) vpfislusném Zivném prostiedi péstuje kmen Penicillium chrysogenum, produkujici
izopenicillin N a do Zivného prostfedi se pfidava jako substrat adipat, a to kyselina adipova, jeji
soli nebo jeji estery, asimilovatelné a vyuZitelné pouZitym kmenem Penicillium chrysogenum za
vzniku kyseliny adipoyl-6—aminopenicilanové, adipoyl-6-APA,

2) expresi odpovidajiciho genu in situ se uskutedni nasledujici pfemény:

a) expanze kruhu adipoyl-6-APA in situ za vzniku kyseliny adipoyl-7-aminodesacetoxy-
cefalosporanové, adipoyl-7-ADCA piisobenim enzymu expandézy tak, Ze se pouZity kmen
P., chrysogenum, transformuje kédovou DNA pro enzym expandazu, pro niZz je substratem
adipoyl-6—-APA, pfi¢emz u adipoyl-6—-APA, produkované uvedenym kmenem dojde in situ
k expanzi kruhu a ke vzniku adipoyl-7-ADCA,

b) 3-methylovy postranni fetézec adipoyl-7-ADCA se hydroxyluje in situ za vzniku kyseliny
adipoyl-7-aminodeacetylcefalosporinové, adipoyl-7-ADAC, pisobenim hydroxylazy tak,
Ze se pouzity kmen P. chrysogenum transformuje kédovou DNA pro enzym hydroxylazu,
pro niZ je substratem adipoyl-7-ADCA, pfi¢emZ u adipoyl-7-ADCA, produkované timto
kmenem, dojde k hydroxylaci in situ a ke vzniku adipoyl-7-ADAC

c) adipoyl-7-ADAC se in situ acetyluje za vzniku kyseliny adipoyl-7-aminocefalosporanové,
adipoyl-7-ACA pilsobenim enzymu acetyltransferizy, pfi¢emz uvedeny kmen P.
chrysogenum byl pfedb&Zné transformovan kédovou DNA pro enzym acetyltransferazu,
schopny piisobit na adipoyl-7-ADAC jako na substrat, v dasledku této exprese dochazi

k acetylaci adipoyl-7-ADAC, produkované timto kmenem, in situ za vzniku adipoyl-7—
ACAa

3) adipoyl-7-ACA se uvede do styku s adipoylamiddzou za odstranéni adipoylového
postranniho fetézce za vzniku 7-ACA, ktera se izoluje.

Jednotlivé pojmy, tak, jak byly svrchu pouZity, maji nasledujici vyznam:

»1-ACA® je kyselina 3-/(acetoyloxy)methyl/~7-amino—8—oxo—5-thia—1-azabicyklo/4.2.0/okt—
2-en—2-karboxylova,

»adipoyl-6-APA* je kyselina /2S—(2alfa, 5alfa, 6beta)/-3,3—dimethyl-7—oxo—6—/(hexan—1,6—
diyol)amino/~4—thia-1-azabicyklo/3.2.0/heptan—2-karboxylova,

»adipoyl-7-ADCA*“ je kyseliny 3-methyl-7-/(hexan-1, 6—d10yl)ammo/—3—methyl—8—oxo—5—
thia—1-azabicyklo/4.2.0/okt—2—-en-2—karboxylova a

»adipoyl-7-ADAC* je kyselina 3-hydroxymethyl-7—/(hexan—~1,6—dioyl)amino/-3—methyl-8—
oxo—5-thia—1-azabicyklo/4.2.0/0kr—2—-en—2-karboxylova.

Vynalez se zvlasté tykd novych biologickych postupi pro pfipravu kyseliny 7-amino-
cefalosporinové, 7-ACA, tak jak byly svrchu uvedeny, vtéchto postupech se jako adipat
s vyhodou uZije disodna sil kyseliny adipové a DNA, ktera obsahuje kodovy fetézec pro enzymy
expandazu, hydroxylazu a acetyltransferdzu se ve v3ech tfech pfipadech odvodi od Cephalo-
sporium acremonium, fetézec pro adipoylacylazu je odvozen od rodu Pseudomonas.

Pti provadéni zplsobu podle vynalezu se vyuzivaji vektory pro expresi, které obsahuji kédovou
rekombinantni DNA pro enzymy expandazy, hydroxyldzu a acetyltransferazu, odvozené od
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Cephalosporium acremonium a promotory, které ¥idi expresi genii pro tyto enzymy, vektor
obsahuje plazmidy pPEN/CEPH-1, pPENCACT a pTS-38, jak bude dale vysvétleno.

Pfi pouZiti t€chto vektori se ziskaji hostitelské buiiky Penicillium chrysogenum, transformované
vektory pro expresi rekombinantni DNA pro enzymy expanddzu, hydroxylazu a acetyltrans-
ferazu, odvozené od Cephalosporium acremonium a promotor, fidici expresi této DNA
s obsahem promotoru genu IPNS Penicillium chrysogenum. Pro vynalez je zvIa§té mozno vyuZit
hostitelskych bun&k Penicillium chrysogenum, transformovanych vektorem pro expresi
rekombinantni DNA s obsahem plazmidi pPEN/CEPH-1, pPenCACT a pTS-8, jak bude dale
popsano.

Popsén bude také zplisob péstovani rekombinantnich hostitelskych bungk Penicillium chrysoge-
num za podminek, vhodnych pro expresi genu, pfiCemZ uvedené rekombinantni hostitelské
buitky obsahuji vektory pro expanzi rekombinantni hostitelské buiiky obsahuji vektory pro
expresi rekombinantni DNA, které obsahuji kddovou DNA pro enzymy expandazu, hydroxylazu
a acetyltransferdzu, odvozené od Cephalosporium acremonium a promotor, fidici expresi této
koédové DNA pro uvedené enzymy s obsahem promotoru genu IPNS Penicillium chrysogenum.
Postup se zvlast¢ tyka zpiisobu péstovani rekombinantnich hostitelskych bunék Penicillium
chrysogenum za podminek, vhodnych pro expresi genu, pficemZ rekombinantni hostitelské
butiky obsahuji vektory pro expresy rekombinantni DNA s obsahem plazmidi pPEN/CEPH-1,
pPenCACT a pTS-38, jak bude dile popséno.

Podrobnéjsi popis vyhodnych provedeni
V jednom z vyhodnych provedeni se vynalez tykd nového biologického postupu pro vyrobu

kyseliny 7-aminocefalosporinové 7-ACA, jde o kli¢ovy produkt pro vyrobu bé&znych
syntetickych cefalosporinii a je mozno jej vyjadfit pomoci nasledujiciho strukturniho vzorce:

Hy N;/}—_-N(S

CH,
COQH

Kromé cefalosporinového jadra je vyznaénou vlastnosti 7-ACA jeji 7-aminoskupina a jeji
3—acetyloxymethylova skupina, asto uvadéna jako 3-acetoxymethylova skupina. 7—amino-
skupina je skupina, kterou je mozno ptevést na velky pocet riznych dalSich postrannich fetézci
a tvofi proto zaklad pro vyrobu dalsich cefalosporini.

3-acetyloxymethylova skupina se rovnéZz asto prevadi na jiny postranni fetézec za vzniku
béznych cefalosporini.

7-ACA jako vysledny produkt a adipoyl-7-ACA jako meziprodukt zplisobu podle vynalezu je

mozno uvést do kontrastu s cefalosporinem C, jinym kli€ovym meziproduktem pfi vyrobé
cefalosporinu, ktery je moZno vyjadfit nasledujicim strukturnim vzorcem

-13 -




10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 288979 Bé6

0
(py N)\/\/C';—H N—
HOOC iy I o
0 CH,OCCH,
COOH

V pripadé tohoto meziproduktu neni 7—(D)-alfa—amino-adipoylovy postranni fetézec vhodny pro
dal3i syntetické manipulace a musi byt od$tépen za vzniku poZadované a pfijatelné 7-amino-
skupiny. Nanestésti je odstranéni uvedeného fetézce velmi obtizné, a to jak chemickym, tak
biochemickym zpiisobem.

Vysvétleni zkratek

V prib&hu popisu, zvIaSté pfi popisu vyhodnych provedeni jsou pouZity n&které zkratky, které
maji nasledujici vyznam:

7-ACA kyselina 7-aminocefalosporinova

7-ADAC kyselina aminodeacetylcefalosporinova
7-ADCA kyselina 7-aminodesacetoxycefalosporanova
6—-APA kyselina 6-aminopenicillanova

DAOC kyselina desacetoxycefalosporinova

DAOCS DAOC-syntetiza

DAC deacetylcefalosporin C

DACS DAC syntetiza

IPNS izopenicillin N syntetaza

Tris tris/hydroxymethyl/aminomethan

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

DEPC diethylpyrokarbonat

TE pufr tris/EDTA

SSC chlorid sodny a citrat sodny ve smési jako pufr
SDS dodecylsiran sodny

PEG polyethylenglykol.

Kultura Penicillium chrysogenum

V prvnim stupni zpisobu podle vynalezu se udrZuje v Zivném prostiedi, schopném udrZet jeho
rist kmen Penicillium chrysogenum, produkujici izopenicillin N, pfi¢emz se k Zivnému prostiedi
pfidavé adipét, tvofeny kyselinou adipovou, jejimi solemi a jejimi estery v jakékoliv smési, tyto
latky jsou kmenem Penicillium chrysogenum asimilovany a vyuZivany za vzniku adipoyl-6—
APA. Adipat je mozno k Zivnému prostfedi pfidavat po jeho naockovani P. chrysogenum, aviak
s vyhodou je tento material v Zivném prostfedi jiZ pfitomen v okamZiku olkovani.

I jiné rody nez Penicillium, napfiklad Aspergillus nidulans, a také jiné organismy zrodu
Penicillium kromé ¢eledi chrysogenum produkuji izopenicilin N. Av3ak historicky byly zndimym
zpusobem pro Slechténi kmenl vyvinuty kmeny s nejvétdi produkci izopenicilinu N pravé
z Celedi chrysogenum. Z tohoto praktického ditvodu je vynalez spojovan s kmenem Penicillium
chrysogenum, pfestoze jeho pouZitelnost v pfipadé jinych eledi je zfejma. Jakykoliv jiz uloZzeny
kmen Penicillium chrysogenum nebo jakykoliv jiny vefejn& dostupny zdroj takového kmene je
vhodnym vychozim materidlem k provadéni zpiisobu podle vynalezu.

Zivné prostiedi, schopné udrovat rist kmene Penicillium chrysogenum, produkujiciho
izopenicilin N je bézného typu, tak jak jsou tato prostfedi v oboru znama. Je naptiklad mozno
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pouZzit aerobni submerzni fermentace a zivné prostiedi vybrat zfady dostupnych vhodnych
prostiedi. Typicka prostfedi obsahuji zdroje uhliku, jako jsou sachar6za, glukdza a skrob, zdroje
dusiku, naptiklad sojovou mouku nebo drt,, olej z bavlnikovych semen, araSidovou mouku, riizné
aminokyseliny, jejich smé&si a peptony. Pozadavky na produkci jsou zejména vysoky vytézek
a snadnost izolace a vyhodnym prostfedim pro toto pouZiti miZe proto byt napiiklad melasa jako
zdroj uhliku a sojova mouka a aminokyseliny, jako zdroje dusiku.

K Zivnému prostfedi se také bézné p¥idavaji anorganické Zivné soli, jde o soli, které dodavaji ve
forme ionti nasledujici slozky: sodik, draslik, amonny ion, vapnik, fosfat, sulfat, chlorid, bromid,
dusi¢nan, uhliCitan, Zelezité a Zeleznaté ionty, hoi¢ik, mangan a podobné. Pro rist, vyvoj
a metabolismus Penicillium chrysogenum jsou obvykle podstatné také stopové prvky, které je
rovnéz mozno pfimo pridavat do zivného prostiedi, pokud jiZ nejsou pfitomny jako znegist€niny
jinych slozek zivného prostiedi.

Kmeny Penicillium chrysogenum mohou byt péstovany v zafizeni s malym objemem, naptiklad
v tfepacich lahvich s objemem 1 litr tam, kde je zapotfebi ziskat pouze mald mnoZstvi adipoyl-7—
ACA a popfipadé 7-ACA. V piipadé, Ze je Zadouci ziskat vétsi mnozstvi adipoyl-7-ACA, je
viak nutno pouZzit fermenta¢ni tanky pro fermentaci ve vét3im méfitku, obvykle pfi submerzni
aerobni fermentaci.

Pro pfipravu adipoyl-7-ACA ve velkém méfitku se spory Penicillium chrysogenum udrzuji na
Sikmém agaru. Tyto spory ze Sikmého agaru se pak pouZziji k naotkovani vegetativniho zivného
prostiedi s malym objemem. Vegetativni prostfedi se inkubuje za vzniku intensivné rostouci
Cerstvé kultury mikroorganismu. Tato kultura ve vegetativni riistové fazi se pak uzije pro
naoCkovani velkého mnoZstvi Zivného prostfedi ve fermentadni produkéni fazi. V nékterych
pfipadech muze byt zadouci zaloZit je§t¢ dalsi vegetativni kulturu jako otkovaci materidl pro
fermentacni prostfedi. Takovy druhy stupefi vegetativniho Zivného prostfedi se b&zné uziva
v ptipadé, Ze objem fermentaCniho prostiedi je podstatné vétsi nez objem prvniho vegetativniho
prostiedi. Postupuje se tedy tak, Ze se spory mikroorganismu nejprve péstuji v malém objemu
vegetativniho prostfedi za ziskani o¢kovaciho materialu pro vétsi objem vegetativniho prostfedi.
V tomto vegetativnim prostfedi s vét$im objemem je pak moZno dosdhnout dostate¢né
koncentrace mikroorganismu k rychlému zahdjeni fermentace ve velkém méfitku ve
fermentaénim tanku. Vegetativni prostiedi mize mit stejné slozeni jako fermenta¢ni prostredi

nebo mize obsahovat jesté€ dalsi slozky k podpofe riistu a vyvoje mikroorganismu v malém
méfitku.

Kmeny Penicillium chrysogenum, uZivané k provadéni zplsobu podle vynilezu se nejucinnéji
péstuji pfi teplotach v rozmezi 20 az 30 °C, optimalnich vytéZkt je mozno dosahnout pfi teploté
22 a7 28 a zvlasté 25 °C.

K maximélni produkci adipoyl-7-ACA dochézi pfi péstovani kmene Penicillium chrysogenum
v tanku s velkym objemem po dobu 10 az 30, s vyhodou 15 az 25 dnl. Av3ak pfi pé€stovani
v zafizeni s menSim objemem, napiiklad v tfepacich lahvich sobjemem 250ml je rust
mikroorganismu rychlej$i a organismus produkuje adipoyl-7-ACA v krat$i dobé, napiiklad
v rozmezi 4 az 15 dnu, ¢asto 5 az 7 dnd.

V piipad€, Ze kone&na hodnota pH pfi fermentaci v tanku ve velkém méfitku dosahne 8,0 nebo
jest€ vy33i hodnoty, mliZe byt nepfiznivé ovlivnén vytézek adipoyl-7-ACA. V takovém pfipadé
je Zadouci v pribéhu fermentace sledovat pH Zivného prostiedi. V pfipadé, Ze se ukaze, ze pH
dosdhne uvedenych hodnot pfed dosaZenim maximélni produkce adipoyl-7-ACA, je nutno
hodnotu pH upravit pfidanim vhodné kyseliny nebo pufru do fermentaé¢niho prostiedi.

Produkci adipoyl-7-ACA je mozno sledovat tak, Ze se vzorky fermentatniho prostiedi
chromatografuji.
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Tak jak tomu je vétSin€ p¥ipadi aerobni fermentace, nechava se Zivnym prostfedim prochazet
sterilni vzduch pro dosaZeni Qinn&j$iho riistu kmene Penicillium chrysogenum a zvy$ené
produkce adipoyl-7-ACA. Objem vzduchu, ktery prochdzi Zivnym prostiedim je obvykle
alespoii 2,0 objemu vzduchu za minutu na jeden objem Zivného prostfedi. ZvySeni rychlosti
priichodu vzduchu viak miZe mit &asto p¥iznivy vliv na rychlost produkce adipoyl-7-ACA.

Kmen Penicillium chrysogenum bude typicky produkovat kromé& adipoyl-7-ACA fadu
vedlejsich produktd a metabolitl. Vzhledem k tomu, Ze nékteré z téchto slougenin jsou labilni,
v kyselém prosttedi, je Zadouci pfi izolaci adipoyl-7-ACA z fermenta&niho prostiedi postupovat
tak, Ze se na celé fermentalni prostfedi pisobi po kratkou dobu kyselym pH tak, aby doslo
krozkladu alespoii nékterych soudasn& produkovanych negistot. Fermentani produkt,
adipoyl-7-ACA se pak ze zfiltrovaného takto zpracovaného fermenta¢niho prostredi oddéli
a popiipadg je tuto latku moZno oddélit od dalSich slozek fermenta&niho prostfedi chromatografii
na iontoméniCové pryskyfici a v pfipadé potfeby je mozno produkt dale &istit pfed naslednym
enzymatickym odSté€penim adipoylového postranniho fetézce. Dé&leni chromatografii na
iontoménici je moZno uskutelnit také a% po od$tépeni postranniho fetdzce. Jednim z hlavnich
vedlejsich produktti, které pisobi potiZe pii izolaci, je adipoyl-6—APA, tento vedleji produkt je
moZno chemicky nebo enzymaticky rozloZit tak, aby oddélovani bylo snadn&j3i. Na zaatku je
mozno filtrat fermentacniho prostfedi predbéZné &istit, coz miize zahrnovat po&atedni extrakci
organickym rozpoustédlem, nemisitelnym svodou, jako je n-butanol nebo amylacetat
k odstran€ni necistot. Extrahované Zivné prostiedi je pak moZno déle &istit predb&Znou
chromatografii na aktivovaném uhli.

Ptidavani adipétu

V dobé, kdy je fermentalni kultura Penicillium chrysogenum pfipravena, to znameni pred
naotkovanim se s vyhodou k ostatnim slozkdm fermentaniho Zivného prostfedi pfida jako
substrat adipat: Adipat je pfipadné moZno pfiddvat také urditou dobu po naokovani -
fermenta¢niho prostfedi, naptiklad 1, 2 a/nebo 3 dny po naotkovani. Adipat je definovéan jako
jedna nebo vét3i pocet slozek ze skupiny kyselina adipova nebo soli nebo estery kyseliny
adipové, které mohou byt asimilovdny a vyuzivany péstovanym kmenem Penicillium
chrysogenum za ziskani adipoyl-6-APA. Kyselinu adipovou, jeji soli a jeji estery je mozno
pouzit jednotlivé nebo v jakékoliv kombinaci. Vyhodna je disodna siil, aviak pouZit je mono
také draselnou siil a smésné soli se sodikem. PouZitelny je methylester uvedené kyseliny, aviak
ethylester je ve vod€ nerozpustny. Sl kyseliny adipové nebo jeji ester musi byt takovy, aby mohl
byt kmenem Penicillium chrysogenum asimilovan a vyuZivan k produkci adipoyl-6—-APA. Je
moZno pouzit kyselinu adipovou jako takovou, piesto Ze je ve vod& nerozpustna, v pfipadg, Ze se
za vhodnych podminek pH vytvafi asimilovatelna sil.

Vhodné enzymy expandéza a/nebo hydroxylaza

Kmen Penicillium chrysogenum, ktery byl péstovan a ktery je schopen zpracovéavat svrchu
uvedeny adipat tak, aby byl ziskan produkt adipoyl-6-APA, miZe byt také takovy kmen, ktery
byl transformovin pomoci kédovou DNA pro enzymy expandizu a hydroxyldzu tak, Ze
v dusledku této exprese dochazi k expanzi kruhu v ziskaném produktu adipoyl-6—APA in situ za
vzniku adipoyl-7-ADCA a soucasné& také dochazi k pfeméné 3-methylového postranniho fetézce
na 3-hydroxymethylovy fetézec.

Adipoyl-6-APA se tvofi nitrobuné&n& pfi fermentaci Penicillium chrysogenum, p&stovaného
v pfitomnosti adipatu. Pfi této fermentaci dochazi u transformovaného kmene Penicillium
chrysogenum in situ také k expresi kodové DNA pro enzymy expandazu a hydroxylazu a tyto
enzymy zpracovavaji adipoyl-6—APA jako substrat, takZe dochazi k expanzi kruhu za vzniku
adipoyl-7-ADAC a tento produkt je pak hydroxylovan na adipoyl-7-ADAC, to znameni na
kyselinu adipoyl-7-aminodeacetylcefalosporanovou.
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Novy biologicky zplisob podle vynalezu v sobé zahrnuje také preménu kmene Penicillium
chrysogenum svrchu uvedeného typu transformaci s pouzitim jakékoliv kédové DNA pro
enzymy expanddzu a hydroxylazu, v dusledku této exprese dochazi in situ k expanzi kruhu
v adipoyl-6—APA za vzniku adipoyl-7-ADCA a pak v disledku hydroxylace dochazi ke vzniku
adipoyl-7-ADAC. To znamena, Ze pii expresi DNA, kterd se uzije k transformaci pouZzitého
kmenu Penicillium chrysogenum musi dochézet ke tvorbé enzymii, které nejen maji i¢innost
enzymu expandazy, tak jak jiz byla popsana ve znimém stavu techniky, to znamena schopnost
expanze kruhu izopenicilinu N na DAOC, nybrZ také schopnost expandovat kruh adipoyl-6—

APA za vzniku adipoyl-7-ADCA. Kromé toho musi byt enzym hydroxylaza, ktery se tvofi

v disledku exprese DNA, pouzité k transformaci schopny zpusobit hydroxylaci adipoyl-7—
ADCA na pozadovanou adipoyl-7-ADAC.

Pokud jde o zajiSt€ni uCinnosti enzymu expandazy a hydroxylazy, je mozno v ramci zpilisobu
podle vynalezu pouzit dvou riiznych provedeni. V jednom z téchto provedeni, ktery je vyhodnym
provedenim, je mozno zajistit funkce enzymi expandazy a hydroxylazy pomoci jediného,
v podstaté bifunkénitho genu kmene Cephalosporium acremonium, kterym se transformuje
P. chrysogenum. Tento gen, v disledku jehoZ exprese dochazi spole¢né k tvorbé expandazy
a hydroxylazy bude dale oznagovan jako gen pro expandazu/hydroxylazu podle svého produktu,
kterym jsou enzymy expandaza a hydroxylaza. V piipadé transformace P. chrysogenum pfi
pouziti kédové DNA z C. acremonium pro enzymy expandazu a hydroxylazu bude v typickych
piipadech exprese uvedené DNA fizena jedinym promotorem, coZ je ukazatelem toho, Ze
pfitomen je pouze jeden gen.

V dal$im moZném provedeni, které je rovnéz vhodnym provedenim, dochézi k transformaci
P. chrysogenum jako hostitelského kmenu pii pouziti kédové DNA pro enzymy expandazu
a hydroxylazu ve formé dvou odli$nych geni na rozdil od provedeni, kdy je pro oba enzymy
pouzit jediny gen. Je nutno uvést, Ze oddélené gen pro enzymy expandazu a hydroxylazu je
moZno nalézt v prokaryotickych mikroorganismech, naptiklad u S. clavuligerus a nikoliv
v eukaryotickych mikroorganismech, jako je C. acremonium, kde je pfitomen jediny gen pro oba
enzymy, jak jiz bylo uvedeno svrchu.

Retézec enzymu hydroxylazy z prokaryotickych organismii a ptislusné kédové nukleotidy byly
popsany v publikaci Kovacevic a dalsi, J. Bacteriol., 173(1), 398 — 400, 1991 a EP-A 465 189,
popsany jsou také zpisoby a prostfedky pro izolaci téchto enzymi. Jak je v oboru dostate€né
znamo, je na zaklade fetézce pro hydroxylazu moZno syntetizovat laboratornim zpiisobem nebo
na automatickych syntetizatorech DNA celou kédovou DNA pro enzym hydroxylazu. Tuto DNA
nebo obdobné fetézce, které jsou kddovymi fetézci pro stejny fetézec aminokyselin hydroxylazy
nebo pro fragmenty nebo derivaty tohoto fetézce s odpovidajici hydroxyldzovou u¢innosti je
mozno pouzit jako zaklad pro pfipravu riiznych vektorli pro klonovani a pro expresi po
kombinaci s promotorem a s dal$imi Fidicimi fetézci, celou konstrukci je pak mozno pouZzit
k transformaci P. chrysogenum jako hostitelského organismu, v némz pak dochazi k expresi genu
pro hydroxylazu, s jehoz pomoci je tedy moZno uskuteénit zpisob podle vynalezu. Je také mozno
postupovat tak, Ze se DNA uzije jako sonda pro sériové vySetfeni knihovny genomu urcitého
kmene, ktery potencidlng obsahuje pouzitelny enzym hydroxyldzu a timto zpilisobem se
identifikuje na zakladé hybridizace piislusny homologni fetézec. Utinnost jakéhokoliv takto
identifikovaného enzymu hydroxylazy je pak mozno potvrdit pi pouziti adipoyl-7-ADCA jako
substratu pfi provadéni zplisobu podle vynalezu, s naslednou izolaci ziskanych produkt této
hydroxylace pomoci HPLC.

V piipadé, Ze se pouZije toto provedeni zptsobu podle vynalezu, to znamena exprese genu, ktery
produkuje pouze enzym hydroxylazu, bude pak zapotfebi rovnéz oddélené pouzit dalsi DNA
s kédovym fetézcem pro enzym expandazu, takze bude mozZno transformovat P. chrysogenum
vhodnym vektorem pro expresi, ktery zajisti in situ expresi genu pro enzym expandazu, takze
dochazi k expanzi kruhu pfi provadéni zpisobu podle vynédlezu. Je znidma celd fada typl
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expandaz a na zékladé podobnosti postrannich fetzcti je mozno predpokladat, 7e fada téchto
omezeni bude pouZitelna pfi provadéni nového biologického postupu podle vynélezu.

Dal3i vyhodn4 provedeni zplisobu podle vynalezu jsou zaloZena na skuteZnosti, Ze k transformaci
nerekombinantniho kmene P. chrysogenum je moZno pouzit DNA, obsahujici kédovy fetézec pro
vice neZ jednu expandazu a/nebo pro vice nez jednu hydroxylazu. V prib&hu téchto provedeni je
pak moZno ziskat zvySenou uinnost typu expanddzy a/nebo hydroxylazy vzhledem ke
zvySenému mnoZstvi bilkoviny enzymu, k jehoZ expresi dochézi.

V odstavcich, tykajicich se znamého stavu techniky jiz bylo uvedeno, Ze byl pln& analyzovan
fetézec enzymu expandizy, odvozeného od kmene Streptomyces clavuligerus ATCC 27074 a Ze
tento fetézec byl charakterizovan na zdkladé mapy piisobeni restrikénich endonukledz. Avsak
byly rovnéZz podény zpravy o enzymu, ktery se zd4l byt totozny enzymem a byl odvozen od
S. clavuligerus NRRL 3585. U tohoto enzymu byla zjiiténa odli¥na molekulova hmotnost, aviak
fetézec enzymu dosud nebyl analyzovan. Ve svrchu uvedenych odstavcich pro znimy stav
techniky je rovnéz popsano, 7e byl analyzovan fetézec enzymu DAOCS/DACS z Cephalo-
sporium acremonium ATCC 11550, jak je uvedeno v Samson a dalsi, Bio/Technology (1987) 5:
1207 - 1214, a v EP-A 281 391.

Tyto expandazy, které jiz byly identifikovany a tvofi soudast znamého stavu techniky, je rovnéz
moZno pouZit pfi provadéni nového biologického postupu podle vynalezu. MiZe se ukazat, Ze i
jiné expandézy, které dosud nebyly identifikovany, a mohou byt odvozeny od odlisnych kmenti
S. clavuligerus nebo C. acremonium, nebo dokonce od mikroorganismi zcela odli¥nych rodd,
mohou byt rovné€Z vhodné pro uskutednéni nového zpiisobu podle vynalezu. Zpiisoby identifikace
takovych novych kmenti a rodd vhodnych mikroorganismi a zpisoby izolace odpovidajicich
enzymi typu expandazy, jakoZ i zjisténi, zda tyto enzymy jsou vhodné pro pouZiti pfi provadéni
zpisobu podle vyndlezu spadaji do b&zné praxe voboru. Sériové vySetfeni bezbun&&nych
extraktl pfipadnych novych kmeni a rodii pouZitelnych mikroorganismi je mozno uskutednit
pomémé pohodinym a reprodukovatelnym zpiisobem tak, Ze se tyto extrakty p¥idaji k adipoyl-6—
APA jako k substratu v pfitomnosti znamych kofaktori DAOCS, jako jsou Zeleznaté ionty,
askorbat, alfa—ketoglutarat a adenosintrifosfat, ATP. Adipoyl-6-ATA je moZno v dostate&ném
mnoZstvi pripravit pridavani adipitu jako substritu k netransformovanému Penicillium
chrysogenum zpiusobem, ktery bude dale podrobné&ji popsin. PoZadovani expanddza nebo
expandaza i hydroxylaza jsou pfitomny v tom pkipadé, Ze se pone vytvaret adipoyl-7-ADCA
a/nebo adipoyl-7-ADAC, pfitomnost t&chto latek je mozno snadno prokazat chromatograficky.

Pti pouZiti zndmé rekombinaCni techniky je také moZno vytvofit sondy DNA na bazi
nukleotidovych fet€zch genl pro expandazy napiiklad z S. clavuligerus a C. acremonium,
napfiklad ke zjiténi obsahu DNA ve vySetiovanych mikroorganismech, které by mohly
produkovat expandazu, vhodnou pro pouZiti pfi provadéni zplisobu podle vynélezu.

Potenciélni zdroje expandéazy, hydroxylazy nebo expandazy/hydroxylazy

Expandazy, jak jiz bylo uvedeno, jsou enzymy, které katalyzuji expanzi penamového kruhu,
ktery se nachazi v molekulich typu penicilinu na ceph-3-emovy kruh, ktery se nachazi
v cefalosporinech. Jakykoliv organismus, produkujici metabolity s obsahem cefemového kruhu je
tedy potencidlnim zdrojem kédové DNA pro expandézu. Stejné jakykoliv organismus, ktery
produkuje cefalosporin s obsahem 3-hydroxymethylové skupiny je potencidlnim zdrojem kédové
DNA pro hydroxylazu nebo expandézu/hydroxylazu. P¥iklady takovych organismii budou déle
uvedeny, jde viak pouze o piiklady, které v Zadném smyslu nejsou vy&erpavajici.

Houby

Cephalosporium acremonium
Cephalosporium sp.
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Emericellopsis
Paecilomyces
Scopulariopsis
Diheterospora
Spiroidium
Anoxiopsis

Aktinomycety

Streptomyces clavuligerus
S. lipmanii

S. wadayamensis

S. todorominensis

S. filipinensis cephamycini
S. heteromorphus

S. panayensis

S. griseus

S. cattleya

Nocardia lactamdurans

Jiné bakterie

Flavobacterium sp.
Alcaligenez denitrificans
Mycoplana bullata
Providencia rettgeri
Lysobacter lactamgenus

Expandazy a hydroxylazy, produkované svrchu uvedenymi brganismy jsou prozatim pouze
materidlem pro dal3i vyzkumy a je mozné, Ze pouze nékteré z nich budou skute¢n€ vhodné pro
pouziti pfi provadéni nového zplsobu podle vynalezu.

Izolace kédovych fragmenti DNA pro expandazu

Jakmile byl poZadovany enzym expandéza zjistén svrchu uvedenym zpisobem, je moZno pouZit
znamé postupy pro izolaci kédové DNA pro takovy enzym. Je zapotiebi zkonstruovat sondy
DNA na bazi zndmych fetézcl a &asti fetézcli kédovych genit pro expandézy, tyto sondy pak
budou hybridizovat s kédovou DNA pro poZadovany enzym, kterou je nutno izolovat.
Konstrukce takovych sond je zaloZena na znalosti fetézc aminokyselin a fetézci nukleotidovych
bazi, které jsou kédovymi fetézci pro enzym expandazu a také na preferencich kodoni u ur€itych
mikroorganismii. Podrobny popis typického postupu tohoto typu, pouzitého v pfipadé DNA
genomu mikroorganismu Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 bude dale podrobné€ji popsan.

Izolaci kddové DNA pro enzym expandazu je mozno uskute¢nit s pouZitim restrikce restrikénimi
enzymy s naslednou opé&tnou vazbou, tak jak je to dobfe znamo v technologii pro ziskavani
rekombinantni DNA. Je zapotiebi znat mapu mist pisobeni restrikénich endonukleaz genomu
pouzitého mikroorganismu tak, aby bylo mozno oddglit a izolovat prislusny restrikéni fragment.
Restrikéni mapy pro S. clavuligerus a C. acremonium jsou jiz dostupné. V pfipadé prvniho
mikroorganismu se uZivaji restrikéni enzymy Bam HI a Sal I a elektroforézou se pak izoluji
pozadované fragmenty s velikosti 1,8 az 2,5 kb.

Zdroje enzymu acetyltransferazy a izolace kddovych fragmenti DNA pro tento enzym

Klonovani gen pro DAC acetyltransferazu z C. acremonium je moZno uskute¢nit podle dobfe
znamych rekombinagnich postupd, které budou nyni obecné&ji popsany.
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Aby bylo mozno klonovat gen pro acetyltransferazu, je nejprve nutno vytvofit mutanty
C. acremonium, které nemaji schopnost pfevadét kyselinu deacetylcefalosporanovou, DAC, na
cefalosporin C. Tento postup spoivd vtom, Ze se buiiky kmene C. acremonium podrobi
plisobeni mutagenti, napiiklad N-nitrosoguanidinu, NTG, kyseliny dusité nebo ultrafialového
svétla, pak se kmen péstuje na vhodném ristovém prostfedi a pak se napfiklad chromato-
grafickym nebo biologickym zpilisobem sleduje nahromadéni DAC.

Po identifikaci vhodné mutanty se v nasledujicim stupni pro identifikaci kédového genu pro
acetyltransferazu izoluje DNA kmene C. acremonium, ktery produkuje cefalosporin C. Po
odt€peni plisobenim restrikéni endonukleazy nebo mechanickym zpisobem se ziskaji fragmenty
s vhodnou délkou fetézce a gen se uloZi do vektoru pro transformaci, napfiklad plazmidu nebo
kosmidu, ktery také obsahuje vhodny dominantni zna&ici gen, napfiklad gen pro odolnost proti
hygromycinu nebo proti phleomycinu. Vektor by mél také obsahovat fetézce DNA, které mohou
usnadnit nasledujici zpétnou izolaci ulozené DNA, napiiklad mista z figu lambda, jako oblast
cos, ktera dovoluje zp&tnou izolaci klonované DNA in vitro po infekci E. coli, postup je mozno
provést zndmym zplisobem.

Protoplasty mutovaného kmene, ktery pivodné neprodukoval acetyltransferdizu se pak
transformuji pii pouZiti vektoru s obsahem statistickych fragmenti DNA genomu a transfor-
mované buriky se podrobi selekci podle odolnosti proti antibiotikim. Transformované buiiky je
pak moZno sledovat na opétné ziskani schopnosti produkce cefalosporinu C, coZ je ukazatelem
Gsp&$né komplementace genem pro acetyltransferazu, obsaZzenym ve vektoru. Mutanty, které
pravdépodobné obsahuji klonované kopie genii je pak moZno péstovat, jejich DNA izolovat
a izolovat také DNA z vektoru svrchu uvedenym zpisobem. Skute€nost, Ze vektor obsahuje gen
pro acetyltransferazu, je mozno potvrdit subklonovanim v E. coli pfi pouZiti standardnich
postupli a snadno dostupnych vektord s naslednou retransformaci mutanty, kterd neprodukuje
acetyltransferdizu. Gen je pak moZno izolovat, analyzovat jeho fetézec a popiipadé dale
zpracovavat tak, jak bude dale uvedeno v pfikladech provedeni pfi pouZziti b&Zné uzivanych
postuptl v molekularni genetice.

Podle dalsich postupi, které jsou v oboru rovnéZ znamy, je mozno napiiklad podle publikace
Matsuda a dal3i, izolovat a analyzovat fetézec kddového genu pro acetyltransferazu z C. acre-
monium a také odvodit pfisluiny fetézec aminokyselin enzymu, jak jiz bylo popsano
v EP-A 450 758. Tyto alternativni postupy spocivaji v izolaci enzymu acetyltransferazy, analyze
N-terminalniho fetézce aminokyselin a z této informace se pak odvodi kddovy fetézec nukleotidu
pro tuto &ast fetézce celého enzymu. Na zikladé této informace je pak mozno zkonstruovat
sondy, které budou hybridizovat na cely kédovy fetézec, coZ umozni jeho izolaci.

Transformace kmene Penicillium chrysogenum

Jakmile jsou ziskidny kédové fragmenty DNA pro enzymy expandazu/hydroxylazu, expandazu
a hydroxylazu a také pro acetyltransferazu, je mozno tyto fragmenty ulozit do plazmidu nebo do
jiného vektoru pro expresi spolu s dalSimi fragmenty DNA, které obsahuji fetézce promotoru,
fetézce pro aktivaci translace, fetézce pro odolnost jako znacici fetézce, fidici fetézce, fetézce pro
tvorbu kosmidi a jakékoliv dalsi fetézce DNA, které dovoluji nebo mohou usnadnit transformaci
a napomahaji expresi produktii genli nebo mohou usnadnit izolaci transformovanych bunék.
Vektor pro expresi, ktery byl takto zkonstruovan, je pak mozno pouZit k transformaci kmene
Penicillium chrysogenum a k nitrobunééné expresi enzymi expandazy/hydroxylazy, expandazy,
hydroxylazy a acetyltransferazy. Postupy, pouZité k dosaZeni transformace a exprese jsou v oboru
dobfe znamy a podrobny popis typického postupu pro toto pouziti bude dale uveden.

Jak jiz bylo uvedeno svrchu, dochazi u transformovaného kmene Penicillium chrysogenum

k expresi enzymii expandazy/hydroxylazy, expandazy, hydroxylazy a acetyltransferazy uvnitf
bungk a pak miize in situ dochazet v substratu, kterym je adipoyl-6-APA k expanzi kruhu za
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vzniku adipoyl-7-ADCA, tato latka je pak hydrolyzovana na adipoyl-7-ADAC a tento produkt
je pak acetylovan za vzniku vysledné adipoyl-7-ACA.

Novy transformovany mikroorganismus

Specifické transformanty Penicillium chrysogenum, u nichZ dochézi k expresi kddovych genu
pro enzymy expandazu/hydroxylidzu a expandazu, hydroxylizu a acetyltransferazu, které tvori
vyhodna provedeni vynélezu, jsou nové, pokud jde srovnani s podobnymi konstrukcemi, které
byly jiz diive popsany napfiklad v publikaci Cantwell a dalsi, 1990, Current Genetics, 17, 213 -
221, av EP-A 281 391 a EP-A 437 378. Pii konstrukci podle Cantwella je gen pro expandazu ze
Streptomyces clavuligerus uloZen pod fizenim promotoru P. chrysogenum pro izopenicilin—-N-
syntetazu, IPNS a tak se lisi od konstrukce podle vynélezu tim, Ze chybi jakdkoliv kddova DNA
pro enzymy hydroxylazu nebo acetyltransferazu.

V EP-A 281 391 (Ingolia a dal3i) se popisuji vektory pro transformaci P. chrysogenum, které
obsahuji kédovou DNA pro bifunk&ni enzym expandazu/hydroxylazu C. acremonium, exprese se
dosahuje pfi pouZiti promotoru IPNS z Penicillium. V jedné z té&chto konstrukei, pP562, je gen
pro expandazu/hydroxyldzu napojen ve sméru exprese genu a v rAmci s genem pro hygromycin-
fosfotransferazu. Produkt genu, kterym je sloZena bilkovina, hygromycinfosfotransferdza spolu
s expandazou/hydroxylazou je tedy zcela odli¥ny od produktu zpisobu podle vynalezu, v némz je
enzym expandéaza/hydroxylaza v podstaté totozny s enzymem, produkovanym v C. acremonium.
Dal3i vektor, ktery byl popsan v EP-A 281 391 byl zkonstruovan dlouhou sérii molekulovych
manipulaci vCetné pouziti syntetickych spojovniki DNA. V kone&né konstrukci, pP561 se
vyuziva fragmentu Ncol o velikosti 1,2 kb z promotoru IPNS Penicillium k expresi genu pro
expandazw/hydroxylazu a gen pro acetamidazu z Aspergillus nidulans se uziva jako znacici gen
pro selekci transformovanych bun&k Penicillium. Retézce kodoni 9 a 10 vgenu pro
expandazu/hydroxylazu, které jsou kédem pro arginin a leucin, jsou pozménény na CGTCTC
k CGCCTA, coz neméni vysledny fetézec aminokyselin.

V konstrukci podle vynalezu je fragment promotoru IPNS po §té€peni Ncol o velikosti 1,2 kb
spojen s genem pro expandazu/hydroxylazu, aniz by pfitom doslo ke zmé&nam v pfirodnim fetézci
genu pro expandazu/hydroxylazu. Promotor IPNS, pouzity pro konstrukci podle vynalezu mé dva
opakujici se fetézce Ctyf bazi ve srovnani s nativnim promotorem, jeden ztéchto fetézci se
nachazi v mist& $tépeni Sall 760 para bazi proti sméru exprese kodonu ATG pro pocatek, druhy
ztéchto fetézcl se nachdzi v misté $t€peni enzymem Xbal 5 pari bazi proti sméru exprese
kodonu pro po¢atek v oblasti 5'-nepienaseného vedouciho fetézce. Tyto zmény nepiisobi Zadné
ovlivnéni vysoké urovné exprese genu pro expandazu/hydroxylazu.

Dal3i rozdil ve vektorech spociva v genech pouzitych pro usnadnéni pristi selekce. Konstrukee,
popsané v EP-A 281 391 pouzZivaji k oznageni acetamidazu a hygromycin. To znamend velky
rozdil ve srovnéani s vektorem pro transformaci Penicillium s obsahem genu pro expandazu
a hydroxylazu, uZzivanym pfi provadéni zptisobu podle vynalezu, pPEN/CEPH-1, ktery obsahuje
jako oznaceni gen pro odolnost proti phleomycinu. Jeden z kment Penicillium chrysogenum,
ktery byl transformovan pomoci vektoru pPEN/CEPH-1 a byl schopen exprese genu pro
expandazu/hydroxyldzu byl oznaen PC200. Taxonomické vlastnosti tohoto kmenu typicky
zahrnuji tvorbu rozsifujicich se kolonii modro zelené aZ zelené Zelené barvy se sametovitym
povrchem se Zlutymi kapkami, zadni strana kolonie je Zluta a kolonie difunduje do agaru, hlavy
konidii jsou rozvétvené a vSechny jejich &asti jsou hladké, konidie jsou vejdité az kulovité
s délkou 3 az 4 mikrometry. Pfi péstovani P. chrysogenum je moZno uZit pevného prostiedi, které
obsahuje 1,5% monohydratované laktézy, 0,5% objemovych kukufiéného vyluhu, 0,5 %
peptoénu, 0,4 % chloridu sodného, 0,05 % siranu hofeénatého x 7H,0, 0,6 % dihydrogen-
fosforeCnanu draselného, 0,0005 % chloridu Zelezitého x 6H,0, 0,0002 % siranu méd’natého
x 5H;0 a 3,0 % agaru c 1 litru destilované vody o pH 4,8.

-21-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 288979 B6

Neni-li vyslovné€ uvedeno jinak, jde vzdy o procenta hmotnostni. Popsany kmen P. chrysogenum,
ktery byl oznafen jako PC200, byl uloZen do vefejné sbirky kultur Americal Type Culture
Collection, ATCC, 12301 Parklawb Drive, Rockville, Maryland 20852, pod ¢&islem
ATCC 74186, kmen byl ulozen dne 23. zafi 1992.

Druhy novy transformovany kmen Penicillium chrysogenum podle vynélezu, ktery je schopen
produkce adipoyl-7-ACA je kmen, u né&jz dochazi k expresi genu pro expandizu/hydroxyldzu i
pro acetyltransferazu po transformaci pomoci jediného vektoru pTS-8, ktery obsahuje kédovou
DNA pro oba tyto enzymy. Uvedeny vektor se vak 1i3i od vektort pro transformaci Penicillium,
tak jak jsou uvedeny v EP-A 437 378, které obsahuji kddovou DNA pouze pro acetyltransferazu
C. acremonium nebo ve spojeni skdédovym fFetézcem DNA pro mutantu polypeptidu
expandazy/hydroxylazy. V konstrukci pTS-8 jsou geny pro expresi expandazy/hydroxylazy
a acetyltransferdzy vzdy pod pisobenim oddélenych kopii promotoru IPNS P. chrysogenum
atfeti kopie promotoru IPNS je pouZita k uskutednéni transkripce genu pro odolnost proti
phleomycinu, ktery je uréen jako znaéeni k usnadnéni selekce.

V dal$im moZném provedeni vynilezu je moZzno geny pro expandazuhydroxylizy a pro
acetyltransferazu uloZit do oddélenych vektori a pouzit v hostitelském kmeni Penicillium
postupné. Pofadi, vnémz se ukladaji kodové fragmenty DNA pro enzymy expandazu/-
hydroxylazu a pro acetyltransferdzu je duleZité pouze z praktického hlediska. S vyhodou se
postupuje tak, Ze se nejprve uloZi gen pro enzymy expandazu/hydroxylidzu a pak se kmen
Penicillium transformuje genem pro acetyltransferazu vzhledem k tomu, Ze jde o pofadi, v némz
jednotlivé enzymy zpracovéavaji substrit in vivo. To znamena, Ze takto transformovany
organismus je pak nutno sledovat na expresi genu pro expandazuw/hydroxylazu sledovanim
produkce adipoyl-7-ADAC. Tato sloudenina je pak substritem pro enzym acetyltransferazu
a expresi kédového genu pro acetyltransferazu, je tedy moZno prokazat na zakladé produkce
adipoyl-7-ACA. Pfi pouZiti vhodné zkousky in vitro na acetyltransferaizu je moZno
transformovat kmen Penicillium nejprve genem pro acetyltransferdzu, expresi tohoto genu
prokazat zkouskou in vitro a pak teprve uloZit gen pro expandazu/hydroxylazu. Kazdy z obou

uvedenych postupti tedy pfedstavuje vhodné provedeni zpisobu podle vynélezu pro pfipravu 7—
ACA.

Ve vyhodném provedeni vsak je mozno ulozit kodové fetézce pro viechny tfi enzymy soucasné
s pouzitim konstrukce jediného vektoru ve form& plazmidu, ktery obsahuje kédové fetézce jak
pro expandazu/hydroxyldzu, tak pro acetyltransferdzu C. acremonium. Kmen Penicillium
chrysogenum, transformovany takovym vektorem ve formé plazmidu, oznafenym jako vektor
pTS-8 byl identifikovan jako PC300. U tohoto kmenu dochazi jak kexpresi genu pro
expandazu/hydroxylazu, tak k expresi genu pro acetyltransferazu. Taxonomické vlastnosti tohoto
kmene jsou obdobné jako vlastnosti svrchu uvedeného kmene PC200. Prijatelné podminky
péstovani pro PC300 jsou stejné jako podminky, které byly svrchu uvedeny pro péstovani PC200.
Kmen P. chrysogenum, oznateny PC300, byl uloZen do vetejné sbirky kultur American Type
Culture Collection ATCC, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852 pod c¢islem
ATCC 74187, kmen byl uloZen 23. zafi 1992.

Specificky kmen Penicillium chrysogenum transformovany vektorem pPenFTSO pro expresi
genu pro expandazu S. clavuligerus, ktery pfedstavuje vyhodné provedeni vynalezu, je novy ve
srovnani s dfive popsanymi konstrukcemi, tak jak byly popsany napiiklad v publikaci Cantwell
a dalsi, 1990, Current Genetic., 17, 213 — 221. V obou konstrukcich se uziva vyvolani mutace in
vitro pro spojeni promotoru s genem pro expandazu. V Cantwellové konstrukci dochazi pfi
manipulaci k zavedeni mista plisobeni pro Ndel v kodonu ATG genu pro expandéazu, ktery je
navdzin na misto pisobeni Xbal na 3'-zakondeni promotoru IPNS pii pouZiti spojovniku
Xbal/Ndel. V konstrukci podle vynalezu je vytvofeno misto ptisobeni Ncol v kodonu ATG genu
pro expanddzu s vazbou na misto pisobeni Ncol na 3'-zakonéeni spojovniku IPNS. Timto
zpisobem dochazi k vytvoreni nasledujicich fetézcti, sousedicich v téchto konstrukcich s mistem
spojeni pfisluSného promotoru a genu:
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Xbal Ncol
IPNS promotor 5 TCTAGACACATGG 3’ fetézec €. 1
Strep. expandaza 5 GTGAGAGTTGATGGAC 3’ fetézec €. 2
Cantwell 5' TCTAGACACTATGGAC 3’ fetézec €. 3
podle vynéalezu 5! TCTAGACACCATGGAC 3’ fetézec €. 4

-V Cantwellové konstrukci je jeden zbytek C nahrazen zbytkem T, zatimco pfi konstrukci podle

vynélezu je uvedeny zbytek C zachovian. To znamend, Ze fetézec promotoru IPNS, ktery
bezprostfedné sousedi s kodonem ATG pro polatek pfesné odpovida fetdzci v pfirodnim genu
IPNS. Je mozné, Ze promotor, ktery byl dfive pouZivan, pfestoze se li§il pouze jedinou

exprese genu pro expandazu.

Dal3i rozdily je mozno nalézt v oblasti promotoru nebo genu, ktery je do konstrukce uloZen.
Cantwellova konstrukce obsahuje oblast 5’ BamHI az Xbal 3’ promotoru IPNS, zatimco vektor
podle vynalezu obsahuje oblast 5’ Ncol aZ Ncol 3’ podle Diez a dalsi, 1990, J. Biol. Chem., 265,
16358 az 16365. To znamena, Ze se v Cantwellové konstrukci nachdzi na 5-zakondeni
promotoru IPNS pfiblizné 250 pfidatnych bazi. Tato oblast se viak nachazi v otevieném ¢&tecim
ramci gent pro syntetdzu ACV proti sméru translace genu IPNS.

Cantwellova konstrukce obsahuje také gen ze Streptomyces od ATG do mista BamHI 3’ genu,
zatimco vektor podle vynalezu obsahuje ATG v bezprostfednim sousedstvi mista Sall 3’ genu
podle Kovacevic a dalsi, 1989, J. Bacteriol., 171, 754 — 760. To znamena, Zze Cantwellova
konstrukce obsahuje na 3'—zakondeni fetézce pfiblizné 1000 pard bazi navic. Konstrukce podle
vynalezu stale jesté obsahuje oblast genu pro expandazu proti sméru jeho translace v sousedstvi

mista BamHI 5’ ATG, tato oblast je vSak oddélena od &teciho ramce genu pro expandazu
promotorem IPNS. '

Dalsi rozdil v konstrukci pPenFTSO podle vynélezu ve srovnani se znamymi konstrukcemi se
tyka pouZzitého oznaceni pro selekci. Pouziti promotoru IPNS z Penicillium a spojeni s genem pro
odolnost proti phleomycinu v konstrukci podle vynalezu dovoluje selekci na integraci
mnohocetnych kopii nebo integraci v mistech, které dovoluji vysokou uroveri exprese, takze
muze vzniknout vétsi podet transformovanych bunék, u nichZz dochazi k vysoké arovni exprese
genu pro expandazu.

Odstépeni adipoylového postranniho fetézce

Poslednim stupn€ém nového biologického postupu podle vynélezu je odstépeni adipoylového
postranniho fetézce z adipoyl-7-ADAC nebo z adipoyl-7-ACA, tento postup znamena nutnost
zpracovani produktu z predchozich stupiii enzymem adipoylamidazou. Jak jiz bylo svrchu
uvedeno, je jednou z podstatnych vyhod zpiisobu podle vynalezu moznost uskutecnit vSechny
stupné, vedouci ke tvorbé adipoyl-7-ADAC a adipoyl-7-ACA v jediné fermentacni kultufe.
Timto zpisobem je moZno dosdhnout vyjime&né vysoké Gcinnosti vzhledem k tomu, Ze neni
nutné izolovat a ¢astedné Cistit meziprodukty stupeii od stupng. V poslednim stupni vSak neni
pfitomen enzym adipoylamiddaza vzhledem ktomu, Ze nebyl vytvofen in situ v pivodni
fermentaCni kultufe pfirodni ani rekombinantni expresi gent P. chrysogenum.

V pfipadé, Ze novy biologicky postup podle vynélezu je provadén po vsazkach, bude nezbytné
izolovat a &asteCné Cistit produkt z prvniho stupné, svrchu jiz byly popsény predbéZzné postupy
k tomuto ucelu.

Zplisob podle vynalezu je viak mozZno provadét jakymkoliv zplisobem, pfi némz se Cinné
dostava do styku adipoylamidaza s adipoyl-7-ADAC nebo adipoyl-7-ACA tak, Ze mize dojit
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k enzymatické pfeméné této sloueniny na 7-ADAC nebo 7-ACA. Jde tedy o ,uvedeni do
styku® v nejSirSim smyslu. Je moZné pouzit bezbun&&né Zivné prostiedi s obsahem surovych
produktii adipoyl-7-ADAC nebo adipoyl-7-ACA a toto prostfedi zpracovava po jednotlivych
vsazkach pomoci surového prostfedi s obsahem adipoylamidazy. Tento postup je pom&rmné Gginny
vzhledem k tomu, Ze nemusi byt provedeno potatecni ¢isténi reak&nich sloZek. Jsou viak mozné
urtité modifikace. Je napfiklad moZno reakni slozZky predb&ing &istit do jakéhokoliv
poZadovaného stupné pfed vzijemnym uvedenim do styku. Je také moZné provadét zpiisob
kontinualné a nikoliv po vsazkach. Vlastni styk reakénich slozek miZe byt modifikovan riznym
zpusobem k dosaZeni lepsiho prib&hu postupu. Je napiiklad moZno pouZit imobilizovany enzym,
napfiklad ve formé& sloupce, ktery obsahuje adipoylacylizu a pak je moZno nechat prochézet
sloupcem adipoyl-7-ADAC nebo adipoyl-7-ACA. Imobilizovany enzym je také moZno piidat
k roztoku adipoyl-7-ADAC nebo adipoyl-7-ACA ve form& suspenze. Imobilizovany enzym
poskytuje vyhodu snadné zpétné izolace enzymu a jeho opakovaného pouziti. Dalsim ptikladem
technologie miize byt reaktor, opatfeny membranou. Nejvyhodn&j§im postupem pro styk
s reak¢nimi sloZkami je v§ak sloupec s imobilizovanym enzymem.

Adipoylamidazy, vhodné pro §tépeni

Existuje fada enzymii se znamou specifi¢nosti pro adipoylové postranni fetézce. V nasledujicich
pfikladech budou uvedeny vysledky, které byly ziskany s b&Zn& dodavanymi adipoylamiddzami
(RAEV Corp.). V literatufe se uvadi je3té sedm dalSich enzymi, schopnych odstranit adipoylové
postranni fetdzce z molekul cefalosporinového typu. Sest ztéchto sedmi enzymii je z &eledi
Pseudomonas a sedmy z ¢eledi Bacillus. Mezi enzymy z Pseudomonas jsou n&které podobnosti,
v3echny se v3ak fyzikélné/biologicky pon&kud lisi. Dale budou uvedeny n&které jejich vlastnosti.

Enzym Literarni udaj Pfiblizna
(kmeny Pseudomonas mol hmotnost
a Bacillus) ’ (podjednotka)
P. SY-77-1 Shibuya a dalsi, jevi se stejna
(Toyo Jozo) (1981) jako pro GK16
P.GK 16 Matsuda, Komatsu 16 000
(Asahi) (1985) 54 000

P. SE83 (acyl) Matsuda a dalsi 38200
(Asahi) (1987) 19 900

P. SE83 (acyll) Matsuda a dalsi, 25 400
(Asahi) (1987) 58200

P. diminuta N176 Aramori a dalsi, 58 000
(Fujisawa) (1991a)* 26 000

P. diminuta V22 Aramori a dalsi, ?

(Fujisawa) (1991a)* ?

Bacillus lapterosporus J1 Aramori a dalsi, 70 000
(Fujisawa) (1991b)™ (monomerni)
Pseudomonas sp. - 16 000
(RAEV Corp.) 54 000

* Aramori a dalsi, J. Ferment. Bioeng., 1991, 72: 232-243
* Aramori a dal3i, J. Bacteriol., 1991, 173: 7848-7855.

VSechny uvedené adipoylamidazy je moZno pouZit pfi novém biologickém postupu podle
vynalezu.

Dal3i adipoylamidazy, pouzitelné pfi provadéni zpiisobu podle vynélezu je moZzno snadno zjistit
tak, Ze se pfipadné enzymy zkousi na adipoyl-7-ACA a adipoyl-7-ADAC jako na substratu.
Pozitivni vysledek je tedy prikazem, Ze uvedeny enzym je skutetn& moZno pii provadéni
zpiisobu podle vynalezu pouZit. Substrat je moZno pfipravit reakci anhydridu kyseliny adipové se
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7-ACA pii pouziti modifikace podle publikace Szewczuk a Wellman—Bednawska, Clin, Chim.
Acta, 1978, 84, 19 az 26. Je také mozno upravit postup, popsany v Agric. Biol. Chem., 1981,
45(7), 1561 — 1567 pro ptipravu glutaryl-7-ACA— Anhydrid kyseliny adipové je mozno pfipravit
podle publikace Albertson a Lundmark, J. Macromol, Sci. Chem., 1990, A27, 397 — 412. Substrat
7-ACA je dostupny z fady béznych zdroji véetné Sigma Chemical Co.

V pripad€, Ze je zapotiebi rychle sériové vysetfit fadu enzymi pti pouziti kolorimetrickych
postupl, je mozno misto adipoyl-7-ACA pouzit kolorimetricky substrat, napfiklad adipoyl-
PABA, kyselinu paraaminobenzoovou nebo adipoyl-pNA, paranitroanilin. Postup je pak mozno
upravit podle postupu, popsaného pro gamma-glutamyl PABA v publikaci Szewczuk a dalsi,
Clinica Chimica Acta, 84, 1978, 19 — 26. Odst&penim postranniho fetézce vznika zbarveni, jehoZ
pfitomnost a koncentraci je mozno snadno stanovit pfi pouziti kolorimetru.

wowy

v publikacich Marelli L. P., 1968, J. Pharm. Sci., 57: 2172 — 2173, Szasz G., 1969, Clin. Chem.,
15, 124 - 136, Szewczuk A. a dalsi, 1980, Anal. Biochem. 103, 166 — 169 a Reyes F. a dalsi,
1989, J. Pharma. Pharmacol., 41, 136 — 137.

Bylo provedeno srovnani N-terminalniho fetézce aminokyselin v enzymu RAEV s velkymi
podjednotkami enzymi acyll a GK16 ze svrchu uvedené tabulky. Vysledky tohoto srovnani jsou
dale uvedeny, pfiCemz zbytky v zivorkich oznaduji zbytky, které pravdépodobné nejsou
rozhodujici.

RAEV - fetézec €. 5:
(S)NS)(GGAVAPGKTANGNAL@L)LQON®

GK16 —fetézec . 6:
SNSWAVAPGKTANGNALLLQNP

acyll —fetézec €. 7:
SNNWAVAPGRTATGRPILAGDP

Ze svrchu uvedenych fetézci je ziejmé, Ze vechny tfi peptidy jsou piibuzné. Avsak bilkovina
s N—terminalnim fetézcem, podobnym uvedenym fetézcim nemusi mit nezbytné G&innost
adipoylamidazy, tak, jak tomu je v pfipadé acylazy penicillinu G, ktera je produkovana kmenem
Arhtrobacter. Na druhé strané existuji adipoylamidazy, pouZitelné pti provadéni zpisobu podle
vynalezu, u nichz nelze prokazat vyznamnou homologii se svrchu uvedenymi N-terminalnimi
fet€zci. Napriklad acylazy acyl (Asahi) a B. laterosporus JI (Fujisawa) ze svrchu uvedené
tabulky, které maji ur€itou uinnost pfi oditépeni adipoylového fetézce za adipoyl-7-ACA,
nemaji zadnou homologii fetézce s ostatnimi uvedenymi enzymy. Je tedy zfejmé, Ze pfi
provadéni zpisobu podle vynalezu je pouzitelnost adipoylamidazy v poslednim stupni nového
postupu urfovana pouze tim, zda enzym je schopen odstépit adipoylovy postranni fetézec
z adipoyl-7-ACA, coZ je mozno snadno uskute¢nit, jak jiz bylo svrchu uvedeno.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi ptiklady, které vak nemaji slouzit
k omezeni rozsahu vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Podminky pé&stovéni Penicillium chrysogenum
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Kmeny Penicillium chrysogenum, pouZité pfi t&chto postupech byly udrZovany na plotnach,
obsahujicich prostiedi LCSB, které obsahovalo 1,5% monohydratované laktézy, 0,5 %
objemovych kukufi¢ného vyluhu, 0,5% peptonu, 0,4 % chloridu sodného, 0,05 % siranu
hote¢natého x 7H,0, 0,06 % dihydrogen, fosfore&nanu draselného, 0,0005 % chloridu Zelezitého
x 6H,0, 0,0002 % siranu mé&d’natého x 5H,0, a 3,0 % agaru v 1 litru destilované vody o pH 4,8.
V3echny procentualni uidaje jsou hmotnostni, neni-li uvedeno jinak. Po 12 dnech pé&stovani pfi
teplot& 25 °C pfi relativni vlhkosti 65 % byly jednotlivé kolonie oddéleny a pfidany do 2 ml
sterilizované vody ve zkumavce se ¥roubovacim vi€kem, obsahujici sklen&né kulitky. Po
rozrudeni kultury homogenizaci byla suspenze pouZita k naotkovani tak zvanych ryZovych lahvi.
Tyto lahve obsahovaly pfi objemu 250 ml celkem 25 g ptirodni dlouhozrnné ryZe Uncle Ben's,
ktera byla pfedem 7 minut promyvéna tfemi aZ &tyfmi objemy destilované vody za promichavani
kazdych 30 sekund a pak byla uloZena na sito na tak dlouho, a? voda, zadrZeni v ryzi
predstavovala ptiblizn€ 25 %. Po 12 dnech pfi teplot& 25 °C a relativni vihkosti 65 % byly spory
zryZe vymyty pfi pouZiti 50 ml sterilni vody. Suspenze spér pak byla pouZita k naotkovani
kapalnych kultur a &ast kultury byla rovnéZz lyofilizovana a pak skladovana pii teploté 4 °C.
Postup byl uskutenén tak, Ze spory byly smiseny se stejnym objemem 5% odstfedéného mléka
a smés byla lyofilizovana ve sterilnich ampulich.

Pro produkcei penicilinii nebo pro produkci mycelia jako zdroje RNA nebo DNA, byla uZita
fermentace kmene ve dvou stupnich v tfepacich lahvich. Otkovaci stupeii byl zah4jen pfidanim
1 x 10® spor do lahve s objemem 500 ml, obsahujici 50 ml Zivného prostredi, obsahujiciho 3,0 %
glukézy, 1,0 % pharmamedia, 3,0 % objemovych kukufi¢ného vyluhu, 0,2 % siranu amonného,
0,5 % uhli¢itanu vapenatého, 0,05 % bezvodého dihydrogenfosfatu draselného, 1,0 % laktozy
a 1,0 % primarnich suSenych kvasnic v 1 litru destilované vody. VSechny procentuélni idaje jsou
hmotnostni, neni-li uvedeno jinak. Smés byla inkubovéna pfi teploté 25 °C a relativni vlhkosti
65 % na rotacni tfepacce s vykyvem 70 mm pii 220 ot/min. Po 48 hodinich inkubace bylo
zahdjeno produkéni péstovéani pfenesenim 2 ml vegetativniho otkovaciho materidlu do lahve
s objemem 500 ml a sobsahem 35ml Zivného prostiedi s nasledujicim slozenim: 0,05 %
dihydrogenfosforetnanu draselného, 0,5 % siranu draselného, 1,0 % siranu amonného, 12,0 %
laktézy, 2,75 % pharmamedia, 1,0 % sraZeného uhliitanu vapenatého, 1,0 % objemovych oleje
v 1 litru destilované vody o pH 6,6. VSechny procentuélni idaje jsou hmotnostni, neni-li uvedeno
Jinak. Po sterilizaci v autoklavu, aviak pfed naokovanim byl pfidan jest& sterilni 25% adipat
sodny pfi pH 6,6 tak, aby kone¢na koncentrace adipatu sodného byla 2,5 % hmotnostnich. Pak
byla kultura inkubovana za stejnych podminek jako ofkovaci kultura 5 az 7 dnd.

V ptipadé€, Ze ma byt ziskano mycelium a protoplasty pro transformaci nebo jako zdroje DNA, je
vhodné kmen péstovat v lahvich s objemem 250 ml s obsahem 50 ml dplného prostiedi CM se
sloZzenim: 50 ml 20x Clutterbuckovych soli (120 g Na,NOs, 10,4 g KCl, 10,4 g MgSO, x 7H,0,
30,4 g KH,PO,), 2,0 ml Vogelovych stopovych prvki (0,3 M kyselina citronova, 0,2 M ZnSO,
25 mM Fe(NH4), x 6H,O, 10 mM CuSO; . 3 mM MnSO,, 8 mM kyseliny borité a 2 mM
Na,MoO; x 2H,0), 5 g tryptonu, 5 g extraktu z kvasnic a 10 g glukézy v 1 litru destilované vody.
Kultura byla inkubovana pfi teploté 25 °C na rota&ni tiepa&ce p¥i 220 ot/min.

Priklad 2
Pé&stovani Cephalosporium acremonium

Kmeny C. acremonium byly udrzovany na $ikmém agaru, ktery obsahoval uplné Zivné prostredi
se slozenim: 20 g sacharézy, 20 g agaru, 4 g peptonu, 4 g extraktu z kvasnic, 3 g dusi¢nanu
sodného, 0,5 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,5 g hydrogenfosfore¢nanu draselného,
0,5 g chloridu draselného, 0,5 g siranu hofe¢natého x 7H,0, 0,01 g siranu Zeleznatého x 7H,0O
v 1 litru destilované vody o pH 6,6. Po 10 dnech riistu pti teploté 28 °C a relativni vlhkosti 66 %
bylo k Sikmému agaru pfidano 6 ml sterilizované vody a kultura byla s povrchu agaru seskrabana.
Vysledn4 suspenze byla pfenesena do sterilni zkumavky se $roubovacim uzavérem, obsahujici
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sklenéné kulicky. Po homogenizaci né&kolik minut bylo 3,5 ml vysledné suspenze pouZito
k naockovani kapalnych kultur. Suspenze byla také uZita k ziskani lyofilizované kultury pro
skladovani pfi teplot€ 4 °C. Suspenze kultury pfitom byla odstfedéna, usazenina byla znovu
uvedena do suspenze v 5% odstiedéném mléce a podily ziskané suspenze byly lyofilizovany ve
sterilnich ampulich.

Pro produkci cefalosporinu a také pro produkci mycelia jako zdroje DNA a RNA byla uZita
fermentace kmeni ve dvou stupnich v tfepacich lahvich. O&kovaci kultura byla zaloZena
pfidanim o&kovaciho materialu do lahvi s objemem 250 ml, obsahujicich 15 ml Zivného prostredi
s nasledujicim sloZenim: 5 g glukdzy, 40 g sachardzy, 30 g kukufi¢ného $krobu, 50 g fepné
melasy, 65g sojové mouky, 15,8 g siranu vapenatého x 2H,O, 8 g octanu amonného,
5 g srazeného uhli€itanu vapenatého, 7,5 g siranu amonného, 3,5 g siranu hofe¢natého x 7H,0,
1 g dihydrogenfosfore€nanu draselného, a 0,15 ml sojového oleje v 1 litru destilované vody pri
pH 6,2. Kultura byla inkubovana pti teploté 25 °C a relativni vlhkosti 65 % na rotaéni tfepacce
s vykyvem 70 mm pfi 220 ot/min. Po 96 hodinich inkubace byla zahijena produkéni kultura
pfenesenim 2 ml vegetativniho oCkovaciho materidlu do lahve s objemem 250 ml a s obsahem
15 ml erstvého svrchu uvedeného Zivného prostiedi. Inkubace pak byla provadéna dalsich
96 hodin za stejnych podminek.

V piipadé, Ze je zapotiebi ziskat mycelium jako zdroj DNA pro transformaci, je mozno kmeny
péstovat v lahvi sobjemem 500ml a sobsahem 100 ml dplného Zivného prostiedi, které
obsahuje 20 g glycerolu, 4 g peptonu, 4 g extraktu z kvasnic, 0,5 g dihydrogenfosforenanu
draselného, 0,5 g hydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,5 g chloridu draselného, 1 g siranu
hofe¢natého x 7H;O, 3 g dusi¢nanu sodného a 0,01 g siranu Zeleznatého x 7H,O v 1 litru
destilované vody. Kultura se péstuje pfi teploté 30 °C na rotagni tfepaéce pfi 200 ot/min.

Priklad 3
Izolace DNA genomu a celkové RNA Penicillium a Cephalosporium

Vegetativni mycelium z kultury, pfipravené svrchu uvedenym zplisobem a péstované 48 hodin
bylo oddéleno filtraci pfes mul, zmrazeno v kapalném dusiku a lyofilizovano pfes noc. SuSené
mycelium se drti spolu s piskem pii pouziti mozdife a tlouhu a pak se znovu uvede do suspenze
ve 25 ml 100 mM LiCl, 50 mM EDTA, 10 mM tris o pH 8,0 se 4 % SDS. Po zahf4ati suspenze na
teplotu 50 az 55 °C na vodni lazni s teplotou 60 °C se smés nejprve extrahuje pfi pouziti, 1M tris
o pH 8, nasyceného fenolem a pak p#i pouZiti tris, nasyceného smési fenolu a chloroformu
v objemovém pomeéru 1:1 a nakonec se smés extrahuje chloroformem. RNA se srazi z vodné faze
pridanim stejného objemu chladného 6 M LiCl a pak se nechd smés 2 az 3 hodiny pii teploté
-20 °C. Po odstfedéni pti 12 000 g celkem 20 minut pfi teploté 4 °C se k supernatantu ptida do
66 % objemovych ethanol a smés se 15 minut chladi na —20 °C k vysraZzeni DNA. Po odstfedéni
stejnym zpisobem jako svrchu se usazenina DNA promyje 70% ethanolem, vysusi a znovu
uvede do suspenze v pufru TE (10 mM tris—~HCl o pH 7,5, 1 mM EDTA). Koncentrace DNA se

stanovi srovnanim se znamym standardem DNA pfi barveni ethidiumbromidem elektroforézou
na agarézovém gelu.

Pro extrakci RNA se kultury Penicillium chrysogenum a Cephalosporium acremonium, popsané
v prikladech 1 a 2, péstuji 96 hodin ve 35 ml fermentaéniho prostredi za svrchu uvedenych
podminek pfi teploté 25 °C na rota¢ni tfepacce pti 220 ot/min. Mycelium se oddéli filtraci pres
filtr Whatman 1 za sniZeného tlaku a promyje se pfiblizn€¢ 50 ml vody. Pak se mycelium
okamzit¢ sejme z filtru, znovu se uvede do suspenze v Sml pufru pro rozruSeni bunék
(50 mM tris-HCI o pH 7,4, 150 mM NaCl, 5mM EDTA o pH 8,0 a 5% SDS), zmrazi se
v kapalném dusiku a lyofilizuje. Po lyofilizaci pfes noc se ptida 5 ml vody, obsahujici 0,1 %
DEPC a 5 ml smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu 50:50:1 s 1 M tris o pH 8 a smés se
necha 20 minut za protiepavani tat pfi teploté 37 °C. Pak se smés odstiedi pfi 12000 x g
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10 minut pfi teplot€ 4 °C vodna vrstva se odd&li a znovu extrahuje nejprve pfi pouziti smési
fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu, 50:50:1 s 1 M tris o pH 8 a pak fenolem, nasycenym 1 M
tris o pH 8 a nakonec chloroformem. Ke kone&né vodné vrstvé se pfida stejny objem 6 M LiCI
aroztok se necha stat nejméné 4 hodiny pfi teploté 20 °C. Celkova RNA se odstfedi pfi 12 000 g
celkem 20 minut pfi teploté 4 °C a usazenina se rozpusti v 0,3 ml pufru TE s 0,03 ml 3 M octanu
sodného a pak se pfida 2,5 objemi ethanolu k opétnému vysraZeni RNA. Kone&na usazenina se
rozpusti v 0,1 ml pufru TE a koncentrace RNA se stanovi spektrofotometrlcky pii vyuziti
absorpce pfi 260 nm.

Priklad 4

Konstrukce genové banky Cephalosporium acremonium a izolace gent pro expandazu/hydroxy-
lazu a pro acetyltransferazu z C. acremonium

Izolace genu pro expandazu/hydroxylazu C. acremonium

DNA genomu C. acremonium byla ¢aste€né rozStépena pomoci enzymu Sau3Al za vzniku
primémé velikosti fragmentu 10 aZ 20 kb, rozitépeny materidl byl odstiedén pii pouziti
hustotniho gradientu s obsahem 5 az 20 % chloridu sodného. DNA C. acremonium pfes vazbu do
mista pisobeni BamHI vektoru lambda 2001, uloZeni do &astic fagu pfi pouziti Gigapak
(Stratagene) s naslednou infekci E. coli. Vysledné plaky byly pfeneseny na nitrocelulosu
a sériové vySetfeny hybridizaci s komplementarni oligonukleotidovou sondou na 3'-zakonéeni
znamého fet€zce genu pro expandazu/hydroxylazu (Samson a dal3i, 1987). Sonda byla koncové
oznatena pomoci (t — *2P/ATP pii pouziti T4—polynukleotidkinazy. Positivni klony byly
izolovany, byla zkonstruovana mapa pusobeni restrikénich endonukledz a orientace genu byla
uréena hybridizaci Southern blot pfi pouziti svrchu uvedeného oligonukleotidu a dalsiho
oligonukleotidu s fet€zcem, komplementarnim k 5'~zakonceni genu.

Izolace genu pro acetyltransferazu z C. acremonium

PrestoZe nejde o postup, pouzity pro izolaci genu pro acetyltransferazu pro konstrukci vektoru,
popsaného v pfikladech 11 a 12, je moZno pouzit nasledujici postup s pouZzitim zndmé DNA.
Postupuje se tak, Ze se z genomové banky C. acremonium, pfipravené svrchu uvedenym
zpusobem vybere klon, obsahujici kdd pro acetyltransferazu na zakladé hybridizace s pouzitim
syntetickych oligonukleotidovych sond, komplementarnich k fet€zci pro acetyltransferazu
zpisobem podle publikace Matsuda a dali, 1992, Biochem. Biophys. Res. Commun., 182, 995 —-
1001.

Piiklad 5
Podminky pé€stovani Streptomyces clavuligerus

K péstovani byl pouzit Streptomyces clavuligerus kmen ATCC 27064. Tento kmen byl udrzovan
na plotnach, které obsahovaly 4 g extraktu z kvasnic, 10 g sladového extraktu, 4 g glukdzy, 20 g
agaru v 1 litru destilované vody o pH 7,2. Po péti dnech rustu pfi teploté 30 °C byly k plotndm
pfidany 2 ml sterilni vody a kultury byly se$krabany s povrchu agaru. Vysledna suspenze byla
pieneseny do sterilnich zkumavek se $roubovacimi uzavéry, obsahujicich sklenéné kulicky. Po
homogenizaci kultury michéni byla suspenze pouzita k naoCkovani kapalného zivného prostfedi.
Suspenze byla uZita také k uskladnéni pfi teploté —70 °C po pfidani glycerolu do 15 % kone¢ného
objemu.

V pfipadg, Ze bylo zapotiebi ziskat mycelia pro p¥ipravu protoplasti pro transformaci nebo jako
zdroj DNA, byly kmeny péstovany v lahvich s objemem 1 litr s obsahem 200 ml Zivného
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prostiedi YEME, které obsahuje 3 g extraktu z kvasnic, 5 g peptonu, 3 g sladového extraktu, 10 g
glukdzy, 340 g sachardzy, 1,02 g chloridu hofe¢natého x 6H,0, 5 g glycinu, 18 g agaru v 1 litru
destilované vody. Kultura se inkubuje pfi teploté 28 °C na rotalni tiepaéce pfi 220 ot/min.

Piiklad 6
Izolace DNA genomu Streptomyces

Vegetativni kultura po péstovani svrchu uvedené kultury 48 hodin se odstfedi pii 22 100 g
celkem 10 minut. Bunéény material se znovu uvede do suspenze v 10 ml pufru TE, pfida se
10 mg lysozymu a smés se inkubuje 15 minut pfi teploté 30 °C. Pak se pfida 1 ml 20% SDS
a pak ihned jest¢ 10 ml fenolu, nasyceného TE o pH 8 a 1,5 ml 5 M roztoku chloridu sodného
a smés se 20 minut opatrné micha pfevracenim. Faze se oddéli odstfedénim pki 12 000 g po dobu
10 minut, pak se vodnéa vrstva oddéli a pfenese do &erstvé zkumavky. Pfida se stejny objem
chloroformu a smés se 10 minut opatrné micha pfevracenim zkumavky. Pak se faze opét oddéli
odstfedénim 10 minut pfi 12 000 g, vodna vrstva se oddéli a pfenese se do isté zkumavky.
Opatrné se piidaji dva objemy izopropanolu a vysraZzend DNA se znovu rozpusti v co nejmensim
objemu pufru TE. Pak se pfidd RNA-4za A do kone&né koncentrace 20 mikrogrami/ml a roztok
se 1hodinu inkubuje pfi teploté 50 °C. Pak se piida protedza K do konelné koncentrace
100 mikrogrami/ml spolu se 100 mM NaCl a 0,4% SDS, a smés se inkubuje dalsi hodinu pfi
teplot€ 37 °C. Roztok se pak znovu extrahuje stejnym objemem fenolu, nasyceného TE o pH 8
aznovu se extrahuje chloroformem. DNA se oddéli po pfidani dvou objemt izopropanolu
a koncentrace se stanovi spektrofotometricky pfi odeéteni absorpce pfi 260 nm.

Priklad 7

Konstrukce genové banky a izolace fragmenti DNA, obsahujicich ‘geny pro expandazu
a hydroxylazu Streptomyces clavuligerus

Izolace genu pro expandézu S. clavuligerus

DNA genomu Streptomyces clavuligerus, ziskana svrchu uvedenym zplisobem se rozstépi
restrikénimi enzymy BamHI Sall. Rozitépends DNA se podrobi elektroforéze na 0,8%
agar6zovém gelu a fragmenty o velikosti 1,8 az 2,2 kb se vymyji a navazi na DNA pUC18,
pfedem roz3tépenou tymiz enzymy. Ziedéni podily ziskané smési po vazb&é se uziji
k transformaci bun&k. JM109 pfi pouZiti otevieni port elektrickym proudem pfi pouziti zafizeni
Gene Pulser (Bio—Rad, Richmond, CA). Ptiprava bunék a otevieni péra elektrickym proudem se
provadi podle doporuceni vyrobce. Transformovany material se nanese na plotny LB, obsahujici
100 mikrogramii/ml ampicilinu a 75 mikrolitri 2% X—-Gal. Po inkubaci pfes noc pfi teploté 37 °C
se rekombinantni kolonie inkubuji podle svého bezbarvého vzhledu vzhledem k inaktivaci genu
pro beta—galaktézidazu ve vektoru. Bezbarvé kolonie se pfenesou na ¢erstvou plotnu s prostfedim
LB s obsahem 100 mikrogram®/ml ampicilinu. Po p&stovani pfes noc pfi teploté 37 °C se kolonie
pienesou na nitrocelulosu a hybridizuji pfi pouZiti sondy, ziskané pomoci PCR-reakce,
odpovidajici fetézci znamého genu pro expandazu Streptomyces clavuligerus, baze 52 az 918
podle publikace Kovacevic a dalsi, 1989, J. Bacteril., 171, 754 — 760 a podle US 5 070 020
(Ingolia a dalsi). ZnaCeni reakéniho produktu PCR-reakce je moZno uskutecnit extensi
statistickym primerem pfi pouZiti 32P dCTP a zkuSebniho balitku Oligolabelling Kit, podle
nidvodu vyrobce (Pharmacia, Piseataway, New Jersey). Hybridizaéni reakce se provadi
v piitomnosti radioaktivné znacené sondy (106 impulsi za minutu), 30% formamidu, 5x SSC
(0,15M NaCl, 0,015M citronanu sodného o pH 7), 0,1 % SDS, 5x Denhardt (5 g ficoll,
5 g polyvinylpyrrolidonu a 5g BSA na 500 ml 50x zdsobniho roztoku) a 100 mikrogrami/ml
DNA zteleciho brzliku pfes noc pii teploté 37 °C. Né&kolik transformovanych kolonii silné
hybridizovalo se sondou. Bylo potvrzeno, Ze jedna z kolonii obsahuje vektor, nesouci gen pro
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expandézu, analyza byla provadéna pomoci restrikénich enzymi. Zjistény plazmid byl oznagen
pFTSO-1.

Izolace genu pro hydroxylazu S. clavuligerus

DNA genomu Streptomyces clavuligerus byla &aste¢né rozit&pena enzymem BamHI a navazana
na vektor lambda Dash II (Stratagene). Vyslednd genomova banka byla sériové sledovéana
hybridizaci na oligonukleotid, obsahujici 30 bazi, s totoznym fetézcem, jako prvnich 30 bazi
znamého fetézce genu pro hydroxylédzu z publikace Kovacevic a Miller, 1991, J. Bact., 173:398.
Po provedeni hybridizace Southern blot pfi pouZiti DNA ze dvou positivnich klonii fagu po
rozit€peni enzymem BamHI byl ziskian olekivany fragment o velikosti 6 kb, ktery byl
subklonovén. Z tohoto subklonu byla ziskina po rozitépeni enzymem Kpnl fada fragmenti
v souladu se zvefejnénou mapou piisobeni restrik&nich enzymd pro gen pro hydroxyldzu podle
Kovacevic a Miller, 1991.

Priklad 8
Izolace DNA plazmidu

Kultury Escherichia coli, obsahujici pozadovany plazmid, byly p&stovany v 500 ml prostfedi LB
s obsahem 20 g/litr zakladu pro kapalné prostfedi LB (Gibco, Paisley, Skotsko) s obsahem
15 mikrogrami/ml tetracyklinu na rotalni tfepa&ce pfi 220 ot/min 12 aZz 16 hodin pfi teploté
37 °C. Buiiky byly oddéleny odstfedénim pti 4000 g celkem 10 minut pii 4 °C. Usazenina bungk
byla znovu uvedena do suspenze v 18 ml pufru s gluk6zou (50 mM glukézy, 25 mM tris o pH 8,0
a 10 mM EDTA) a 2 ml 40 mg/ml lysozymu (Sigma, St. Louis, MO) v gluk6zovém pufru, po
smiseni byla smé&s 15 minut inkubovana p¥i teplot& mistnosti. Pak bylo pfidano 40 ml &erstvé
ptipraveného roztoku 0,2 N NaOH, 1% SDS, smés byla opatrné promichdna a uloZena na
10 minut do ledu. Pak bylo pfidano 30 ml 5 M octanu draselného o pH 4,8 a po promichani byla
smé&s uloZena jeSté na 10 minut do ledu. Bun&&n4 drt’ pak byla usazena odstfedénim pfi 4000 g na
10 minut pfi 4 °C a vysledny supernatant byl zfiltrovan pfes vrstvu mulu. K vyZefenému
supernatantu bylo pfidano 0,6 objemu izopropanolu k vysraZzeni DNA plazmidu, sraZenina se
tvofila 20 minut v pribéhu inkubace pfi teploté¢ mistnosti. DNA plazmidu byla usazena
odstfedénim 20 minut pfi 4000 g pii teploté 4 °C, pak byla promyta 70% ethanolem a kratce
suSena. Usazenina pak byla znovu.uvedena do suspenze v 9 ml pufru TE a pak bylo pfidano
10 g CsCl a 0,387 ml roztoku ethidiumbromidu s obsahem 10 mg/ml. Tento roztok byl odstfedén
24 hodin pfi 313 100 g. Vysledny pas plazmidu v gradientu chloridu cesného byl vyzualizovan
pomoci ultrafialového svétla, oddélen a ethidiumbromid byl odstranén extrakci butanolem,
nasycenym vodou. Pak byl chlorid cesny odstranén dialyzou proti pufru TE a nakonec byla DNA
koncentrovana pfi pouZiti PEG s molekulovou hmotnosti 8000. Koncentrace DNA byla
stanovena spektrofotometricky odec¢tenim absorpce pfi 260 nm.

Priklad 9
Konstrukce vektoru pPenFTSO pro transformaci Penicillium
UloZeni genu pro odolnost proti phleomycinu

Vektor pro transformaci Penicillium byl zkonstruovan pfi pouZiti genu pro odolnost proti
phleomycinu jako dominantniho oznadeni pro pristi selekci. Nejprve byl izolovan fragment
s velikosti 660 bp s obsahem genu pro odolnost proti phleomycinu (3lo o gen pro bilkovinu, ktera
vaze phleomycin z Streptoalloteichus hindustanus) a byla provedena jeho vazba na terminator
cytochromu CI z kvasinek pfi pouZiti plazmidu pUT713, rozitépeného enzymy BamHI/BgIII
(CAYLA, Toulouse Cedex, Francie), postup byl provadén pfi pouZiti elektroforézy s naslednou
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eluci zagarézového gelu. Izolovany fragment byl uloZzen do mista §t€peni BamHI vektoru
pSELECT® 1 (Promega Corporation) a orientace genu byla ovéfena analyzou restrikénimi
enzymy. Jediné misto pisobeni HindIll vysledného plazmidu byla odstranéna roz$t€penim
enzymem Hindlll, vyplnénim vzniklych zakonleni Klenowovou polymerazou a opétnym
navazanim. Pak byl uloZen fragment Pst I s velikosti 550 bp a s obsahem lambda cos., ktery
umoZziiuje pouziti vektoru pro tvorbu kosmidu v pfipadg, Ze se pouziji pro uloZeni fragmenty
s pfisludnou velikosti. Tento vektor byl oznaéen pSCP4.

DNA genomu P. chrysogenum byla &asteéng rozitdpena enzymem Sau3A a pouZita k pfipravé
banky fagu lambda EMBL3 jako vektoru. Klon, obsahujici gen pro syntetdzu izopenicilinu N,
IPNS byl z banky izolovan a uZit pro pfipravu fady subklont, z nichZ jeden obsahoval fragment o
velikosti 3,6 kb z prvniho mista pisobeni BamHI proti sméru translace genu IPNS az k prvnimu
mistu pisobeni HindIll po sméru translace tohoto genu. Jediné misto pisobeni Sall v tomto
subklonu bylo odstranéno rozitépenim Sall, vyplnénim vzniklych zakonéeni Klenowovou
polymerdzou a opétnym navazanim. Pak bylo obdobnym zpisobem odstranéno jediné misto
pusobeni Xbal rozstépenim pomoci Xbal, vyplnénim mist a opétnou vazbou. Vysledny plazmid
byl oznacen pSXF-1. Zkonstruovany promotor IPNS byl na gelu izolovan z plazmidu pSXF-1
jako fragment po St€peni enzymem Ncol o 1,2 kb a byl uloZzen do mista Ncol ve svrchu popsaném
plazmidu pSCP4, Orientace, stanovena rozitépenim restrikénimi enzymy byla zvolena tak, Ze
promotor byl spojen s genem pro odolnost proti phleomycinu v mist¢ kodonu ATG pro start.
Tento plazmid byl oznaten pUTZ-2.

UloZeni genu pro expandazu S. clavuligerus

Fragment o velikosti 1645 kb, obsahujici gen pro expandazu Streptomyces clavuligerus byl
¢idtén z materidlu, ziskaného z pFTSO-1, tak, jak byl svrchu popsén, enzymy BamHI a Sall,
¢iSténi bylo provadéno elektroforézou a eluci z 0,8% agarézového gelu. Izolovany fragment byl
ulozen do vektoru pSELECT (Promega Corporation), rovnéz rozstépeného enzymy BamHI
a Sall. Vznikly vektor byl oznaten pFTSO-8. Nové misto pusobeni Ncol bylo vytvofeno
u kodonu ATG pro pocatek genu pro expandazu cilenou mutagenezou pFTSO-8 pfi pouziti
prostiedku pro mutagenezu in vitro Altered Sites® (Promega Corporation). Mutace byla vyvolana
podle navodu vyrobce. Byl zkonstruovan oligonukleotid, komplementarni ke kédovému fetézci
oblasti DNA u kodonu ATG pro poitek ze zvefejnéného fetézce genu pro expandazu
Streptomyces, tak jak byl popsan v publikaci Kovacevic a dalsi, 1990, Journal of Bacteriology,
171, str. 3952 — 3958. Tento oligonukleotid byl syntetizovan kyanoethylfosforemiditovym
postupem pfi pouZiti zafizeni Gene Assembler (Pharmacia), oligonukleotid mél nasledujici
fetézec:

fetézec ¢. 8:
3" CGAGAGGATCAGTGAGAGTCCATGGACACGACGG Y

Vznik mutace byl potvrzen analyzou restrikénim enzymem. Pak byl izolovan fragment Ncol
o 1,2 kb z plazmidu pUTZ-2, obsahujici konstrukci promotoru IPNS z P. chrysogenum pomoci
restrikéniho enzymu Ncol s naslednou elektroforézou na agarézovém gelu. Oblast promotoru
IPNS byla navazana do vektoru pFTSO-8 v novém misté pisobeni Ncol, které bylo vytvoieno
mutaci na kodonu ATG pro pocatek genu pro expandazu. Orientace promotoru vzhledem ke genu
pro expandazu byla ovéfena analyzou restrikénimi enzymy. Kazeta, obsahujici promotor IPNS
a gen pro expandéazu pak byla vyjmuta jako fragment BamHI/Sall a uloZena do vektoru pUTZ-2
po jeho rozitépeni BamHI/Sall k jeho transformaci, $lo o svrchu uvedeny vektor Penicillium.
Konec¢né konstrukce byla oznacena pPenFTSO.

Priklad 10

Konstrukce vektoru pPEN/CEPH-1 pro transformaci Penicillium
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UlozZeni promotorové oblasti IPNS

Oblast promotoru IPNS byla izolovéna z plazmidu pUTZ-2, popsaného v pfikladu 9 roz§tépenim
enzymy Xhol/Smal. Vektor pUTZ-2 byl rozitépen enzymem BamHI a vzniklad zakondeni byla
vyplnéna pii pouziti INTP a Klenowova fragmentu za vzniku vyplnénych zakoné&eni a pak byl
materidl roz$tépen pomoci enzymu Xhol a izolované fragmenty promotoru IPNS po 3t&peni
enzymy Xhol/Smal byly uloZeny do tohoto rozitépeného vektoru, &imZ vznikla konstrukce,
obsahujici dvé& oblasti promotoru IPNS. Tento vektor byl oznaden pUTZ-7.

UlozZeni genu pro expandazu/hydroxylazu C. acremonium

Jedna zoblasti promotoru IPNS pak byla izolovana elektroforézou s naslednou eluci
z agar6zového gelu z plazmidu pUTZ-7 jako fragment po $té€peni Xhol/Xbal a uloZena do
vektoru pBluescript 11 SK (Stratagene, La Jolla, CA) po jeho rozitépeni enzymy Xhol/Xbal.
Tento vektor byl oznaden pIPNSp/blue.

Gen pro expandizu/hydroxyldzu Cephalosporium byl izolovan elektroforézou a eluci
z agar6zového gelu jako fragment s velikosti 1,6 kb po 3t&peni HindIII/Xabl z jednoho svrchu
identifikovaného klonu genomu a byl uloZen do mista HindIII/Xbal rozitépeného vektoru
pSELECT. Nové misto BspHI bylo vytvofeno v mist¢ kodonu ATG genu pro expandazu/-
hydroxylazu cilenou mutaci pti pouZiti systému pro tvorbu mutace in vitro, Altered Sites™ .
(Promega Corporation). Mutace byla vytvofena podle instrukci vyrobce. Byl zkonstruovan
oligonukleotid, komplementarni ke kédovému fetézci oblasti DNA v misté¢ kodonu ATG pro
potétek z uveiejn€ného fetézce genu pro expandazu/hydroxyldzu Cephalosporium acremonium
podle publikace Samson a dali, Bio/Technology, sv. 5, listopad 1987. Oligonukieotid byl
syntetizovan pfi pouZiti kyanoethylfosforamiditového postupu pfi pouZiti zafizeni Gene
Assembler (Pharmacia), oligonukleotid mél tento fetézec: '

fetézec €. 9:
3 GTTTTGGTGTCGTAGTAGTACTGAAGGTTCCAG 5’

Vznik mutace byl potvrzen analyzou pomoci restrik&nich enzymi. Pak by! elektroforézou a eluci
z agaro6zového gelu izolovan gen pro expandazu/hydroxylazu Cephalosporium acremonium jako
fragment BspHI/Xbal a byl uloZen do vektoru pIPNSp/blue, rozitépeného Ncol/Xbal, tak jak byl
popsan v piedchozich odstavcich. Tento vektor tedy nyni obsahoval promotor IPNS Penicillium

v misté kodonu ATG genu pro expandazu/hydroxylazu Cephalosporium acreménium. Vektor byl
oznacen pIPNSp/EXP/blue.

Tato kazeta sobsahem promotoru IPNS a genu pro expandazu/hydroxylazu byla &astetné
rozStépena enzymem Xhol a Gplng€ rozit€pena enzymem Xbal a fragment byl izolovan elektro-
forézou a eluci z agarézového gelu a uloZen do mista Xhol/Xbal rozst&peného vektoru pUTZ-2,
tak jak byl popsan svrchu, ¢imz vznikl vysledny vektor pro transformaci, pPEN/CEPH-1.

Priklad 11

Konstrukce vektoru pro transformaci Penicillium tak, aby doslo kexpresi obou genii pro
expandazu a pro hydroxylazu S. clavuligerus

Gen pro beta—tubulin P. chrysogenum byl klonovéin z banky genomu fagu lambda pfi pouziti
genu pro beta-tubulin Aspergillus niger jako hybridiza¢ni sondy. Fragment o velikosti 2,0 kg po
Stépeni Xbal/HindlIl, obsahujici promotor pro beta—tubulin Penicillium byl uloZen do mista
Xbal/HindIIl plazmidu pSELECT (Promega). Misto piisobeni Ncol bylo vytvofeno v mist&
kodonu ATG pro pocatek cilenou mutagenezi fetézce AAAATGCGT na fetézec ACCATGGGT.

-32-



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 288979 B6

Z vysledného vektoru byl na gelu izolovan po $t&€peni BamHI/Ncol fragment o 1,4 kb, ktery byl
uloZen mezi mista BamHI a Ncol svrchu popsaného plazmidu pUTZ-2 za vzniku vektoru pCI-6.
Z klonu genomu P. chrysogenum byl na gelu izolovan fragment Sall o velikosti 5,1 kb, obsahujici
Jjak IPNS, tak gen pro acyltransferazu a tento fragment byl uloZen do mista Sall plazmidu
pUTZ-2 za vzniku plazmidu pUTZ-5. Z plazmidu pUTZ-5 byl izolovan 3’ terminatorovy
fetézec genu IPNS restrikci enzymy BamHI a HindIIl s naslednou izolaci fragmentu o velikosti
1,3 kb na gelu, fragment byl pak uloZen mezi mista BamHI a HindIII svrchu popsaného plazmidu
pCI-6 za vzniku plazmidu pCl-23. Jediné misto pusobeni Sall v blizkosti mista BamHI
v plazmidu pCI-13 bylo odstranéno restrikci, vyplnénim pomoci Klenowovy polymerazy a
opétnou vazbou. Nové misto pisobeni Sall bylo vytvofeno na druhé strané mista BamHI cilenou
mutagenezou fet€zce GGAAGACG za vzniku fetézce GGTCGACG. Pak byl zplazmidu
odstranén gen pro odolnost proti ampicilinu restrikci enzymem Pvul, izolaci vétsiho fragmentu a
opétnou vazbou za vzniku plazmidu pCI-15 Nakonec byla kazeta, obsahujici promotor IPNS a
gen pro expandazu izolovéna z plazmidu pPENFTSO na gelu jako fragment o velikosti 2,4 kb po
Stépeni BamHI/Sall a kazeta byla uloZena do plazmidu pCI-15 za vzniku plazmidu pEXP-1.

Konstrukce vektoru pro expresi obou genii, genu pro hydroxylazu i genu pro expandazu
S. clavuligerus, zahruje nasledujici stupné. Fragment o velikosti 2,9 kb po §tépeni Kpn T,
obsahujici gen pro hydroxyldzu se subklonuje v plazmidu pSELECT tak, Zze misto EcoRI
v polyspojovniku se nachdzi smérem 5’ v bezprostfedni blizkosti genu. Jediné misto Ncol
vplazmidu se odstrani cilenou mutagenezi fetézce TCCATGGGC za vzniku fetézce
TCGATGGGC a soutasné se vytvori v misté¢ kodonu pro po¢atek nové misto plisobeni Ncol
zmeénou fetézce AACATGGC na fetézec ACCATGGC. Obé zmény uchovavaji vysledny fetézec
aminokyselin. Fragment o velikosti 1,0 kb po 3t&¢peni AcoRI/Ncol, obsahujici zkonstruovany
promotor IPNS se izoluje na gelu z plazmidu pUTZ-2 a uloZi mezi mista pisobeni EcoRI a Ncol
svrchu uvedeného vektoru, obsahujiciho pozménény gen pro hydroxylazu. Pak se jediné misto
plisobeni EcoRI ve vysledném vektoru zméni na misto pisobeni HindIII cilenou mutagenezi.
Konstrukce, obsahujici spojeny gen pro hydroxylazu a 5'~IPNS se z vysledného vektoru izoluje
jako fragment po piisobeni enzymu HindIII a tento fragment se uloZi do jediného mista pisobeni
enzymu HindIIl ve svrchu popsaném vektoru pEXP-1. Vysledny vektor obsahuje gen pro
expandazu a gen pro hydroxylazu, pii¢emz kazdy z t&chto geni je pod fizenim promotoru IPNS,
mimoto obsahuje tento vektor znadici gen pro odolnost proti phleomycinu pod fizenim promotoru
pro beta—tubulin.

Ptiklad 12
Konstrukce vektoru pPenCACT pro transformaci Penicillium
UlozZeni genu pro odolnost proti hygromycinu

Byl zkonstruovan vektor pro transformaci Penicilium s obsahem genu pro odolnost proti
hygromycinu jako dominantniho znaeni pro selekci. Gen pro fosfotransferazu hygromycinu
B zE. coli, byl izolovan elektroforézou s naslednou eluci z agar6zového gelu jako fragment
ovelikosti 1,15kb po Stépeni vektoru pHph-1 (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN)
enzymem BamHI a gen byl pak uloZen do vektoru mp19 po jeho rozitépeni BamHI. Orientace
genu pro odolnost proti hygromycinu vmpl9 byla stanovena analyzou RF DNA pomoci
restrikénich enzymi. 5'-misto pisobeni BamHI se nachéazi blizko kodonu ATG pro pocatek
v genu pro odolnost proti hygromycinu. Aby bylo mozno usnadnit uloZeni jiného promotoru do
tohoto 5’ BamHI mista, bylo 3' BamHI misto odstranéno cilenou mutagenezi pfi pouziti baliCku
pro cilenou mutagenezi, Mutator'™ (Stratagenem La Jolla, CA). Mutace byla vytvofena podle
pokynli vyrobce. Byl zkonstruovan nukleotid, komplementarni k oblasti DNA v misté 3'-BamHI
ze zveiejnéného fetézce genu pro fosfotransferazu hygromycinu B E. coli (Gritz L., a Davies J.,
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1983, Gene 25, 179). Tento oligonukleotid byl syntetizovan pii pouZiti kyanoethyifosfor-
amiditového postupu pii pouzZiti zafizeni Gene Assembler (Pharmacia) a mél nasledujici fetézec:

fetézec €. 10:
5' TACCCGGGGTTCCCGCGAACT 3.

Vznik mutace byl potvrzen analyzou pomoci restrikénich enzymi. Mutovany gen pro odolnost
proti hygromycinu byl pak izolovén elektroforézou s naslednou eluci z agar6zového gelu jako
fragment po pisobeni enzymi Smal/Xbal a byl uloZen do vektoru pUC 18 po jeho rozsitépeni
pusobenim enzymu Smal/Xbal.

Promotor IPNS z Penicillium byl izolovan elektroforézou a naslednou eluci z agar6zového gelu
jako fragment o velikosti 1,2 kb ze svrchu popsaného vektoru pUTZ-2 po jeho rozitépeni
enzymem Ncol. Syntetické oligonukleotidové spojovniky byly syntetizovany k vytvofeni mista
pusobeni BamHI z mist piisobeni Ncol na koncich fragmentu promotoru IPNS tak, aby promotor
IPNS byl uloZen v mist¢ 5’ BamHI blizko kodonu ATG genu pro odolnost proti hygromycinu.
Oligonukleotidy byly syntetizovany kyanoethylfosforamiditovou metodou pfi pouZiti zafizeni
Gene Assembler (Pharmacia) a mély nasledujici fetézce:

fetézec €. 11:
5" CATGAAGAAG 3’

fetézec &. 12:
3 TTCTTCCTAG 5’

Tento fetézec zachovava pfirodni fetézec promotoru IPNS, aviak pridava dvé aminokyseliny
v genu pro odolnost proti hygromycinu. Oligonukleotidy byly spojeny, fosforylovany a uloZeny
do fragmentu promotoru TPNS do mista po rozstépeni Nco, ¢imZ doslo ke vzniku mist piisobeni
BamHI na 5 i 3’ zakon&eni fragmentu promotoru IPNS. Takto modifikovany promotor byl
uloZen do genu pro odolnost proti hygromycinu, rozitépeného enzymem BamHI v plazmidu
pUSI18 a orientace byla potvrzena analyzou pomoci restrikénich enzymi. Tato kazeta s obsahem
promotoru IPNS a genu pro odolnost proti hygromycinu pak byla izolovana elektroforézou
aeluci z agarézového gelu jako fragment o velikosti 2,1 kb po rozstépeni enzymy Xhol/Sall
(misto Xhol je uloZeno na 5'-zakongeni promotoru IPNS a misto pisobeni Sall pochazi
z polyspojovniku pUC) a fragment se ulozi do vektoru pSELECT, rozstépeného Sall. Orientace
kazety se ovefi analyzou restrikénim enzymem. Takto ziskany vektor byl oznaen pIPNS/HYG.

UlozZeni genu pro acetyltransferazu Cephalosporium acremonium

Gen pro acetyltransferazu Cephalosporium byl izolovéan ze svrchu popsaného klonu genomu jako
fragment o velikosti 1,8 kb po §tépeni BglIl/Sall, izolace byla uskute¢néna elektroforézou a eluci
z agar6zového gelu. Gen pro acetyltransferazu byl uloZen do rozitépeného vektoru pSELECT do
mista po $tépeni BamHI/Sall. Aby bylo usnadnéno uloZzeni promotoru IPNS Penicillium do mista
kodonu ATG genu pro acetyltransferazu Cephalosporium, bylo vytvofeno nové misto pisobeni
enzymu Ncol v kodonu ATG genu pro acetyltransferdzu a misto pisobeni enzymu Ncol uvniti
strukturniho genu bylo odstranéné cilenou mutagenezi pfi pouziti systému pro mutagenezi in
vitro, Altered Sites™ (Promega Corporation). Mutace byla vyvolana podle nivodu vyrobce. Byly
zkonstruovany oligonukleotidy, komplementarni ke kodovému fetézci pfisluSnych oblasti DNA
z fetézce genu pro acetyltransferazu Cephalosporium, tak jak byly svrchu uvedeny jako fetézce
¢. 1 a 2. K odstranéni vnitiniho mista piisobeni enzymu Ncol ve strukturnim genu byly pouZity
nasledujici oligonukleotidové fetézce:

fetézec. €. 13:
3' GTCGGCGCATCGATGGGTGGAAT 5’
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Oligonukleotidovy fetézec, pouzity k vytvofeni nového mista Ncol v kodonu ATG pro podatek
translace mél nasledujici sloZeni:

fetézec €. 14:
3' CGCCCACCATGGCGCCTCAGAT 5.

Tyto oligonukleotidy byly syntetizovany kyanoethylfosforamiditovou metodou pfi pouZiti
zafizeni Gene Assembler (Pharmacia). Vznik mutace byl potvrzen analyzou pomoci restrikénich
enzymu. Ziskany vektor byl oznag¢en pMUTACT.

Promotor IPNS Penicillium byl izolovan elektroforézou s naslednou eluci z agarézového gelu
jako fragment s velikosti 1,2kb po &tépeni enzymem Ncol zvektoru pUTZ-2, ktery byl
podrobnéji popsan svrchu. Uvedeny fragment promotoru byl pak uloZen do vektoru pMUTACT
do mista pisobeni enzymu Ncol po rozitépeni vektoru timto enzymem. Timto zpisobem se
dostava promotor IPNS do polohy kodonu ATG genu pro acetyltransferazu Cephalosporium
acremonium. Orientace promotoru byla ovéfena analyzou pomoci restrikénich enzymi. Uvedena
kazeta s obsahem promotoru IPNS a genu pro acetyltransferdzu byla rozstépena enzymy
Xhol/Sall (misto Xhol se nachazi na 5'-zakon&eni promotoru IPNS a misto Sall se nachazi na
3'—zakon&eni genu pro acetyltransferazu) a pak byla ulozena do vektoru.pSELECT po jeho
roz3tépeni enzymem Sall. Orientace fragmentu byla ovéfena analyzou restrikénimi enzymy.
Takto pfipraveny vektor byl pak oznaéen pMUTACT/IPNS.

Mutaci, kterd byla pouzita k vytvofeni nového mista pusobeni Ncol v kodonu ATG genu pro
acetyltransferazu doslo ke zméné druhé aminokyseliny ze serinu na alanin. Aby bylo moZno
udrzet kodovy fetézec, totozny s pfirodnim genem, byla uskute&néna jest® jedna cilend mutace
pfi pouZiti systému pro vytvofeni mutace in vitro Altered Sites™. Oligonukleotid byl
zkonstruovan jako komplementarni ke kddovému fetézci pfisluiné oblasti DNA fetézce genu pro
acetyltransferazu, tyto fet€ézce byly uvedeny svrchu jako fetdzce €. 1 a 2. Ke zméné& druhé
aminokyseliny z alaninu na serin byl uzit oligonukleotid s nasledujicim fetdzcem:

fetézec €. 15:
3’ TCTAGCTAGACACCATGTCGCCTOAGAT 5'.

Oligonukleotid byl syntetizovéan pii pouZiti kyanoethylfosforamiditové metody a zatizeni Gene
Assembler (Pharmacia). Vznik mutace byl potvrzen analyzou fetézce DNA pii pouZiti balicku
pro stanoveni fetézce DNA, USB Sequenase Version 2.0 (USB, Cleveland, Ohio). Primery pro
analyzu fetézce byly syntetizovany kyanoethylfosforamiditovou metodou a zafizenim Gene
Assembler (Pharmacia). Ziskany vektor byl oznaten pMUTACT/IPNS-2.

Kazeta, obsahujici promotor IPNS a gen pro odolnost proti hygromycinu se vyjme z vektoru
pIPNS/HYG jako fragment po 3tépeni Xbal a uloZi se do vektoru pMUTACT/IPNS-2,
roz3tépeného Xbal za vzniku vysledného vektoru pro transformaci, oznaeného pPenCACT.
Orientace kazety pro odolnost proti hygromycinu se stanovi analyzou restrikénimi enzymy.

Priklad 13

Konstrukce vektoru p-TS-8 pro transformaci Penicillium tak, aby dochazelo k expresi genu pro
expandazu/hydroxylazu i genu pro acetyltransferazu z Cephalosporium acremonium

Gen pro acetyltransferazu Cephalosporium byl izolovan elektroforézou s naslednou eluci
zagarozového gelu jako fragment o velikosti 1,8 kb klonu genomu po rozitépeni enzymu
BglIl/Sall a byl uloZen do vektoru pSELECT (Promega Corporation), rozitépeného BamHI/Sall.
K usnadnéni vhodného uloZeni promotoru IPNS Penicillium do kodonu ATG genu pro
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acetyltransferdzu Cephalosporium se vytvofi nové misto pisobeni Ncol vkodonu ATG,
uloZeného u baze —42 (Mathison a dalsi, Current Genetics, v tisku) a odstrani se vnitini misto
Ncol ve strukturnim genu vyvolanim cilené mutace pfi pouZiti systému pro vyvolani mutaci in
vitro, Altered Sites (Promega Corporation). Mutace byla vyvolana podle navodu vyrobce.
Oligonukleotidy byly zkonstruovany tak, aby byly komplementarni ke kédovym oblastem
v piisludné Casti fetézce DNA, aviak byly zafazeny n€které zmé&ny tak, aby doslo k vytvoreni
nebo odstranéni mista plisobeni enzymu Ncol. Oligonukleotid, pouzity k odstranéni vnitfniho
mista ptisobeni Ncol ve strukturnim genu mél nasledujici fetézec:

fetézec €. 16: :
3’ GTCGGCGCATCGATGGGTGGAAT 5'.

Oligonukleotid, pouzity k vytvofeni nového mista plisobeni enzymu Ncol v kodonu ATG u baze
—42 mél nasledujici fetézec:

fetézec &. 17:
5" CTCCGATAGGGCGTGGTACCCGGCCCTACTCTTAT 3’

Oligonukleotidy byly syntetizovany kyanoethylfosforamiditovou metodou pfi pouZiti zafizeni
Gene Assembler (Pharmacie). Vznik obou mutaci byl potvrzen analyzou restrikénimi enzymy.
Ziskany vektor byl ozna¢en pMUTACT. Promotor IPNS Penicillium byl izolovén elektroforézou
a naslednou eluci z agar6zového gelu jako fragment o velikosti 1,2 kb z vektoru pUTZ-2, ktery
byl podrobnéji popsan svrchu, po jeho rozitépeni enzymem Ncol. Tento fragment promotoru pak
byl uloZen do vektoru pMUTACT po jeho rozitépeni enzymem Ncol, promotor IPNS byl nyni
uloZen pfimo v —42 ATG genu pro acetyltransferazu Cephalosporium. Orientace promotoru byla
potvrzena analyzou restrikénimi enzymy. Takto ziskany vektor byl oznaten pMUTAC/IPNS.
Z vektoru pMUTACT/IPNS byl elektroforézou s naslednou eluci z agar6zového gelu izolovan
fragment o velikosti 2,5 kb $tépenim Xhol/Sall, tento fragment obsahoval kazetu s promotorem
IPNS a genem pro acetyltransferazu, tato kazeta pak byla uloZena do svrchu popsaného vektoru
pUTZ-2, rozitépeného Sall. Tento vektor, vytvofeny jako meziprodukt byl pak rozité€pen
enzymem Xbal a navazan na fragment Xbal o velikosti 2,1 kb ze svrchu popsaného vektoru
pPEN/CEPH-1, obsahujiciho kazetu s promotorem IPNS a genem pro expandazu/hydroxylazu,
¢imz byl ziskan vysledny vektor pro transformaci, ktery byl oznacen pTS-8.

Priklad 14
Transformace Penicillium chrysogenum

Protoplasty ze svrchu uvedeného kmene Penicillium chrysogenum byly vytvofeny naockovanim
50 ml kapalného Zivného prosttedi CM s pouzitim 1 x 10’ spér na 67 hodin, po tuto dobu bylo
prostiedi udrzovéano na teploté 25 °C na rota¢ni tfepacce pii 220 ot/min. Mycelium bylo oddéleno
filtraci pfes vrstvu mulu, pfeneseno do lahvi s objemem 500 ml a znovu uvedeno do suspenze ve
25 ml prostfedi KMP s obsahem 0,7M KCI, 0,8M mannitolu, 0,02M KPO, o pH 6,3, mimoto
obsahovalo prostiedi 100 mg prostfedku Novozyme 234 (Novo BioLabs, Bagsvaerd, Dansko),
pak bylo prostiedi inkubovano pfi 30 °C a 100 ot/min. Sferoplasty byly oddéleny filtraci pfes
vrstvu mulu a skelné vaty a usazeny odstfedénim 10 minut pi¥i 350 g. Pak byly sferoplasty tfikrat
promyty 10 ml pufru KMP a znovu uvedeny do suspenze v KMPC (KMP s 50 mM CaCl,) do
koncentrace 5 x 10’ bundk/ml a smés byla ponechina 20 minut pfi teplot¢ mistnosti. Pro
transformaci Penicillium bylo 200 mikrolitri suspenze sferoplastu pfidano k DNA (5 mikro-
gram DNA vektoru v 6,2 mikrolitrech KMPC s 5 mg/ml heparinu) s 50 mikrolitry PPC (40%
PEG s molekulovou hmotnosti 3500, 20 mM KPO, o pH 6,3, 5% CaCl, byl pfidan tésné pied
pouZitim) a vyslednd smé&s byla inkubovéana v ledu celkem 30 minut. Pak byl pfidan 1 ml Cerstvé
piipraveného PPC a smés byla pfenesena do 50 ml agaru pro regeneraci s teplotou 50 °C (CM
plus 1,3 M mannitolu a 3 % agaru). Transformaéni smés pak byla rozdélena do péti Petriho
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misek. Po regeneraci 24 hodin pfi 25 °C byly plotny prevrstveny OL (1% pepton v 1% agaru)
s obsahem 100 mikrogrami/50 ml phleomycinu. MnoZstvi materialu pro pfevrstveni bylo stejné
Jjako mnoZstvi agaru pro regeneraci. Plotny pak byly inkubovéany 7 az 14 dnii pfi 25 °C a byla
pozorovana tvorba kolonii transformovaného organismu.

Ptiklad 15
Zkousky na biologickou a¢innost

Biologickd zkou3ka sdifuzi vagaru byla pouZzita ke stanoveni antibiotické G&innosti
fermentaCnich produkti adipoyl-6-APA a adipoyl-7-ADCA, izolovanych pomoci HPLC.
20 mikrolitrii izolovaného produktu bylo naneseno na kotouge s primérem 5 mm na plotng agaru
LB (20 g/litr zékladniho bujonu LB s 3% agarem, Gibco, Paisley, Skotsko), agar byl naotkovéan
kmenem Bacillus subtilis ATCC 33677 nebo E. coli, supersensitivnim kmenem (Prof. Arnold L.
Demain, MIT). Bacillus subtilis byl pouZit jako indikatorovy kmen k zajisténi adipoyl-6—APA
a supersensitivni kmen E. coli byl pouZit jako indikatorovy kmen pro zjisténi adipoyl-7-ADCA.
Po 15 hodinach inkubace pFi teploté 37°C bylo moZno pozorovat halo inhibice ristu
indikéatorové bakterie kolem kotoude, coz znamené, Ze produkty mély biologickou G&innost. Jako
kontroly v tomto pokusu byly pouZity deacetoxycefalosporin C, cefalosporin C, penicillin V

a agar s obsahem nebo bez obsahu penicilindzy jako kontrola pro potvrzeni beta—laktamové
struktury.

Priklad 16
Metoda HPLC pro soudasnou analyzu adipoyl-6-APA, -7-ADCA, -7-ADAC a —-7-ACA

FermentaCni produkty z transformovanych kmeni Penicillium, adipoyl-6-APA, adipoyl-7—
ADCA, adipoyl-7-ADAC a adipoyl-7-ACA byly soudasné analyzoviny vysokotlakou
kapalinovou chromatografii, HPLC. Systém HPLC byl tvofen nasledujicimi slozkami (Waters):
systém pro pfivod rozpoustédla 625, detektor vinové délky 409E (nastaveny na 220 nm
a 260 nm), systém pro maximalni idaje 825. Stacionarni fazi byla slisovana radialni naplii Nova—
Pak C' s rozméry 5x 100 mm s vlozenym systémem Nova—Pak C'® Guard-Pak. Pii rychlosti
pratoku 1 ml/min byla mobilni faze tvofena linedmim gradientem, ktery se po 10 minutach ménil
z pocatecniho slozeni 5 % methanolu a 95 % 10 mM KPO, o pH 5 na 40 % methanolu a 60 %
KPO, o pH 5. Adipoyl-6—APA byla kvantitativné stanovena srovnanim se standardni k¥ivkou
pro penicillin N pfi 220 nm. Expandované produkty byly kvantitativné stanoveny srovnanim se
standardnimi kfivkami pro syntetickou adipoyl-7-ADCA a adipoyl-7-ACA pfi 260 nm.

Priklad 17
Zkousky na enzym RAEV

Chemicky syntetizovana adipoyl-7-ADCA a adipoyl-7-ACA byly pouZity jako substraty pro
stanoveni specifické u€innosti enzymu RAEV (b&zné dodavan RAEV Corp.). Reakéni smés
obsahovala 10 mM substritu, 1 mikrogram enzymu RAEV, 5 % glycerolu v 0,16 M KH,PO,
v celkovém objemu 50 mikrolitrd, smés byla inkubovana pfi 37 °C. Optimalngjsi reakéni
podminky zahrnuji pouZiti alespofi 20 mM substratu ve 20 az 50 mM pufru s fosfore¢nanem
draselnym. Podily po 5 mikrolitrech se odebiraji v &ase 0 a po 1, 3, 5, 10, 20 a 30 minutach, zfedi
se 35 mikrolitry 0,01 M KH,PO, o pH 3,5 a zmrazi se na —70 °C pfed analyzou pomoci HPLC za
svrchu uvedenych podminek.
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Ukinnost enzymu RAEV na kyselinu adipoyl-p-aminobenzoovou jako na kolorimetricky
substrat byla stanovena pfi pouZiti 5 mM substritu, 8,25 mikrogramii enzymu RAEV,
10 % glycerolu v 0,065 M KH,PO, o pH 7,0 v celkovém objemu 50 mikrolitrii celkem 30 minut
pfi 37 °C. Reakce byla provadéna pfi pouziti mikrotitraéni plotny s 96 vyhloubenimi. K ukon&eni
reakce bylo p¥idano 50 mikrolitri fedéni 1:100 1M NaNO, v 0,25 M kyselin€ octové a reakeni
smés byla ponechana 3 minuty pfi teploté mistnosti. Pak bylo pfidano 100 mikrolitrii fed&ni
1:100 hydratu monosodné soli kyseliny 4-amino—5-hydroxy—2,7—naftalendisulfonové s obsahem
10 mg/ml ve vodé v 0,5 M uhli€itanu sodném a vznik zbarveni byl okamzité sledovén pfi 515 nm
pfi pouZiti odegitaciho zafizeni EL 312 Bio—kinetics (BioTek Instruments).

Priklad 18
Stanoveni alternativnich adipoylacylaz

Kromé zkou$ek s pouZitim enzymu RAEV k odstranéni adipoylového postranniho fetézce
z adipoyl-7-ADCA nebo jinych adipoylovych slougenin byly uzity také dalsi enzymy,
produkované celou fadou mikroorganismi. P¥i po&atednich zkouskach byly péstovany kmeny
Pseudomonas sp., SE-83 a SE-495 (Asahi), uloZené ve sbirce Fermentation Research Institute
pod &islem FERM BP-817 a FERM BP-818 a kmen Pseudomonas SY-77-1 (Toyo Jozo),
uloZeny ve sbirce Northern Regional Research Laboratory pod &islem NRRL B-8070 celkem
72 hodin v prostfedi, které obsahovalo 2,0 % HyCase SF, 0,5 % monosodné soli kyseliny
glutamové, 0,5 % extraktu z kvasnic, 0,2 % pevného podilu kukufiéného vyluhu, 0,5 % oleje
z bavinikovych semen a 0,1 % kyseliny glutarové, jde vzdy o procenta hmotnostni. Buiiky byly
oddéleny odstfedénim, promyty 50 mM fosfatovym pufrem o pH 8,0 a pak znovu uvedeny do
suspenze v pufru a vn&j§i membrany byly zpracovany plisobenim malého objemu chloroformu,
&imZ se staly propustnymi. Pak byl podil buné&né suspenze smisen s adipoylparanitroanilidem
(ad-pNA) a inkubovan pfi teploté 30 °C celkem 2 aZ 18 hodin. Po inkubaci byly smési okyseleny
pfidinim 10 % objemovych kyseliny octové. Uvolnény p-nitroanilin pak byl prokazovin
kolorimetricky po jeho pfeméné na diazoslouZeninu pouZitim reak&nich &inidel, dodavanych ve
formé zku3ebniho bali¢ku pro stanoveni gamma-glutamyltransferazy (Sigma Chemical Company
&. 545-A). Relativni i¢innost uvedenych téi kmeni bylo 100 % pro SE-495, 85,5 % pro SE-83
a 48 % pro SY-77-1. Pi pouziti podobnych zkousek jako s enzymem RAEV svrchu, byla také
prokazovana G&innost enzymi SE-83 a SE-495 na adipoyl-7-ADCA jako na substrat. Produkt
se betalaktamdzy kmenem SY-77-1 zabranilo stanoveni deacylani G¢innosti tohoto kmene na
adipoyl-7-ADCA.

Obdobnym zplisobem byla také prokdzina produkce adipoylacylazy pro dva kmeny hub,
Alternaria sp. MA-133, ATCC &. 20492 a Aspergillus sp. MA-13, ATCC ¢&. 20491, kmen je
uveden vUS 4 141 790 (Meiji Seika Kaiska Ltd.) a také pro tfi dal$i bakteridlni kmeny,
Brevibacterium ATCC &. 14 649, Achromobacterium ATCC &. 14 648 a Flavobacterium ATCC
¢. 14 650, tyto kmeny byly popsany jako kmeny, produkujici acylazu cephalosporinu C v US
3 239 394 (Merck a Co., Inc.).

¥y,

tykajici se fetézch které byly v pribéhu prihlasky popsény.
Seznam fetézcl
1) Obecna informace

i) ptihlaSovatel: Conder Michael J.

McAda, Phyllis
Rambosek John
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vi)
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Reeves, Cristopher D.

nazev vynalezu: Biologicky zpisob vyroby kyseliny 7-aminodeacetylfalosporanové,
zplsob péstovani rekombinantnich bun&k Penicillium chrysogenum a vektor pro

expresi rekombinantni DNA
pocet fetézci: 17

adresa pro korespondenci:

A) adresat:  Merck a Co., Inc.
B) ulice: 126 E. Lincoln Ave
C) mésto: Rahway

D) stat: New Jersey
E) zemé: USA
F) ZIP: 07065

forma pro odeéteni po¢itaem:

A) typ prostiedi: Floppy disk

B) pocitat: IBM PC kompatibilni

C) operaéni systém: PC-DOS/MS-DOS

D) Software: Patentln Release 1,0, verse 1,25

udaje o prihlasce:
A) ¢&islo prihlasky: PCT IUS 92/08585
B) den podani: 8. 10. 1992

C) klasifikace: C 12 N 15/52, 1/15, C 12 P 35/02

viii) Informace o zastupci:

A) jméno: Speer Raymond M.
B) &islo registrace: 26 810
C) &islo spisu: 185721A

Telekomunikaéni informace:
A) telefon: (908) 594-4481
B) telefax: (908) 594-4720

Informace pro fetézec ¢. 1:

i) vlastnosti fetézce:

A) délka: 14 pari bazi

B) druh: nukleova kyselina

C) typ: dvojity

D) topologie: linearni
it} Typ molekuly: DNA (genomu)
xi) Popis fetézce &. 1:
ACTAGACACC ATGG

Informace pro Fetézec &. 2:

i)

vlastnosti Fetézce:
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A) délka: 16 pari bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: dvojity
D) topologie: linearni
ii) Typ molekuly: DNA (genomu)

xi) Popis fetézce ¢. 2:

GTGAGAGTTG ATGGAC 16

Informace pro fetézec €. 3:
i)  vlastnosti fetézce:
A) délka: 16 part bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: dvojity
D) topologie: linearni
ii) Typ molekuly: DNA (genomu)

xi) Popis fetézce €. 3:

TCTAGACACT ATGGAC 16

Informace pro fetézec €. 4:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 16 parti bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: dvojity
D) topologie: linearni
ii) Typ molekuly: DNA (genomu)

xi) Popis fetézce ¢&. 4:

TCTAGACACC ATGGAC 16

Informace pro fetézec €. 5:

i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 22 aminokyselin
B) druh: aminokyseliny
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: peptid

xi) vlastnosti fetézce €. 5:
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Ser Asn Ser Gly Ala Val Ala Pro Gly Lys Thr Ala
1 5 10 15

Asn Gly Asn Ala Leu Leu Leu Gln Asn Pro
20
Informace pro fetézec ¢. 6:
i)  vlastnosti fetézce:
A) délka: 22 aminokyselin
B) druh: aminokyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: peptid

xi) vlastnosti fetézce &. 6:

Ser Asn Ser Trp Ala Val Ala Pro Gly Lys Thr Ala Asn

1 5 10 15

Ala Leu Leu Leu Gln Asn Pro
20

Informace pro fetézec &. 7:

i) - vlastnosti fetézce:
A) délka: 22 aminokyselin
B) druh: aminokyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: peptid
xi) vlastnosti fetézce &. 7:

Ser Asn Asn Trp Ala Val Ala Pro Gly Arg Thr Ala
1 5 10 15

Thr Gly Arg Pro Ile Leu Ala Gly Asp Pro
20

Informace pro fetézec &. 8:

i)  vlastnosti fetézce:
A) délka: 34 paru bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy

D) topologie: linearni

i) typ molekuly: DNA (genomu)

-41-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

2)

2)

2)

2)

CZ 288979 B6

xi) vlastnosti fetézce €. 8

CGAGAGGATC AGTGAGAGTC CATGGACACG ACGG

Informace pro fetézec €. 9:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 33 paru bazi
B) druh: nukleovi kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni
ii) typ molekuly: DNA (genomu)

xi) vlastnosti fetézce €. 9:

GTTTTGGTGT CGTAGTAGTA CTGAAGGTTC CAG

Informace pro fetézec €. 10:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 21 pard bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni
ii) typ molekuly: DNA (genomu)

xi) vlastnosti fetézce €. 10:

TACCCGGGGT TCCCGCGAACT

Informace pro fetézec €. 11:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 10 part bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni
ii) typ molekuly: DNA (genomu)

xi) vlastnosti fetézce €. 11:

CATGAAGAAG

Informace pro fetézec ¢. 12:
i) vlastnosti fetézce:

A) délka: 10 parh bazi
B) druh: nukleova kyselina
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C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni

if) typ molekuly: DNA (genomu)
xi) vlastnosti Fetézce ¢&. 12:

TTICTTCCTAG

Informace pro fetézec <. 13:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 23 pard bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni
ii) typ molekuly: DNA (genomu)

xi) vlastnosti fetézce &. 13:

GTCGGCGCAT CGATGGGTGG AAT

Informace pro fetézec &. 14:
i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 22 pari bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni
if) typ molekuly: DNA (genomu)

xi) vlastnosti fetézce &. 14:

CGCCCACCAT GGCGCCTAG AT

Informace pro fetézec &. 15:
i)  vlastnosti fetézce:
A) délka: 22 part bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni
ii) typ molekuly: DNA (genomu)

xi) vlastnosti fetézce €. 15:

TCTAGCTAGA CACCATGTCG CCTCAGAT
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2) Informace pro fetézec €. 16:

1) vlastnosti fetézce:
A) délka: 23 para bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: cDNA aZ mRNA
xi) vlastnosti fetézce €. 16:

GTCGGCGCAT CGATGGGTGG AAT 23

2) Informace pro fetézec €. 17:

i) vlastnosti fetézce:
A) délka: 35 paru bazi
B) druh: nukleova kyselina
C) typ: jednoduchy
D) topologie: linearni

ii) Typ molekuly: cDNA az mRNA
xi) vlastnosti fetézce &. 17:

CTCCGATAGG GCGTGGTACC CGGCCCTACT CTTAT 35

PATENTOVE NAROKY

1. Biologicky zplisob vyroby kyseliny 7-aminocefalosporanové, 7-ACA, vyzna&ujici
se tim,Zese

1) vpfislusném Zivném prostfedi péstuje kmen Penicillium chrysogenum, produkujici
izopenicillin N a do Zivného prosttedi se pridava jako substrat adipét, a to kyselina adipova, jeji
soli nebo jeji estery, asimilovatelné a vyuZitelné pouZitym kmenem Penicillium chrysogenum za
vzniku kyseliny adipoyl-6—aminopenicilanové, adipoyl-6-APA,

2) expresi odpovidajiciho genu in situ se uskute&ni nasledujici pfemény:

a) expanze kruhu adipoyl-6—-APA in situ za vzniku kyseliny adipoyl-7-aminodesacetoxy-
cefalosporanové, adipoyl-7-ADCA piisobenim enzymu expandézy tak, Ze se pouZity kmen
P. chrysogenum transformuje kédovou DNA pro enzym expanddzu, pro niZ je substratem
adipoyl-6-APA, pii¢em2 u adipoyl-6-APA, produkované uvedenym kmenem dojde in situ
k expanzi kruhu a ke vzniku adipoyl-7-ADCA,

b) 3-methylovy postranni fetézec adipoyl-7-ADCA se hydroxyluje in situ za vzniku
kyseliny adipoyl-7-aminodeacetylcefalosporanové, adipoyl-7-ADAC, pisobenim hydroxy-
lazy tak, ze se pouZity kmen P. chrysogenum transformuje kédovou DNA pro enzym
hydroxyldzu, pro niz je substratem adipoyl-7-ADCA, pfi¢emz u adipoyl-7-ADCA,
produkované timto kmenem, dojde k hydroxylaci in situ a ke vzniku adipoyl-7-ADAC a
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¢) adipoyl-7-ADAC se in situ acetyluje za vzniku kyseliny adipoyl-7-aminocefalo-
sporanové, adipoyl~7-ACA, pisobenim enzymu acetyltransferazy, ptiéemz uvedeny kmen
P. chrysogenum byl pfedb&zné transformovan kédovou DNA pro enzym acetyltransferdzu,
schopny piisobit na adipoyl-7-ADAC jako na substrat, a v disledku této exprese dochazi

k acetylaci adipoyl~7-ADAC, produkované timto kmenem, in situ za vzniku adipoyl-7-
ACA a

3) takto ziskand adipoyl-7-ACA se uvede do styku s adipoylamidézou k odstranéni adipoyl-
ovéeho postranniho fet€zce a vytvoteni 7-ACA, ktera se izoluje.

2. Biologicky zplisob podle néroku 1, vyzna&ujici se tim, e se Jjako adipét pridava
disodna sil kyseliny adipové.

3. Biologicky zpiisob podle narokii 1 nebo 2, vyzna&ujici se tim, e se jako kodova
DNA pro expandizu, hydroxyldzu a acetyltransferazu uzije DNA z Cephalosporium acre-
monium.

4. Biologicky zpisob podle narokii 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze se k provedeni
zpisobu uZije jediny bifunk&ni enzym expandaza/hydroxylaza.

S. Biologicky zptisob podle nérokii 1 a2 4, vyznaéujici se tim, Ze se uzije adipoyl-
amidaza, odvozena od mikroorganismu rodu Pseudomonas.

Konec dokumentu
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