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Zpusob produkce intermediatd kyseliny askorbové

! {
Oblast tec.h'niky'

PredioZeny vynalez se tykd manipulovani cest a zejména biokatalytickych E
metod pro produkci intermediatl askorbové kyseliny. Vynalez poskytuje predevsim |
zplsoby  produkovani intermediat kyseliny askorbové v  systémech
nefermentativnich.

Dosavadni stav techniky

Kyselina L-askorbova (vitamin C, ASA) naléza pouziti ve farmaceutickém a
potravinaiském primyslu jako vitamin a antioxidant. Syntéza ASA ziskala zna¢nou

pozornost po mnoho let diky jejimu rélativné velkému objemu na trhu a vysoké cené

jako speciélni. chemikalie. Chemicka cesta z glukosy na ASA, Reichsteinova- - ‘
Grussnerova methoda, byla poprvé publikovana v roce 1934 (Helv. Chim. Acta 17: i
311-328). Lazarus a spol. (1989, "Vitamin C: Bioconversion via a Recombinant DNA

Approach", Genetics and Molecular Biology of Industrial Mlcroorqamsms American

Society for Mlcroblology, Washlngton DC vydal C.L. Hershberger) publikovali |
metodu biokonverse pro vyrobu intermediatu ASA, kyseliny 2-keto-L-gulonové (2-
KLG, KLG), ktera mize byt chemicky konvertovana na ASA. Tato biokonverse
uhlikového zdroje na KLG zahrnuje riizné iritermediéty, pfi¢emz biochemicky proces
je sdruZen s pisobenim reduktazy zavislé na kofaktoru. Enzymaticka regenerace
kofaktoru zahrnuje pouziti enzym( k regeneraci kofaktori jako NAD+ na NADH nebo
NADP+ na NADPH na tcet jiného substratu, ktery je potom oxidovan.

Stale zUstava potfeba ekonomicky pfijatelnych metod pro vyrobu intermediatt
Kyseliny askorbové. Zejména kdyz takové metody zahrnuji enzymatické aktivity,
které vyZaduji kofaktor, by bylo zvlast Zadouci ovladat zplsoby, které by zajiStovaly

regeneraci kofaktorll. Predkladany vynalez se na takovou potiebu zaméiuje.

Podstata vynalezu | i

Pfedkladany vynalez se tyka nefermentativni produkce intermediatli ASA,

napf. KDG, DLG a KLG a nakonec jejich konverse na iédény finalni produkt, napf. |
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~ finalni produkt z bioreaktoru rafinovan pomoci elektrodialyzy. Pro schematickou

- produkci KLG z uhlikového zdroje regenerovano nefermentativnim nebo in vitro

erythorbat a askorbovou kyselinu, v biokatalytickém prostredi, fetené biokatalytické

prostiedi se zde uvadi jako bioreaktor. Biokatalytické prostiedi mdze obsahovat

Zivotaschopné nebo nezZivouci hostitelské bufky, které maji nejméné jednu
enzymatickou ucinnost, schopnou zpracovani uhlikového zdroje na Zadany

intermediat. V jednom provedeni je poZadovany intermediét pred konversi na zadany

predstavu produkce téchto intermediatl a produktl viz Obrazek 2.

Predklddany vynalez se také tyka nefermentativnino zplsobu pro produkci
intermediatd ASA, pii némz je zadany kofaktor regenerovan. Pfedkladany vynélez je
Castedné zaloZzen na zjisténi, Ze katalytické mndistv.i kofaktoru muze byt pro

zplsobem. V jednom provedeni pfedkladaného vynalezu je pozadovany kofaktor
vycCistén z bioreaktoru pomoci nanofiltrace a znovu pouzit.

Je-li pozadovanym ASA intermediéteh KDG, je bioreaktor opatien uhlikovym
zdrojem, ktery je biokatalyticky konvertovan "pfes nejméne jeden oxidacni stupen na
KDG. V tomto provedeni mzZe hostitelska burika obsahovat mutabi(e) v genu
kodujici oxidacni enzymaticky ucinek, specificky pro oxidovani KDG tak, ze KDG
neni dale konvertovana na dalsi intermédiétyf nebo produkty.

Kdyz je pozadovanym ASA intermediétem DKG, je bioreaktor opatren
uhlikovym zdro;em ktery je bnokatalytlcky konvertovan pifes nejméné jeden oxidaéni
stupent na DKG. V zavislosti na pouzité hoshtelske bunce miize hostitelska burka
obsahovat mutaci(e) v genu kodujici oxidadni nebo redukcm enzymatlcky ucinek,
tak, ze DKG neni dale konvertovana na dalsi intermediaty.

Kdyz je pozadovanym ASA intermediatem KLG, je bioreaktor opatfen ‘
uhlikovym zdrojem, ktery je biokatalyticky konvertovan pies nejméné jeden oxidacni

stupen a pfes nejméné jeden redukéni stupen = na KLG. V zavislosti na pouzite

hostitelské bunice, mize hostitelska bufka obsahovat mutaci(e) v genu (genech)
kodujicim(ch) oxidaéni nebo redukéni enzymaticky Géinek tak, ze KLG neni na dalsi I

intermediaty dale konvertovana. Jestlize oxidaéni stupen a redukéni stupen vyzaduiji

kofaktor, metoda poskytuje zpUsoby pro regeneraci kofaktoru, |

V jednom provedeni jsou hostitelské bunky rekombinantni a maji nejméné
jednu heterologickou enzymatickou aktivitu. U jednoho provedeni je enzymatické ;
pusobeni vazano na membrany hostitelské burky; v jiném provedeni je enzymaticky

ucinek v roztoku; u dal$iho provedeni je enzymaticka aktivita rozpustna uvnitf buiiky
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a pii jiném provedeni je enzymaticky uéinek imobilizovan. Proces muze byt
uskuteCnén postupovanim po nasadach nebo jako proces kontinualni. Hostitelské
buriky jsou nejvhodnéji Celedi Enterobacteriaceae a pifi jednom provedeni je ¢lenem
druh Pantoea a zvia&té Pantoea citrea. Pantoea citrea se da ziskat z ATCC a mé na
priklad ATCC pristupové &islo 39140.

Hostitelské bunky mohou byt lyofilizovany, permeabilizovany nebo jinak
zpracovany, aby snizila Zzivotaschopnost, nebo zmutovany, aby se eliminovalo vyuziti
glukosy pro rlst bunék nebo metabolismus dokud je k dispozici enzymaticka aktivita
pro konversi uhlikového zdroje na poZzadovany intermediat. Intermediaty mohou byt

. zpracovany dale na finalni produkty jako erythorbat nebo ASA.

Podle toho, piinasi predkladany vyriélez z jednoho hlediska zplsob pro
produkci DKG nebo KDG z uhlikového zdroje, obsahujici zoxidovani uhlikového
zdroje enzymaticky, nejméné jednou oxidaéni enzymatickou aktivitou, za vzniku
DKG nebo KDG. Pfi jiném provedeni obsahuje zplUsob zoxidovani uhlikového zdroje
prvni oxidacni enzymatickou aktivitou za vzniku prvniho oxidaéniho produktu a
zoxidovani feeného prvniho oxidaéniho pfoduktu druhou oxidacni enzymatickou
aktivitou za vzniku KDG. U jednoho provedeni je prvni oxidacni enzymaticka aktivita
GDH aktivitou a druha oxidacni enzymatickd aktivita je GADH aktivitou. Hostitelské

burky mohou dale obsahovat mutaci pFiroZené se vyskytujici nukleové kyseliny

kodujici KDGDH aktivitu tak, Ze KDG neni déale oxidovédna. KDG mlze byt dale
konvertovana na erythorbat. Eventuelné muize proces zahrnovat zoxidovani KDG
pomoci treti oxidacni enzymatické aktivity na DKG.

Pro produkci KLG, pokud je uhlikovym zdrojem KDG nebo pokud je na KGD
uhlikovy zdroj konvertovan, obsahuje metoda stupné enzymatického zoxidovani
KDG na produkt oxidace nejméné jednou. enzymatickou oxidadni aktivitou a
enzymatické zredukovani feCeného produktu: oxidace nejméné jednou enzymatickou
redukéni aktivitou na 2-KLG. Eventuelné, pokud je uhlikovym zdrojem DKG nebo
pokud je uhlikovy zdroj na DKG konvertovan, je DKG konvertovana na KLG
redukénim enzymatickym pusobenim. ‘

Piedkladany vynalez poskytuje zplsob pro nefermentativni produkci 2-KLG z
uhlikového zdroje, kde feceny zplsob zahrnuje v daném poradi nasledujici kroky,
enzymatické zoxidovani uhlikového zdroje na produkt oxidace nejméné jednou
enzymatickou oxidaéni aktivitou a enzymatické zredukovani feCeného produktu

oxidace nejméné jednou enzymatickou redukéni aktivitou na 2-KLG. Pfi jednom




provedeni vyzaduje feCena oxidaéni enzymoVé aktivita oxidovanou formu kofaktoru
a feCena redukéni enzymova  aktivita rédukovanou formu kofaktoru a feéena
‘oxidovana forma feSeného kofaktoru a fedena reduklovand forma fedeného
kofaktoru jsou recyklbvény mezi nejrhéné jednim oxidaénim stupném a nejméné
jednim redukénim stupném. V jednom provedeni je oxidovanou formou
enzymatického kofaktoru NADP+ a redukovanou formou feceného enzymatického
kofaktoru NADPH. V jiném provedeni je oxidovanou formou feCeného enzymatického
kofaktoru NAD+ a redukovanou formou NADH. Jiné kofaktory vyuzitelné ve zptisobu
podle predkladaného vynalezu zahrnuji ATP, ADP, FAD a FMN. ,

U jednoho zde uvedeného ilustrativniho provedeni zahmuje zpUsob v daném
pofadi nasledujici stupné a stupné mohou béhem procesu probihat soucasné a/nebo
kdntinuélné; enzymatické zoxidovani uhlikového zdroje prvni oxidaéni enzymatickc;u
aktivitou na prvni oxidacni produkt; enZymétické zoxidovani prv’niho oxidac¢niho
produktu druhou oxidacni enzymatickou aktivitou  na druhy oxidaéni produkt;
enzymatické zoxidovani druhého oxidaéniho produktu treti oxidaéni enzymatickou
aktivitou  na treti oxidacni produkt a enzymétické'redukce tretino oxidacniho
produktu redukéni enzymatickou aktivitou na 2-KLG. V jednom provedeni nejméné
jedna z feCené prvni, druhé a ftreti oxidaéni enzymatické aktivity vyzaduje
oxidovanou formu enzymatického kofaktoru a fe¢ena redukéni enzymatické aktivita

vyzaduje redukovanou formu fe¢eného enzymatického kofaktoru 'a kde feCena

oxidovana forma feCeného kofaktoru a fe¢ena redukovana forma fe¢eného kofaktoru

jsou recyklovany mezi nejméné jednim oxidaénim stupném a redukénim stupném.
 Pfi jednom provedeni probiha proces v prostfedi obsahujici organicka
rozpoustédla a v jiném probiha procés v prostFedi obsahujicim dlouhé polymery.
Jesté v jinéem provedeni probiha proces v.prostiedi obsahujicim sl v rozsahu
koncentraci soli. '
Predkladany vynalez poskytuje také vektory a rekombinantni hostitelské burky
obsahujici enzymatické aktivity, které se pouZivaji ve zpuUsobech proQukce

intermediati ASA. V jednom provedeni obsahuji hostitelské buriky heterologickou '

nukleovou kyselinu kédujici GDH, ziskatelnou z druhG véetné T. acidophilum,
Cryptococcus uniguttalatus a Bacillus species a/nebo DKG reduktazu ziskatelnou z

Corynebacterium nebo Erwinia.
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Podrobny popis preferovanych provedeni
Definice '

Nasledujici zkratky, které se zde pouzivaji, se vztahuji na glukosu (G); D-
glukonat (GA); 2-keto-D-glukonat (2KDG); 2,5-diketo-D-glukonat (2,5DKG nebo
DKG); kyselinu 2-keto-L-gulonovou (2KLG nebo KLG); kyselinu L-idonovou (ID);
kyselinu askorbovou (ASA); dehydrogenazu glukosy (GDH); reduktazu 2,5-diketo-D-
glukonatu (DKGR) a reduktazu 2-keto-D-glukonatu (KDGDH).

Zde pouzivany termin "nefermentativni" nebo "in vitro" se vztahuje na
biokatalyticky proces, ktery vyuziva enzymatickou aktivitu bun&k. Bufiky mohou byt
nezivouci nebo Zivotaschopné a nevyrazné rostouci. Buriky mohou byt geneticky
zménény, aby se u nich eliminovala spotieba glukosy a/nebo kterychkoliv
produkovanych intermediatd. Proces in vitro v piedkladaném vynalezu zahrnuje
pouziti bunénych membran, které obsahuji enzymatickou aktivitu spojenou s
biokatalytickym procesem, pouZiti permeabilisovanych bunék nebo lyofylisovanych
buneék obsahujicich enzymatickou aktivitu spojenou s biokatalytickym procesem a
pouziti hostitelskych bunék‘ nebo membran & fragment hoétitelskych bunék v
jakékoliv formé, ktera poskytuje potfebnou enzymatickou aktivitu pro biokatalytickou

konversi uhlikového zdroje na kterykoliv z intermediatl ASA, véetné, ale neomezuje

se jen na GA, KDG, DKG a KLG. Bufika miZe byt rekombinantni bufikou, jez
obsahuje heterologickou nukleovou kyselinu kédujici Zadanou enzymatickou aktivitu,
nebo pfirozené se vyskytujici bunkou, jez obsahuje Zadanou enzymatickou aktivitu.
Zde pouzity termin "bioreaktor" se vztahuje na prostfedi uvniti néhoZ probiha
nefermentativni nebo in vitro proces. |

Mnohé enzymy jsou aktivni pouze v pfitomnosti kofaktoru, jako napfiklad
NAD+ nebo NADP+. Termin kofaktor, jak je zde pouzivan, se vztahuje na substrat
druhotny co do povahy enzyrhatické reakce, av8ak pro enzymatickou reakci zivotné
zasadni. Jak je zde termin "kofaktor" pouzivan zahrnuje, ale neomezuje se na
NAD+/NADH, NADP+/NADPH, ATP, ADP, FAD/FADH, a FMN/FMNH,. Spojeni
“regenerace kofaktoru" nebo "recyklace kofaktoru” v systému in vitro se vztahuje na
fenomén kontinualni oxidace a redukce pozadovaného kofaktoru vlivem biokatalyzy
tak, Ze pozadovany kofaktor je pfitomen ve formé vhodné k tomu, aby doslo k
enzymatické katalyze. V predkladaném vynalezu regeneraci kofaktoru obstarava
prostifedi, v némz redukovana forma kofaktoru je dostupna pro redukujici enzym a

oxidaéni forma kofaktoru je k disposici pro oxidujici enzym. Pfedkladany vynalez




zahrnuje regeneraci kofaktoru mezi jakymkoli enZymatickym oxidacnim stupném a
Jakymkoll enzymatlckym redukénim stupnem pFi biokatalytickém postupu od
uhllkoveho zdrOJe K lntermedlatu ASA, napr. KLG. Pozadovany kofaktor maze byt

: , pntomen v katalytickych mnozstvich poskytovanych prostiedim hostitelkych bunék,

nebo mlze byt poskytovan exogenné ve stechiometrickych mnoistvi'ch, bud v
oxidované nebo redukované formg, pfi zahajeni procesu bloreaktoru v

Zde pouzivany termin uhlikovy zdroj zahrnuje vhodné uhlikové zdroje obvykle
vyuZivané kmeny Enterobacteriaceae, jako Sestiuhlikové cukry ZathJICI, ale -
neomezujici se na glukosu, gulosu, sorbosu, fruktosu, ivdios'u, galaktosu a mannosu,
v_ééchn_y_bud" v D- nebo L-formg, nebo . kombinaci éestiuhlil{ov’)'/ch cukr( jako
éacharosq, nebo Sestiuhlikové cukemné kyseliny vietné ale neomezujici se na
kyselihu 2-keto-L-gulonovou,  kyselinu i_donovou, kyselinu glukonovou, 6-
fosfoglukonat, kyselinu 2-keto-D-gluk6hovbu, : 5-ket’o-D-glukonovou,'- 2-
ketoglukonéatfosfat, kyselinu 2,5-diketo- ‘L—gﬁldnov'ou 2,3-diketo-L-gulonovou, kyselinu
dehydroaskorbovou kysehnu erythroaskorbovou a kyselmu D-mannonovou nebo
enzymatické derivaty takovych, pokud. je uhllkovy zdroj schopen konverse na
intermediat ASA jako je na piiklad KDG, DKGva KLG. o

Jak je zde pouzivana Seled ”Entero_t;actéﬁaceae" vztahuje se na bakteriaini
_kmeny, jejichz obecnou charakteristikou je, ze jsou grar_nnegativhl', a Ze jsou schopné
ekistovat za anaerobnich podminek.‘ F"referoivahymi kmeny Enterobacteriaceae jsou '
ty, které produkUji 2,5-diketo-D-gulonovou Iiyselinu z roztokd D-glukoéy. V celedi
Enterobacteriaceae rody, které"vj’Sou' sch'opfn'é produkovat 2,5-diketo-D-gulonovou
kyselinu z roztok(i D-glukosy i‘ahrnuji na piiklad rod Erwinia, Ehterobacter
Gluconobacter a Pantoea. Intermedlaty na: mikrobidlni cesté cukrd z uhlikového
zdroje k ASA zahrnuji, ale neomezujl se na GA '2KDG, 2, EDKG 5DKG, 2KLG a IA.
V predkladaném vynalezu preferovanym Enterobactenaceae fermentaénim kmenem
je druh Pantoea a zejména Pantoea cit}eé; Jsou mozné C{tyfi stereoisomery
askorbové kyseliny: kyselina L-aékorbové, kyselina D-araboaskorbova (kyselina
erythorbova), ktera vykazuje CévitaminoVou aktivitu, kyselina L'-araboéskorbové a
kyselina D-xyloaskorbova. Zde pouzivany termin mtermedlat ASA zahrnu;e jakka|lV
produkt na cesté k ASA vcetne KDG, DKG a KLG ale nenl to na né omezeno.

Zde pouzivany termm "rekombinantni" se vztahuje na hostitelskou bunku,
ktera obsahuje nukleovou kyselinu, kterd se v organismu h_evyskytuje prirozené

a/nebo na hostitelskou bufku, kterd m& dalsi kopie endogenni nukleové kyseliny




zavedene rekombinantné. Termin "heterologicky”, jak se zde pouziva, se vztahuje na

sekvence nukleové Kkyseliny nebo aminokyselin, které se v hostitelské burnce
nevyskytuji pfirozené. Jak je zde pouzivan termin "endogenni", tyka se nukleové
kyseliny pfirozené se vyskytujici v hostiteli. '

Zde pouzivany termin "nukleova kyselina" se vztahuje na nukleotidovou nebo
polynukleotidovou sekvenci a jeji fragmenty nebo &asti a né DNA nebo RNA
genomického nebo syntetického plvodu, které fnohou b)’/t‘ dvouvlaknové nebo
jednoviaknové, jestlize predstavuji antikodujici nebo kodujici fetézec. Termin
"aminokyselina", jak se zde pouzivd, se vztahuje na peptidové nebo proteinové
sekvence nebo jejich Casti. ' |

Zde pouzivany -termin "mutace" se vztahuje na kazdou zménu v nukieové
kyseliné tak, Zze produkt této nukleove kyseliny je inaktivovan nebo eliminovan.
Pfiklady mutaci zahrnuji, ale neomezuji' se jen na bodové mutace, posunové mutace
a delece Casti nebo vSech z genl kodujicich énzymatickou aktivitu, jako oxidacni
enzymatickou aktivitu nebo redukéni aktivitu. Pfi jednom zde uvadéném provedeni
pro brodukci KLG, pomoci néhoz je regenerqvén kofaktor, nukleova kyselina kédujici
membranou vézanou GDH je takto mutovéana inaktivujici endogenni GDH aktivita. V

jiném provedeni je inaktivovana aktivita dehydrogenazy 2-keto-D-glukonatu

poskytujici takto optimalizovanou produkci intermediatu KDG.

Zde pouzivana fraze "oxidacni enzym" se vztahuje na enzym nebo enzymovy

sytém, ktery muze katalyzovat konversi substratu s danym oxidaénim stavem na
produkt s vySSim oxida¢nim stavem nez ma substrat. Fraze "redukéni enzym" se
vztahuje na enzym nebo enzymovy sytém, ktéry muze katalyzovat' konversi substratu
s danym oxida¢nim stavem ha produkt s niz&im oxidacnim stavem nez ma substrat.
Oxidacni enzymy spojené s biokatalyzou D-glukosy na KLG zahrnuji mezi jinymi
dehydrogenazu D-glukosy, dehydrogenasu D-glukonatu a dehydrogenasu 2-keto-D-
glukonatu. Redukéni enzymy spojené s biokatalyzou postupnych intermediata ASA
na KLG zahrnuji mezi jinymi reduktazu 2 5-diketo-D-glukonatu (DKGR), 2-
- ketoreduktazu (2-KR) a 5-ketoreduktazu (5-KR). Takové enzymy zahrnuji ty, které
jsou pfirozené produkovany hostitelskou kvasinkou nebo ty, které jsou zavedeny
pomoci rekombinantnich zp&sobﬁi Pri jedndm zde uvedeném provedeni probiha
proces v hostitelské bunice Pantoea citrea majici eliminovanu pfirozené se vyskytujici
GDH aktivitu, membranou vazanou, na NADP+ nezavislou, a rekombinantné

zaveden na GDH zavisejici cytosolicky NADP+. Pfi jiném provedeni je do hostitelské




buriky zavedena hetérologické nukleova kyselina kodujici aktivitu reduktazy. U
preferovaného provedeni se aktivita reduktazy da ziskat ze species Co_rynefbrm a
Erwinia species. Zde pouZzivany termin "cesta enzymu" se vztahuje na jakykoliv
enzym z(&astnény na biokatalytické konversi uhlikového zdroje na intermediat ASA
napf. KDG, DKG a KLG. | |

Termin "isolovany" nebo "vycistény" jék je zde pouzivan, se vztahuje na
nukleovou kyselinu nebo protein anebo peptid &i kdfaktor, ktery je vyjmut nejméné z
jedné komponenty, ke které je pfirozené pfidruzen. V piedkladaném vynalezu mze
isolovana nukleova kyselina zahrnovat vektor obsahujici nukleovou kyselinu.

V praxi je dobfe znamo, Ze derivaty kyselin sacharidi mohou existovat v
riznych ionizagnich stavech v zavislosti na mediu, které je obklopuje, zda jsou v
roztoku nebo mimo roztok, z néhoz. jsou preparovany, pokud jsou v tuhé formé.:

Pouzitim terminu, jako na pfiklad idonova kyselina, pro oznaceni takovych molekul

se rozumi, Ze zahrnuje v8echny ionizaéni stavy organické molekuly, o niz se referuje. .

Tak na pfiklad "idonova kyselina", jeji cyklizoVéné forma "idonolakton" a "idonat", se
tyka stejného organického ‘podi’lu a neni zamysleno, aby specifikovaly jednotlivé

ionizacni stavy nebo chemické formy.

Podrobny popis

Pfedklédany vynalez se tyka biokatalytické produkce intermediatti ASA, napf.
KDG, DKG a KLG, z uhlikového zdroje v prostiedi in vitro nebo prostfedi
nefermentativnim. V zavislosti na intermediatu, ktery ma byt produkovan, mize
proces vyzadovat pfitomnost enzymatického kofaktoru. Ve zde popisovaném
preferovaném provedeni je enzymaticky kofaktor regenerovan. Kvuli nakladim na
kofaktor je vysoce vyhodné pouZit jej pfi procesu in vitro, ktery dovoluje regeneraci
katalytickych mnozstvi kofaktoru obstaranou prostiedim hostitelské buﬁky nebo

provedenou exogenné.

Nefermentativni produkce intermediatd ASA
Predkladany vynalez poskytuje zplsoby pro produkci intermediatd ASA.
Takové intermediaty mohou byt zpracovany na ASA, stereoisomery ASA nebo jiné

produkty jako erythorbat. V jednom provedeni je pozadovanym produkovanym ASA

intermediatem KDG a bioreaktor je opatfen Zivoucimi nebo neZivotnymi hostitelskymi »

burikami Pantoea citrea majicimi zmutovany gen k(’)dujfci aktivitu dehydrogenazy 2-




keto-D-glukonatu, jak je zde popsano v pfikladé |I. V tomto provedeni je uhlikovy

'zdroj biokatalyticky konvertovan ve dvou oxidacnich stupnich na KDG, viz Obrazek

2. Pri tomto provedeni neni regenerace kofaktoru zapotfebi.

Jestlize je zadanym ASA intermediatem DKG, je bioreaktor je opatien
Zivoucimi nebo neZivotnymi hostitelskymi burtkami Pantoea citrea a uhlikovy zdroj je
biokatalyticky konvertovan ve tfech oxidacnich stupnich na DKG, viz Obrazek 2. Pfi
tomto provedeni neni regenerace kofaktoru zapotfebi.

Jestlize je zadanym ASA intermediatem KLG, je bioreaktor je opatien
zivoucimi nebo neéivotnymi'hostitelskymi burkami Pantoea citrea a uhlikovym
zdrojem, jako je glukosa, kterd je biokatalyticky konvertovana ve trech oxidaénich
stupnich a jednim redukénim stupném na KLG, jak je ukézéno na Obrazku 2. V
tomto provedeni mize byt aktivita reduktazy kédovana nukleovou kyselinou
obsazenou uvniti hostitelskych bunék Pantoea citrea nebo dodanou exogenné. P¥i
tomto provedeni vyzaduje prvni oxidaéni enzymaticka aktivita oxidovanou formu
kofaktoru a redukéni enzymaticka aktivita vyZaduje redukovanou formu kofaktoru. Ve
zde uvedenem preferovanem provedeni je bunka Pantoea citrea modifikovana, aby
eliminovala pfirozené se vyskytujici GDH aktmtu a do bunky Pantoea je zavedena
heterologicka GDH, kterou Ize ziskat z T. acidophilum, Cryptococcus uniguttalatus
nebo Bacillus species a majici specificitu pro NADPH+, aby poskytla kofaktor
recyklujici sytém, ktery vyzaduje a regeneruje jeden kofaktor. Toto provedeni
poskytuje zplisob pro regeneraci kofaktoru eliminujici takto naklady na kontinudini
pfidavani exogenniho kofaktoru do bioreaktoru pro produkci KLG v Pantoea
bunkach. V tomto provedeni hostitelska buvvr"wka obsahuje déale nukleovou kyselinu
kodujici aktivitu 2,5-DKG reduktazy nebo je do bioreaktoru exogenné dodavana 2,5-
DKG reduktaza. _ .

V jiném provedeni ziskavani KLG je bioreaktor opat?en burtkami Pantoea
citrea obsahujici nukleovou kyselinu kddujici membranou vazanou GDH pfislusné
enzymy a kofaktor a pfida se glukonova kyselina, ktera je konvertovana na DKG. Za
anaerobnich podminek se potom k reakéni smési pfida glukosa. GDH konvertuje
glukosu na GA a reduktaza konvertuje DKG na KLG, zatimco kofaktor je recyklovan.
Kdyz jsou tyto reakce dokonéeny, pfida se kyslik, aby konvertovat GA na DKG a
cykly pokracuii.
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Biokatalytické prostredl in vutro

Biokatalyticky proces konvertovani uhhkoveho zdroje. na ASA intermediat
zacCina s vhodnym uhllkovym zdrojem vyuzivanym kmeny Enterobacteriaceae, jako s
ééstiuhlikovym cukrem, zahrnujicim na pfiklad glukosu nebo $estiuhlikovou cukernou
kyselinou, jako na piiklad KGD. Jiné zdroje metabolitd piedstavuji, ale nejsou
omezeny jen na galaktosu, laktosu, fruktosu nebo enzymatické derivaty z nich.

Vedle prislusného uhlikového zdroje musi media obsahovat vhodné mineraly, soli,

kofaktory, pufry a jine komponenty, které jsou v oboru zkuSenym znamy pro

udrzovani kultur a podporovani enzymatickych pochodl nezbytnych pro produkci
Zadanych finalnich produktl. Prefrovanymi solemi do bioreaktoru jsou Na*, K*, NH",
SO4 ~ a acetat. Buriky jsou nejprve péstoVény a u nefermentativnino procesu je
uhlikovy zdroj pro rlst eliminovan, pH je udrzovano pfi tom mezi kolem pH 4 a kolem
pH 9 a je pfitomen kyslik. |

Uhlikovy zdroj a'metabolity z nej prochazeji pfi biokatalytickém procesu in vitro
enzymatickymi oxidacnimi stupni nebo .enzymatickymi oxida¢nimi stupni a
enzymatickymi redukénimi stupni, které se" mohou odehravat mimo intracelularni
prostiedi hostitelské burky, a které vyuzivaji enzymatickou aktivitu s hostitelskou
bunkou spojenou a probihaji cestou vedouci k Z&danému intermediatu ASA.
Enzymatické stupné mohou v bioreaktoru: probihat postupné nebo soudasné a
nékteré, aby produkovaly iédany intermediat ASA, vyzaduji kofaktor. Pfedkiadany
vynalez zahrnuje in vitro proces, pfi némz jsou hostitelské bunky osetfeny organickou
substanci, tak, ze bufiky jsou neZivotné, nicméné enzymy zustavaji pfi biokatalyze
uhlikového zdroje na intermediaty ASA vyuZitelné pro oxidaci a redukci zadaného
uhlikového zdroje a/nebo metabolitl z néj, jak je popééno v pFikIadu V. Predkladany
vynalez zahrnuje takeé in vitro proces, pfi némz jsou hostitelské buriky lyofilisovany,
permeabilisovany jak)'imikoli zpUsoby, suSeny sprejovanim, rozruSeny nebo jinak
osetieny ték, aby enzymy byly vyuZitelné ke konversi uhlikového zdroje na
intermediat ASA. |
| Oxidacni nebo redukeni enzymatické aktivity mohou byt vazany na
membranu hostitelské bunky, ‘imobilisovény, jako na pryskyfici, na pfiklad AminoLink
spojovaci gel (od Pierce Chemical Co.), na polymer, nebo rozpustné v prostredi

bioreaktoru. Pfi preferovaném provedeni je na membranu vazan nejméné jeden

oxida¢ni enzym. Prostiedi se mulZe uskute¢riovat v organickém nebo vodném

systému nebo pfi kombinaci obou a postup mulze probihat v jedné nebo vice

o e i e,




nadobach. Pfi jednom provedeni se proces uskutediuje ve dvou nadobéch, jedné,

kde se vyuziva kyslik a jedné, ktera je anaerobni. Na priklad na membranu vazané
enzymy, které potiebuji kyslik (GYDH,' GADH, YKDGDH), mohou byt isolovany od
onéch enzymu co kyslik nepotiebuiji (kofaktor zavisla GDH, kofaktor zavisla DKGR),
coz umoznuje pouziti nadob s mensim objemem, které ky_é_lik potiebuji, a tim snizeni
nakladh. Bioreaktor mlze byt provozovan po nasadach nebo kontinudlnim
postupem. Pfi systému s nésédami, bez ohledu na to co se pfidava, je v témz Case
sklizena vegkera fermentaéni smés. Pfi kontinualnim systému je smés pravidelné
odtahovéna proudovym postupem a Cerstvy substrat se naiprdti tomu pridava.
Produkované intermediéty'mohou_ byt ziskény z fermentacéni smési riznymi zpUsoby,
véetné pryskyfic iontoménida, absovrpc':n'i‘ch nebo ionty zadrzujicich pryskyfic,
aktivniho uhli, zakoncentrovani ke krystali's_aci, pasaze membranou atd.

Bioreaktorovy proces mﬂie‘zahrnovaﬁt‘ také vice nez jedén typ bunék, napr.
jedna burika mize mit oxidaCni aktivity a druh& burika mize obsahovat redukéni
aktivity. V jinem provedeni se hostitelska buhka permeabilizuje nebo Iyofilisuje [lzumi
a spbl J. Ferment. Technol., 61 (1983) 135 142] tak dlouho dokud jsou k disposici
enzymatické akttvxty pro konver3| uhhkoveho zdroje nebo jeho derivatl. Bioreaktor
mdze probihat s nékterymi enzymatlckyrpl aktivitami, "které jsou poskytovany
exogenné a v prostredi, v némi jsou o'bsaie?na rozpouéfédla nebo dlouhé polymery,
které stabilizuji nebo zvyéUji‘enzymatick‘éi‘i aktivity. V jednom zde popisovaném
provedeni je ke zvySeni aktivity reduktazy pouiit methanol nebo ethanol. V jiném
provedeni je ke stabilizaci reduktézy pouzit Gafquat (viz Gibson a spol., US pateht
5 240 843). S .

V jednom, zde popisovaném ilustrativnim bioreaktoru je hostitelskou burnkou
permeabilisovana bunka Pantoea citrea obsahuum glukosu jako uhlikovy zdroj, ktery
podléha enzymatickymi konversem| serum oxidaénich krok(. Oxidacni enzymy
zahrnuji GDH, GADH a DGDH a redukcm stupen, ktery zahrnuje 2 DKGR (viz U.S.
patent 3790 444), davaji vytézek KLG. KLG pripravena postupem podle
pFédea’daného vynalezu mlze byt konvertovana dale na kyselinu askorbovou a KDG
na erythorbat prostredky, které jsou zkuSenym v oboru znamy, viz na pfiklad
Reichstein a Grussner, Helv. Chim. Acta 17, 311-328 (1934).




Regenerace kofaktoru

Jedna z vyhod postupu podle pfedklddaného vyndlezu lezi v regeneraci
kofaktoru, ktera je pro enzymaticky .poétup p'otfe'bné. Priklady kofaktor(l, které mohou
byt pouzity v b&Zném postupu predstavuii, ale .nejs_ou'omezeny na NAD+/NADH;
NADP+/NADPH; ATP; ADP, FAD/FADH a FMN/FMNH?. '

V jednom provedeni vynalezu je uhlikovy zdroj konvertovan na KLG
postupem, ktery obsahuje regeneraci kofaktoru, jak je ukazano na Obrazku 1. P¥i
tomto enzymatickém procesu regeneracekofaktoru je katalytickym pusobenim GDH
jeden ekvivalent ‘D-glukosy oxidovan na jeden ekvivalent D-glukonatu a jeden
ekvivalent NADP+ je redukovan na jeden ekvivalent NADPH. Jeden ekvivalent D-

glukonatu produkovany Ucinkem GDH je potom oxidovan na jeden ekvivalent 2-KDG

a potom na jeden ekvivalent 2,5-.DKG plsobenim membranou vazanych
dehydrogenadz GADH, respektive KDGDH. Jeden ekvivalent vytvofeného 2,5-DKG je
pak redukovan na jedeh ekvivalent 2-KLG a NADPH je oxidovan zpét na jeden
ekvivalent NADP+ pUsobenim 2,5-DKG reduktazy, G&inné recyklujici ekvivalentni
kofaktor, abyvbyl k disposici pro oxidaci -druhého ekvivalentu D-glukosy. Ostatni
rhetody regenerace - kofaktoru- mohou zahrnovat chemické, fotochemické a
elektrochemické prostredky, kdy ekvivalent oXidovaného NADP+ je primo redukovan
~na ekvivalent NADPH bud chemickymi, fotoéhemickYmi nebo elektrochemickymi
prostiedky. Mnozstvi kofaktoru pfidaného exogenné do bioreaktoru je mezi asi 1 uM
do asi 5 mM a u preferovaného provedeni mezi asi 5 uM do asi 1 mM. Jak je zde v
pfikladech ukézého, NaCl ovliviiuje Km pro VNADP'H, zatimco KLG, species s
nabojem, Km neovliviiuje. Proto je-li v bioreaktoru pfitomen NaCl, bude pro udrzeni
optimaini rychlbsti zapotiebi vice NADPH. Jak je v pfikladech uvedeno dale, vétsina
testovanych soli ma ucCinek na tepelnou stabilitu reduktazy. Jak oceni zkuSeni
odbornici, v zavislosti na podminkéch bioreaktoru jako je teplota, mohou byt pro
ziskani rovnovahy mezi tepelnou stabilitou a pfijatelnymi rychlostmi, upravovany
hladiny soli. Kofaktor dodavany exogenné do systému in vitro, mUze byt pfidavan
sam nebo v kombinaci s jinymi substancemi spojenymi s biokatalytickou konversi

uhlikového zdroje na intermediat ASA. Pfitomny proces zahrnuje uZiti kofaktoru

imobilisovaného na nosici, chemicky zmeéneény kofaktor, jako je pfipojeni k dlouhému
polymeru a pouziti kofaktoru v isolované nebo rafinované forma. _
Zadany kofaktor mdze byt také rafinovan z biokatalytického prostiedi pomoci

nanofiltrace a pouzit znovu. Metody pro uzivani nandfiltraénich membran na
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zachyceni kofaktoru popisuje na priklad Seelbach a spol. (1997, Enzyme and -
- Milcrobial Technology, sv. 20, str. 389-392).

Rekombinaéni metody
Hostitelské buiky

~ Jakékoli oxidacni nebo redukéni enzymy, nutné pro fizeni cesty sacharidu
hostitelské buriky na ASA intermediat, jako na pfiklad KDG, DKG nebo KLG, mohou
byt zavedeny pomoci pro zkusené odborniky béznych technik rekombinantni DNA,
pokud se takové enzymy v hostitelské burnce pfirozené nevyskytuji. Eventuelné
enzymy, které by mohly branit pozadované cesté, mohou byt metodami
rekombinantni DNA zmutovéany. Pfedklédany vynalez obsahuje rekonbinantni
introdukci nebo mutaci kteréhokoliv enzymu nebo intermediatu nezbytného pro
dosazeni pozadované cesty.

V jednom provedeni predkladaného vynalezu je uhlikovy zdroj, jako glukosa,
konvertovan na KLG pfes cCetné oxidacni stupné a redukéni stupen. Pfi tomto
provedeni prvni oxidacni stupen a redukéni stupen vyzaduje kofaktor. Hostitelskou
bufikou je Pantoea citrea, pfirozené se vyskytujici nukleova Kkyselina kodujici
dehydrogenazu glukosy (GDH) je zmutovana tak, ze je eliminovana aktivita
dehydrogenazy a do buiky je zavedena heterologicka GDH. 'Pfedklédany vynalez

- zahrnuje hostitelskou bufiku majici dal$i mutaci enzymd v cesté kolobéhu uhliku,

které ovliviiuje produkci. Pro obecné techniky viz na pfiklad techniky popsané v
Maniatis a spol., 1989, Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, N. Y. a Ausubel a'spol., 1989, Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing "Associates and Wiley Intérsciehce", N.Y.

V jednom provedeni predkladaného vynélezu je do Pantoea fermentacniho
kmene rekombinantné zavedena nukleova kyselina kédujici DKG reduktazu (DKGR).
Byla nalezena fada druh(i obsahujicich DKGR, zviasté ¢lenové skupiny Coryneform,
véetné rodQ Corynebacterium, Brevibacterium a Arthrobacter. V jednom provedeni
piredkladaného vynalezu je do Pantoea citrea rekombinantné zavedena 2,5-DKGR
ziskatelna z Corynebacterium sp. kmen SHS752001 (Grindley a spol., 1988, Applied
and Envirometal Microbiology 54: 1770-1775). V jiném provedeni je do Pantoea
citrea rekombinantné zavedena 2,5-DKG reduktaza ziskatelna z Erwinia herbicola
popsana v U. S. patentu €. 5,008,193 pro Andersona a spol.




Zdroje pro nukleovou kyselinu kédujici oxidativni nebo reduktivni enzymy

~ zahrnuji nasledujici:

ENZYM CITACE

dehydrogenéaza glukosy Smith a spol. Biochem. J., 261:973
Neijssel a spol. 1989,
Antonie Van Leauvenhoek 56(1)
51-61

dehydrogenaza kyseliny glukonové Matsushita a spol, 1979 J.
Biochem. 85:1173; Kulbe a spol.
1987, Ann. N.Y. Acad. Sci.
506.552

dehydrogenaza kyseliny 2-keto-D-glukonové Stroshane 1997 Biotechnol.
- BioEng 19(4) 459

reduktaza 2-ketoglukonétu 3 ; J. Gen. Microbiol. 1991, 137: 1479

reduktaza 2,5-diketo-D-glukonové kyseliny US. patenty ¢&  5795761;
- ' . 5376 544, 5583 025; 4757 012;
4758 514; 5008 193; 5004 690;

5032514

Vektorové sekvence

Expresivni vektory pou?_l’vané pro expresi enzymla pfi pfeménach u
predstavovaneho procesu v hostitelskych organismech, napi. dehydrogenaza nebo
reduktaza, obsahuji nejméné jeden promotor asociovany k enzymu, kteryzto
promotor je funkéni v hostitelské burice. V jednom provedeni predkladaného
vynalezu je promotor promotorem standardniho typu pro vybrany enzym a v jiném
provedeni predkladaného vynélezu je promotor pro enzym heterologicky, ale stale
funkéni v hostitelské burice. Pfi jednom provedeni pfedkladaného vynalezu je
nukleova kyselina kodujici enzym stabilné integrovana do genomu mikroorganismu.

V preferovaném provedeni obsahuje expresivni vektor kazetu klonujici ¢etna
mista, ktera nejvhodnéji obsahuje nejméné "jedno misto restrikéni endonukleazy
unikatni pro vektor, aby se napomohlo snadné manipulvaci s nukleovou kyselinou. V
preferovaném provedeni obsahuje vektor iaké jeden nebo vice zvolitelnych

znackovacl. Zde pouzivany termin zvolitelny znackova¢ se vztahuje na gen schopny
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exprese v hostitelském mikroorganismu, ktery umozni snadnou selekci téchto, vektor
obsahujicich hostitelQ. - Pfiklady takovych zvolitelnych znackovacd zahrnuji, ale

neomezuji se na antibiotika jako erythromycin, aktinomycin, chloramfenikol a

' tetracyklin.

Preferovanym plasmidem pro rekombinantni introdukci pfirozené se
nevyskytujicich enzym( nebo intermediatli do kmene Enterobacteriaceae je RSF
1010, mobilizovatelny, ne vSak samopienosny 'plavsmid,, ktery mé schopnost
replikovat v Sirokém rozsahu bakteridlnich hostitelt, véetné gramnegativnich a
grampositivnich bakterii. [Frey a spol., 1989, The Molecular Biology of IncQ Plasmids.
v Thomas (vyd.) Promiscuous Plasmids of Gram Negative Bacteria, Academic Press,
London, str. 79-94). Frey a spol. (1992, Gene 113:101-106) popisuji tfi oblasti, o

nichz zjistili, ze ovliviuji mobilizaéni vlastnosti RSF 1010.

Transformace

Obecné transformacni procedury jsou vykladany v Current Protocols in
Molecular Biology (sv, 1, vydal Ausubel a spol. John Wiley & Sons, Inc. 1987,
kapitola 9) a predstavuji kalcium fostatové metody, transformace za pouziti DEAE-

dextranu a elektroporaci. Pro odbomniky v oboru zku$ené, jsou bézné rlazné

transformacni procedury pro introdukci nukleové kyseliny kédujici enzymaticky
pochod v dané hostitelské burice. Pfedkiadany proces zahrnuje pochody enzyml
produkovanych a rafinovanych z rekombinantnich hostitelskych bunék a exogenné
dodanych do prostfedi in vitro, prave tak jako procesy, v nichz cesta enzymu, pro
hostitelskou buriku bud heteroldgického nebo envdogen’nl'ho,‘ je vyjadrena aktivne
rostouci hostitelskou burikou nebo je pfitomna v membrané nezivotné hostitelské
bufiky. Rada hostitelskych bunék mdze byt pouzita pro rekombinantni uskute&néni
pochodd enzymd, které jsou dodavany exogenné, pocCitaje v to  bunky bakterii, hub,
savcl, hmyzu a rostlin. Postupy pro transformaci rostlin jsou popsany Rodriquez-em

(WO 95/14099, vydan 26.kvétna 1995).

U preferovaného provedeni procesu patfi hostitelskd bunka do
Enterobacteriaceae. Do skupiny. Enterobacteriaceae jsou zahrnuty species Erwinia,
Enterobacter, Glukonobacter a Pantoea. U predkladaného vyndlezu preferovanym
fermentacnim kmenem je druh Panfoea a zejména Pantoea citrea. U jiného
preferovaného provedeni je hostitelskou bunkou Pantoea ckea obsahujici

proceduralni enzymy schopné konvertovat uhlikovy zdroj na KLG. Predkladany
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vynalez zahrnuje cesty od uhlikového zdroje na KLG pies jakykoliv intermediat pri
mikrobialnim pochodu, ktery dokéZe vyuzivat uhlikovy zdroj k produkovani KLG,
prochazejicim pres intermediaty predstavujici, avéak neomezuijici se na GA, 2KDG,
2,5DKG, 5DKG a IA. Pii jednom provedeni: se nukleova kyselina kdédujici enzym
pfemény zavadi prostiednictvim plasmidového vektoru a bfi_jiném provedeni je
nukleova kyselina kédujl'c'i enzym premény stabilné integrovdna v genomu
hostitelské bunky. | |

Identifikace transformant

Zda byla hostitelskd bunka transformovana, mlze byt detegovano
pritomnosti/nepfitomnosti exprese znackovaciho genu, ktery mize naznacit, zda je
pfitomna nukleova kyselina, o kterou jde. Avsak jeho exprese musi byt potvrzena.
Jestlize se na piiklad nukleova kyselina kédujici enzym pfemény viozi do sekvence
znackovaciho genu, rekombinantni bunky obsahujici vioZzku mohou byt identifikovany
nepfitomnosti funkce znac‘:kovacih_d genu. Nebo mlzZe byt znackovaci gen umistén
jako druhy po nukleové kyseliné kodujici ;enzym_ pfemény za kontroly jediného
prdmotoru. Exprese znackovaciho genu v odezvé na dosazeni nebo vybrani obvykle
rovnéz indikuje expresi enzymu. | | |

Jinak hostitelské bur'\kyv,‘které obsahujl’ kddujici sekvenci pro enzym premény
a enzym exprimuji, mohou byt identifikovany fadou metod, béznych prb ty, kdo maji v
oboru zku$enosti. Tyto metody predstavuji, ale neomezuji se na DNA-DNA nebo
DNA-RNA hydridisaci a techniky proteinového bioeseje nebo techniky imunoeseje,
které, pro detekci a kvantifikaci nukleové kyseliny nebo proteinu zahrnuji techniky
zalozené na membraneg, na roztoku nebo na g':ipech.

Vedle toho mizZe byt pritomnost: sekvence polynukleotidu enzymu v
hostitelském mikroorganismu detegovana DNA—DNA nebo DNA-RNA hydridisaci,
nebo zmozZenim za pouziti vzorkl, ¢asti nebo fragmentl sekvence polynukleotidu

enzymu.

Podminky eseje ,

Metody detekce intermediatd ASA, ASA a stereoisomerll ASA predstavuje
pouziti redox titrace s 2,64dichlorindofenolem' (Burton a spol., 1979, J. Assoc. Pub.
Analysts  17:105) nebo jinymi vhodnymi c':inidviy; vysokouéinna. ~ kapalinova
chromatografie (HLPC) na iontoméniéi (J. Chrom. 1980, 196:163); a elektro-redox
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postupy (Pachia, 1976, Anal. Chem. 48:364). ZkuSeni odbornici budou dobfe
obeznameni s kontrolnimi metodami, které lze aplikovat pfi vyuzivani téchto
detekénich metod.

Ziskavani intermediata

Jakmile vznikl, muze byt intermediat ziskan a/nebo rafinovan jakymkoliv
zplGsobem, ktery je pro odborniky bézny, véetné befilizace, krystalizace, suseni ve
spreji a elektrodialyzy atd. ElektrodyalizaCni metody pro rafinaci ASA a intermediat(
ASA jako KLG jsou popsany na piiklad v U. S. patentu & 5747306 vydaném 5.
kvétna 1998 a v U. S. patentu €. 4767870 vydaném 30. srpna 1998. Nebo mohou byt
intermediaty také formulovany pfimo z bioreaktoru a granulbvény nebo nasazeny do
kapalné formulace. | ‘

Zpusob a metoda provedeni predloZzeného vynalezu mlze byt zkuéen)'Irﬁ'i
odborniky lépe pochopena s odkazem na nésledujl'ci priklady provedeni, pfi cemz
tyto priklady nejsou mysleny tak, ze by néjakym zplsobem omezovaly rozsah
predkladaného vynélezu anebo patentovych narokl na to zaméfenych. VSechny

odkazy a patentove publikace, kterych se to tyka, jsou tu citovany.

Prehled obrazk na vykresech

Obrazek 1 je schematické zobrazeni procesu in vitro, pfi némz jsou mezi
oxidacnim a redukénim stupném recyklovany NADP+ a NADPH.

Obrazek 2 je schematické zobrazeni cesty k intermediatam ASA. Stupné
oznalené A jsou enzymatické; stupné oznatené B jsou konversemi bud
enzymatickymi nebo chemickymi. V tomto zobrazenl’ enzym, ktery konvertuje
glukosu (Glc) na GA mé& GDH aktivitu; oxida¢ni enzym, ktery konvertuje GA na KDG
ma GADH aktivitu; oxidacni enzym, ktery konvertue KDG na DKG ma KDGDH
aktivitu a redukeni enzym, ktery konvertuje DKG na KLG ma DKGR aktivitu.

Obrazek 3 ilustruje aktivitu reduktazy v pritomnosti 0-40 % methanolu pfi pH 7
a 30°C. ‘

Obréazek 4 ilustruje aktivitu reduktazy v pfitomnosti 0-50 % ethanolu pfi pH
7,22 a 30°C.




Obrazek 5 ilustruje aktivitu reduktéiy pii pH 7 v pfitomnosti NaCl, KCI, CaCl,,

K2SO4 nebo fosfore€nanu draselhého_(KPi).' I?voc":éteéni rychlosti byly méfrehy po 1
min. | o | | _
Obrazek 6 ulustrUJe aktivitu reduktazy ZbyvajICI po inkubaci pr| pHad45°C7v K
prltomnostl a nepfitomnosti az do 500 mM 2-KLG. }_ .
Obrazek 7 ukazuje spektrofotometncke méfeni NADPH pii recyklacni reakci
kofaktoru in vitro. Absofbance__ byla méfrena pﬁ‘ 340 nm. Pocéate¢ni odecteni
absorbance bylo 0,7 pied Vpﬁdénim enzymu. Dal$i alikvoty GDH byly pfidavany
priblizné ve 12 a 23 minuté. | | |
Obrazek 8 ukazuje spektrofotometncke méfeni NADPH pfi recyklacni reakci
kofaktoru in vitro. Absorbance byla méfena pfi 340 nm. Dostate¢né mnozstvi NaCl
bylo pfidano pfiblizné v 5 minutééh aby se doséhlo fi nélni koncentrace na0,5M. '
Obrazek 9 ukazuje Km reduktazy a relatlvm Vmax pro 2,5- DKG v prltomnostt

vzristajiciho mnozstvi 2-KLG.

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad |
Tento prlklad poplsu1e zpusob produkce hostltelske bunky Pantoea citrea .

| majici zmutovanou pfirozené se vyskytuum GDH

Klonovani genu dehydroge'néz*y glukosy (GDH) z Pahtoéa

| | ' citre a ‘

Gen dehydrogenazy glukosy byl klonovan fetézovou reakci polymerazy (PCR) Pri
PCR byly pouzity dva primery: 5 AGGGAGTVGCTTACTACCTTATCTGCGGTATA3 a
5'CGCCTAGCTGTGCAATCCATTGATTTTGCACAS". Po- PCR byl DNA produkt
kolem 2 kb klonovan ve vektoru pGEM-T (Promega) a byla identifikovana
rekombinantni E. coli se spravnou DNA vlozkou a klon byl oznaden jako pRL. DNA
viozka byla analyzovana DNA sekvencovanim a jeji sekvence byly shlédéna z60-70

% identicka s publikovanymi sekvencemi GDH kmene Pantoea citrea.
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Generovani deletovaného GDH genu inserci resistenéniho
genu chioramfenikolu: ‘

Aby se v Pantoea citrea generoval deletovany gen GDH, byla nejprve
generovana rekombinantni kopie genu, ktery mél byt deletovan, zavedenim
volitelného znackovace, resistenéniho‘ genu chloramfenikolu (CAT). In vitro
generovana kopie byla zavedena do Pantoea citrea a nechana, aby prostrednictvim
homologické rekombinace rekombinovala se standardni kopii. pRL DNA byla potom
analyzovana digesci s riznymi restrikCnimi enzymy. Byly zjistény dvé polohy Smal-
$tépeni umisténé kolem 700 bp oddélené v DNA kodujici GDH. pRL byl digerovan
se Smal, aby se odstranil 700 bp fragmeht, ktery byl potom nahrazen se Smal
digerovanou 1,05 kb DNA obsahujici resistenéni gen chloramfenikolu, aby byl
generovan rekombinantni plasmid, oznaceny ja'ko pRLcm4. Metoda pouzita ke
generaci pRLcm4 byly standardni techniky, které v oboru zkugeni aplikuji. GDH-CAT
kodujici sekvence z pRLcm4 byla transferovana déle do plasmidu pgGP704. DNA
kodujici GDH-CAT kaseta byla z pRLcm4 odstranéna kombinovanou digesci a
restrikénimi enzymy Aatll a Spel. Kohesivni konce digerované DNA byly odstranény
plsobenim T4 DNA polymerasy v prltomnostl smési trifosfatu deoxynukleotndu
GDH-CAT kazeta byla potom svazana s EcoRV dlgerovanym pGP704.
Rekombinantni plasmid pGP704 obsahuum GDH- CAT kazetu byl |dent|f|kovan a
oznacen jako p704RLcm.

Zavedeni deletovandaho GDH genu do chromosomu Pantoea
citrea:

Plasmid p704RLcm byl zaveden do standardni Pantoea citrea elektroporaci.
Transformovana bunka byla nejprve nanesena na agarové desky obsahujici 12,5
ug/ml chloramfenikolu a byly sledovany resistentni kolonie. K roziiSovani skutecné
deletovaného mutanta (ktery by mél zobrazovat na chloramfenikol resistentni
fenotyp) od bunék, které v sobé jednoduSe chovaji plasmid p704RLcm, byly
resistentni kolonie zkoumany proti ampicilinu, jinému resistenci znackujicimu
antibiotickému nosi¢i u p704RLcm. Byly. identifikovany klony sensitivni na ampicilin.
Prislusné klony, které mély spravny fenotyp (resistentni na chloramfenikol a
sensitivni na ampicilin) byly charakterisovany biochemickymi eseji a vSechny
prokazaly GDH negativni fenotyp. Analyza skvin DNA rovnéZz potvrdila, ze

standardni GDH gen byl nahrazen deletovanou kopii.

L
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Priklad Il

Priklad I pbpisuje zplsob produkce hostitelské bunky majici mutaci v
_pFirozené‘ se vyskytujici dehydrogenaze 2-keto-D-glukonatu (E3). ,

Dehydrogenaza  2-keto-D-glukonatu  (EC1.1.99.4) =z - Glutonobacter
melanogenus se rafinuje podle postupu Mclntire-ho a spol. [Mclintire W., Singer T.P.,
Ameyama M., Adachi O., Matsushita K. a Shinagawa E. : Biochem. J. (1985) 231,
651-654] a odkazt tam uvedenych. Rafinovany protein se digeruje s trypsmem a

chymotrypsinem nebo jinymi protedzami, aby se prlprawly fragmenty, které se rozdéli

HPLC nebo jinymi technikami. Individualni peptldy se shromazdi a sekvencuji. Ze

sekvence se syntetizuji sondy DNA, které budou zesilovat odpovidajici sekvenci v
hostitelském organismu nebo genomu ph’buiného organismu. Pomoci standardnich
PCR technik jsou vétsi fragmenty Zadaného genu zr%ieny,' rafinovény a
sekvencovany. Tyto fragmenty jsou pouzity pro hydridisdvén_i ke genu a umoznuji
klonovani a sekvencovani celého genu. Jakmile je sekvence poznana, je dele’tbvén
gen jak se popisuje pro dehydrogenazu D-gluikonétu (GDH) v pfikladu 1.

Jiné zpUsoby pro rédukci nebo _elimihaci dehydrogendzy 2-keto-D-glukonatu
‘zahrnuiji inhibitory [organické kyseliny jako citrat a sukcinat jsou uvédény, Ze inhibuji
dehydrogenazu 2-keto-D- -glukonatu; Shlnagawa E. a Ameyama M. : Methods in
Enzymology (1982) 89 194-198] a zmény pH a teploty.

Enzym mlZe byt analyzovan na aktivitu nebo ztratu aktivity pomoci esej,

které popsal Shinagawa a Ameyama.

Priklad llI A
Priklad 11l ilustruje metodu produkce KLG v bioreaktoru, kde je regenerovan
kofaktor. ‘ |

Materialy a metody
Permeabilisace bunky

400 mi bunék P. citrea majicich mutaci v pfirozené se vyskytujici, membranou
vazaneé GDH, bylo péstovano do 80 OD (600 nm) v 10 g/l glukonatu a smiseno s 16
ml smési 10 % toluenu a 90 % acetonu na 3 minu{y pii 22°C. Permeabilisované
burky byly pak 10 minut centrifugovany pii 9000 ot/min a vznikly sbalek bunék byl




promyt 400 ml 50 mM Tris, pH 7. Promyvani bylo opakovano jesté dvakrat, aby se
zajistilo odstranéni residualniho organického rozpoustédia.

PInéni reaktoru |

400 ml permeabilisovanych bunék v 50 mM Tris, pH 7, uvedenych shora, bylo
umisténo do jednolitrové bariky opatfené michadlem, kontrolou teploty, trubici
privadéjici kyslik, zakladni pfivodni trubici, vstupem> pro vzorek a sondami pro kyslik
a pH. K roztoku bylo pfidano 200 pl MAZU (BASF) proti pénéni, aby se zvladalo
nadbytecné pénéni, do bariky byl vhanén stlateny vzduch, teplota byla nastavena na
28°C, a michadlo bylo zapnuto na otacky 1200 ot/min az do té doby, kdy kyslikova

sonda ukazala pres 60 % nasyceni. Potom bylo pfidano 16 g krystalické glukosy a 4

g krystalického glukonatu sodného do finalni koncentrace 10 g/l glukonatu a 40 g/l
glukosy. Smés se nechala michat dokud véechen glukonat nebyl konvertovan na
DKG. Hladina glukosy byla udrzovana nad 20 g/l. Diky permeabilisaci bunék
vstoupila do neproduktivniho bunééného metabolismu miniméalni mnozstvi glukosy.
pH bylo udrZovano pfi 7 kontrolovanym piidavanim 50 % NaOH od zacatku do

konce.

Pfidavani rozpustnych enzym( a kofaktoru

Jakmile byl glukonat konvertovan na DKG, bylo spolu s 400 uM.NADP+
pridano 2000 jednotek kazdé, na kofaktoru zavislé, GDH a DKG reduktazy (pro
DKGR se jedna jednotka rovna jedné zmene OD absorbance za minutu, kdyz se
méfi pfi 340 nm). Reaktor byl michan, plnen vzduchem a udrzovan pfi 28 °C jako
nahofte. Periodické pridavani glukosy se délo od zacatku do konce pribéhu, aby byla

zajisténa konstantni dodavka substratu pro oba na kofaktoru zavislé systémy.

Vysledky

Experiment v bioreaktoru byl provadén s nerafinovanou reduktazou
A:F22Y/A272G (U. S. patent ¢. 5,795,761) ve formé surového extraktu z E. coli. GDH
T. acidophilum a NADP+ byly nakoupeny v rafinované formé od fy Sigma. Rychlosti
GA k DKG byly vétsi nez 10 g / 1 / h. Pocateéni rychlosti tvorby 2KLG byly vétsi nez
10 g / | / h. Integrovana rychlost po prvnich Sesti hodinach byla pies 5 g / | / h.

Kofaktor se jevil jako stabilni po prvnich Sest hodin a prevézné v redukované forme.

Celkovy pocet premén byl 537 (215 mM 2KLG / 0,4 mM NADP+). Béhem prvnich
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Sesti hodin nesly nikdy intermediaty YGA aDKGnad4g/l Prt"Jbéh byl zastaven 6,5
hodiny po prvni naplni bunék a pies noc pfi 22°C bézela dobéhova faze pfi mirném
michani. Koneény titr KLG byl kolem 42 g/ |. |

Béhem prabéhu inkubace bioreaktoru byly odebirany alikvotni podily. Tyto
alikvoty byly nejprve toCeny na mikroodstredivce, aby se buriky sbalily. Pro analyzu
zbyvajici aktivity reduktazy, bylo pfidano 25 mikrolitrC supernatantu vzorku k roztoku
910 pl pufru (50 ml bis-Tris, pH 7), 20 ul DKG (70 mg/ml) a 250 uM NADPH. Aktivita
reduktazy byla méfena monitorovanim ztraty absorbance pfi 340 nm za 1 min. GDH
aktivita byla méfena pridanim 25 ul vzorku k ‘I’OZtOkU obsahujicimu 520 pl pufru, 150
ul NaCl (1 M), 200 ul mocoviny (8 M), 50 ul glc (1 M) a 60 ul NADP+ (5 mM) a
monitorovanim vzristu absorbance pfi 340 nm za 1 min. Obg, jak reduktéza tak GDH | |

vykazaly uplnou reaktivitu v celém pribéhu experimentu v bioreaktoru.
Piiklad IV

Tento priklad iiustruje produkci KDG v bioreaktoru in vitro.

Buniky obsahujici membranou vazané aktivity dehydrogenazy glukosy a
dehydrogenazy D-glukonové kyseliny, avéak nikoliv aktivitu dehydrogenézy 2-keto-D-
glukonatu, se vypéstuji a seberou. Jednim pffkladem takové bunky je Pantoea citrea,
u niz je mutace v énzymu dehydrogendzy 2-keto-D-glukonatu a je vypéstovana a
zpracovana jako v prikladu lll. Buriky se permeabilisuji jak je popséno v prikladu lll.
Po alikvotnich podilech nebo kontinualné se pridava glukosa (krystalicka nebo v
roztoku). pH je udrzovano kontrolovanym' pridavanim koncentrovaného roztoku
NaOH. Glukosa je konvertovana na D-glUkonovou kyselinu a potom KDG. Tvorba
produktu se monitoruje analyzou alikvott ve vhodném HPLC systému. Produkt se
ziska odstranénim bunék centrifugovanim a koncentrovanim nebo odstranénim zbylé

kapaliny.
Piiklad V

Tento piiklad ukazuje, ze piidavek organického rozpoustedia zvysuje aktivitu

reduktazy.




23

Do kyvety se viozi 1-2 mg DKG, 250 pM NADPH, F22Y/A272G r_eduktéza Aa
dostatkem 50 mM bis-Tris pufru o pH 7 se doplh'i na konecny objem 1 ml. Aktivita
reduktazy se méfi monitorovanim snizovani absorbance pfi 340 nm. Mnozstvi
pfidané reduktazy pfi teploté mistnosti nebo 30°C typicky ‘vyvolévé zménu
absorbance o 0,1-0,2 OD/min. Za stejnych podminek, byly k roztoku pridavany
alikvotni podily methanolu nebo ethanolu a byla mé'Fena aktivita reduktazy. Aktivita
reduktazy v pritomnosti rdznych mnozstvi methanolu pii 30°C je uvedena na
Obrézku 3 a aktivita v ph’torﬁnosti ethanolu pfi 22°C, je uvedena na Obrazku 4.

Jak je na obrézcich ukazano, aktivita reduktazy vzrista v pritomnosti uréitych
mnozstvi methanolu nebo ethanolu. Optimalni koncentrace se pohybuji mezi 10 a 25
% organického rozpoustédia. | ‘

GDH z T. acidophilum ma malé snizeni aktivity, kdyZz se inkubuje s 10 %
methanolu (podminky eseje jsou 50 mM Tris, pH 7, 12,5 mM D-glukosy, 250 uM
NADP+ v 1 ml. Aktivita se monitoruje zvySenim absorbance pii 340 nm‘)
Permeabilisované burky byly inkubovany s 15 % methanolu a glukonovou kysellnou
Aktivity dehydrogenazy D- -glukonové kyseliny a dehydrogenazy kyseliny 2-keto-D-
,glukonove nebyly pfidanim methanolu vyrazné ovlivnény, jak bylo monitorovano
tvorbou produktu (analyza HPLC) _

Pfidavek methanolu nebo ethanolu ke kompletni. reakci v bioreaktoru bude
zvySovat aktivitu reduktazy. Ztraty aktivity GDH nebo j|nych komponent mohou byt

prekonany vétsim pridavkem GDH nebo bunék.

Pfiklad VI

Ptiklad VI ukazuje aktivitu reduktazy je-li pfitomen Gafquat a PEG8000.

Reduktaza byla inkubovana s 250 uM NADPH,1-2 mg/ml DKGa0%, 07 %a
2,8 % Gafquatu (ISP Technologies Inc.) nebo 0,5 % PEG8000 v 1 ml pufru (50 mM
bis-Tris pufr, pH 7) pfi 30°C. Aktivita reduktazy byla fnél"ena jako v prikladu V. Jak je
v Tabulce 1 ukazano, pridavek Gafquatu zvySuje aktivitu o 80 % ve srovnani s
aktivitou bez Gafquatu. PEG8000 zvySuje aktivitu reduktazy pfibliiné 0.15 %.
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Tabulka 1
- Zvy$eni aktivity reduktazy v pﬁtomnosti Gafquatu nebo PEG8000
Polymer | Pfidana % k finalnimu roztoku | % aktivity bez pridavku
Gafquat 0,7-28 B 180
PEG8000 0,5 115
Ptiklad VII

Piiklad VIl ukazuje aktivitu reduktazy v pfitomnosti soli.

Aktivita reduktazy F22Y/A272G byla méfena v pfitomnosti riznych mnozstvi
rozdilnych soli. Esej tvofilo pfidavani reduktazy do roztoku (konecny objem 1 ml),
ktery obsahoval 250 uM NADPH, DKG (1-1,5 mg/ml), 50 mM bis-Tris pufru, pH 7,0
a rizna mnozstvi fosforeCnanu draselného, NaCl, KCI, K;SO4 a CaCl,. VSechny
reakce byly provédény pri 30°C. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 5.

Jak je na Obrazku 5 ukazano, aktivita reduktazy je stejna nebo mirné vzrista,

. kdyz je spole¢né inkubovana s az do 100 mM NaCl nebo KCI. Potom aktivita opada

az koncentrace vzrostou na 250 mM. Aktivita reduktdzy opadd, kdyz koﬁ%ntrace' -

CaCl; nebo fosforeénanu draselného jsou 20 mM nebo vice.

Vazebna konstanta reduktazy (Km) pfo NADPH v pfitomnosti 200 mM NaCl
byla stanovena za pouziti standardnich bioéhemickych technik [Fersht A.: Enzyme
Structure and Mechanism (1977), W.H. Freeman and Company]. Reakce byla
provadéna v bis-Tris pufru pH7 obsahujicim pfiblizné 1,5 mg/ml GKG pfi 30°C a
proméhné mnozstvi NADPH. Bylo nalezeno, ze Km pro NADPH v pfitomnosti 200
| -mM NaCl 10-40ti nasobné vzrusta proti Km stanovené bez NaCl. Maximalni rychlost
(Vmax) se soli byla podobna nebo mirné vzrostla nad Vmax bez soli. Jedna cesta ke
snizeni Gcinku soli na aktivitu reduktazy je zvysit koncentraci NADPH, dokud ten je
pii onéch podminkach pfi nebo nad Km. Jinak by mohly byt odstranény species s

nabojem, v€etné KLG.
Piiklad VI

Piklad VIII ukazuje stabilitu A F22Y/A272G reduktazy v pfitomnosti poméru
soli/produkt.
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Tepelna stalost reduktazy v pritomnosti soli velice vzrostla. Reduktaza byla
testovana jednou z nasledujicich cest. V prvnim pfipadé byla reduktaza pfidana k

pufru (50 mM bis-Tris, pH 7 v ph’tomnosti a nepfitomnosti riznych mnozstvi 2-KLG

(0-500 mM). Tyto roztoky byly potom alikvotné rozdéleny (40 pl) do 1,5 ml zkumavek

eppendorf. Zkumavky. byly potom umistény do vodni ldzné 45°C a vyjimany ve
stanovenych intervalech. Pak byla reduktaza pomoci st-andardnich eseju pro
aktivitu reduktazy, analyzovana na zbyvajici aktivitu. Vysledky 'jsou uvedeny na
Obrézku 6. | | |
Jak je na Obrazku 6 ukazano, v ph’tbmnosti 500 mM 2-KGL, reduktaza za -
téchto podminek Zadnou aktivitu  vyrazné neztraci. AvSak pouze s pufrem

inkubovana reduktaza ztraci pfiblizné polovinu své aktivity v 10 min. Koncentrace

intermediatu 2-KLG poskytuji asteénou stabilizaci.

Reduktaza byla inkubovana 10 min v pfitomnosti pufru (50 mM bis-Tris, 'pH 7
nebo 25 mM MOPS, pH 7), 0,5 M NaCl, 0,5 KCI, 0,5 M NH4ClI, 0,5 M K2SO4a 0,1 M
NaCl pfi pH 7 a 45°C. Jak je uvedeno v Tabulce 2 niZe, v pfitomnosti téchto :
sloucenin se ztraci malo aktivity, zatimco reduktaza pouze s pufrem ztraci téemer
polovinu své aktivity. Tyto slougeniny jasné reduktazu stabilizuji. Nizsi a vy$$i hladiny

téchto sloucenin by mély rovnéz reduktazu stabilizovat.

Tabulka 2

Aktivita reduktazy po 10 min inkubaci pfi teploté mistnosti nebo 45°C.
Aktivita byla stanovovana pomoci standardniho eseje.

Vzorek Zbyla aktivita po 12 min inkubaci | Zbyla aktivita po 10 min inkubaci
reduktazy % : ' %
Pufr : : 20-40
0,5 M NaCl 100
0,5M KCl ‘ v ' 100
0,5 M NH4CI , R - 100
0,5 M K2SO4 L | 100
0,1 M Nal ‘ 80-85 _
100mM NADPH ' 80-90
200 mM K>POg4 : _ 65-78
100 mM K7S04 , 90-100

Bylo provedeno srovnani mezi stabilizaci 2-KLG_ a NaCl. Inkubace byla
provedena v 25 mM MOPS, pH 7 pii teploté 45,4 °C. Byla pouzita koncentrace 20
mM 2-KLG nebo 20 mM NaCl. Analyzovano bylo v ¢ase 0,5 a 10 min. Vysledky jsou




shrnuty nize v Tabulce 3. Jak je ukazano, stejné mnozstvi NaCl stabilizuje tak

reduktazu vice nez 2-KLG.

Tabulka 3
Podminky Aktivita, 0 min, % | Aktivita, 5 min, % Aktivita, 10 min, %
20 mM NaCi 100 72 59
20 mM 2-KLG 100 _ 51 ' 29

Vsechna % v Tabulce 3 jsou £ 10 %.

Pri 46,6-46,9°C byly stanoveny v p?itomriosti 0-400 mM NaKLG pro reduktazu
polo&asy Zivotnosti. Tato teplota byla volena, aby se pologasy stanovovaly pfi stejné
teploté. Pufr je 25 mM MOPS, pH 7. Odebraly se alikvotni podily a analyzovaly se na
zbylou aktivitu. Méfeni ter_mostabﬂity poloCasu zivotnosti byla provadéna nasledovneé:
vzorek 450 pl obsahujici pufr, reduktazu a 2-KLG (kde byl pouzit) byl umistén do
eppendorf-zkumavek a zahfivan ve vodni lazni. Béhem doby pribéhu, ktera se
ménila od 10 do 30 minut bylo odebrano osm nebo devét alikvotnich podill. Kazdy

alikvotni podil byl nalit na led a dvojmo analyzovan na konci experimentu. Aktivity “

byly graficky vynaseny jako Cas proti zbyvajici aktivité. K; bylo stanoveno upravou
linky vyuzivajici program pocitacové grafiky pro feSeni exponencialniho rozkladu.
Tato hodnota byla potom pouzita k vypocitani poloCasu Zivotnosti [Fersht A,
"Enzyme Structure and Mechanism" (1977), W. H. Freeman and Co.]. Vysledky jsou

uvedeny nize v Tabulce 4.

Tabulka 4

NaKLG koncentrace 0 mM 100mM | 200mM | 300mM | 400 mM

Polocas zivotnosti (min)|| 3,5+ 0,5 | 55+1 | 756+15 10+3 18,6+3

Jak ukazuji vysledky v Tabulce 4, NaKLG zfeteiné stabilizuje reduktazu a tato
stabilizace je zavisla na koncentraci.

Tato data ukazuji, Zze zvySujici se mnozstvi soli mohou reduktazu stabilizovat.
Vhodné soli, které mohou byt pouzity v bioreaktoru predstavuji siran amonny, octan
sodny, octan amonny, chlorid amonny, siran sodny, fosfore€nan draselny,
fosforecnan sodny, chlorid sodn)'), KCI, NH4C!, K2SO4 a Nal. Zkuseny odbornik uzna,




Ze optimalni rozmezi soli bude zavislé na teploté. Proto, aby se dosahla sadouci

stabilita reduktazy, miZze byt v bioreaktoru modifikovana bud teplota nebo

koncentrace soli anebo oboje. Pfi nizsich teplotach, pfi kte’rych by byl typicky reaktor ‘

provozovan, by se muselo pouzit méné soli, aby se zajistil stejny stupen stabilizace

jak je udano v Tabulce 4.
Priklad IX

Piklad IX ilustruje metodu méfeni pomeru NADPH / NaDP+ a rovnovahy
reakce. | '

Redukovany kofaktor (NaDPH) ma silnou absorbanci pfi 340 nm, zatimco
oxidovany kofaktor (NADP+) pfi takové vinové delce neabsorbuje. Jsou-ii tudiz spolu
smiseny oba kofaktory, mlze byt mnozstvi pfitomného NADPH stanoveno
absorbanci pii 340 nm. Je-li také znamo mnoZstvi pvodné pridaného NaDP+, mizZe
byt pak snadno stanoven pomér téchto dvou kofaktord. Tato metoda mlze byt
pouzita pro stanoveni, jak pfidani rznych komponent do reakce, jako na priklad
reakce recyklace kofaktoru, ovliviuje réakc':ni rovnovahu.

1 ml reak&ni smési byl pfi teploté mistnosti viozen do kyvety. Reakéni smés

tvoiil pufr (50 mM bis-Tris, pH 7), 5 mg glukosy, 5 mg 2,5-DKG, 100 uM NADPH,

100 puM NADP+, reduktdza a dehydrogenaza glukosy (GDH). Pro nastartovani
reakce byly naposled pfidany enzymy a hladiny kofaktofu byly monitorovény pii 340
nm.. Po} dosazeni rovnovahy (Obrazek 7) byl pfidan dalsi alikvotni podil GDH.
Rovnovaha se velmi rychle posunula yé prospéch vétsi pfitomnosti NADPH.
Piidavani vice. GDH poskytovalo stéjnou odezvu.

Jako nahofe byl pfipraven dal$i 1 mi inkubaéni smesi. Po dosazeni rovnovahy
bylo do ni pfidano 29 mg NaCl tak, aby se ziskala finalni koncentrace 0,5 M NacCl.
To, jak je ukdzéno na Obrazku 8, dramaticky posunulo rovnovahu ve prospéch
pritomnosti NADPH. ' '

Priklad X

Priklad X ilustruje recyklaéni reakce kofaktoru.
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Recyklacni reakce kofaktoru byly uskUtééhové_ny pfidavanim reduktazy,
glukosy, 2,5-DKG a NADP+ do reakéni nadoby. Aby se vyhodnotila reakce v
pfitomnosti produktu, byla k nekterym reakcim dodatecné prldavana rafinovana 2-
- KLG. Tyto reakce byly udrzovany, aby produkovaly glukonovou kyselinu a 2- KLG

Kofaktor byl recyklovan mezi NADP+ a NADPH pusobenlm obou enzymU. Periodicky
byly odebirany alikvotni pod|ly a pomom HPLC analyzovany na pfitomnost substtd
“a produktl. Reakce byla udrzovéna nejméné 20 hodin pri teploté mistnosti.

Byly provadény reakce uz jen se 3 ml. Reduktéza , GDH, 10 mg/ml glukosy a
10 mg/l lyofilisované 2,5-DKG byly pfi reakci pfidany do 50 mM bis-Tris pufru. K
neékterym inkubacim byla v koncentraci 75 mg/l pfidana 2—KLG. Dodanim NADP+
(400 uM) byla pl"i teploté mistnosti reakce nastartovana. pH roztoku bylo pridavanim
malého mnozstvi NaOH udrzovéno mezi pH 6-7,5. Periodicky byly pfidavany
alikvotni podily glukosy a 2,5-DKG. Na konci dne byla reakce pies noc uloZzena pii
4°C. Nasledujiciho rana byla ohfata na teplotu mistnosti, bylo upraveno pH a reakce
pokracovala. Byly odebirany malé alikvotni podily a injikovany do HPLC. Mnozstvi
vytvofeného glukonatu a 2-KLG mohla byt vypodtena srovnanim se standardem. P¥i
typické reaku nejméné 60 % glukosy konvertovalo na glukonat a nejméné 60 % 2,5-
DKG konvertovalo na 2-KLG.

Priklad X

Priklad Xl ilustruje kinetiku NaCI ‘

Kdyz byl ke standardnimu eseji reduktazy, obsahupmmu 250 uM NADPH a
10-20 mM DKG, piidan NaCl (100 mM nebo vice), snizil se podil reduktazy.
Provedenim kinetické analyzy bylo zjisténo, e chlorid sodny zvySuje Km reduktazy
pro kofaktor NADPH. Jak je NaCl pfidéano vice, vzrista Km. Jedli pouzito mnozstvi
NADPH pod nasycenim, projevuje reduktaza inhibici viivem NaCl. Aby se tento efekt
paralyzoval, bylo do reakce pfidano vice NADPH, takZe to je nékolikanasobné& nad
Km. ZpGisob inhibice ukazuje, Ze je kompetitivni. |

Km pro DKG v ph’tomnosti' NaCl bylo stanoveno pomoci standardnich technik.
Koncentrace NADPH pro kazdé méfénl' byla upravena nejméhé trojnasobné nad jeji

Km pro kaZzdou koncentraci NaCl.




[NaCl], mM Km'pro NADPH (mM) ... Km pro DKG (mM)
0 T 4.9 | 6-14
100 30-100 6-14
200 130-230 6-14
400 v 260-360 6-14

Priklad Xil

Priklad XIl ukazuje kinetiku 2-KLG.

Km pro DKG v piitomnosti 2-KLG bylo stanovovano pomoci standardnich
biochemickych technik. Mnozstvi 2-KLG bylo ménéno od 0 do 150 mM v pufru pfi pH
7. Km pro DKG za podminek pH 7 bylo 10-12 mM. Jak koncentrace 2-KLG vzrista,
Km pro 2,5-DKG se sniiuj‘e. Na piiklad Km pro DKG pfi 150 mM 2-KLG je 2-4 mM.
Reakéni rychlost se také snizuje a doznéd 2-4 nasobné sniZeni, kdyz koncentrace
KLG vzroste z 0 na 150 ml. Toto chovéni je konsistentni s nekompetitivni inhibici.

Bylo zjisténo, ze Km pro NADPH v piitomnosti 100 mM 2-KLG je 4-9 mM. To
bylo provedeno pomoci standardnich biochemickych technik pfi pH 7, s koncentraci
2,5-DKG vétsi nez 14 mM a koncentracemi NADPH vymezuijicimi Km hodnoty.

S pfitomnosti vzrlstajicich mnozstvi KLG v prostfedi bioreaktoru by se tudiz
mélo odekavat, Ze snizi aktivitu reduktdzy a zpomali celkovou rychlost reakce.
Dvéma cestami k prekonani tohoto fenbménu by bylo ziskani K‘LG' napr,

elektrodialyzou nebo alternativné pridanim vice reduktdzy do bioreaktoru.

Priklad Xl

Priklad X ilustruje syntézu 2,5-DKG.

Bufiky P. citrea byly inkubovany s 150 mM glukonatu sodného ve vhodném
pufru: pouzilo se 25 mM bis-Tris nebo 25 mM MOPS pfi pH 6. 25 m bunék, pufr a
substrat bylo viozeno do 125 ml Erlenmeyerovy bariky s pfepazkou a inkubovano pfi
- 28°C za tiepani priblizné 250 ot/min. Po 16-24 hodinach se banka monitoruje na
tvorbu 2,5-DKG pomoci HPLC analyzy a eseje aktivity. Bunky se od}ifedénim usadi,
a supernatant se odstrani. Material se za sterilnich podminek sfiltruje a maze byt
uchovavan pii 4°C nebo zmrazen. Jinak mize byt méteriél lyofilizovan na tuhou
latku.
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PATENTOVE NAROKY

1. ZpUsob nefermentativni produkce KDG nebo DKG z uhlikoveho zdroje
vyznacéeny tim, Ze zahmuje enzymatickou oxidaci uhlikového zdroje

nejméné jednou oxidagni enzymatickou aktivitou za vzniku K_DG nebo DKG.

2. Zpusob podle naroku1 vyznaéeny tim, Ze KDG je konvertovan
dale na erythorbat. '

3. Zplsob podle naroku1 vyznaceny tim, Ze zahrnuje oxidaci

uhlikového zdroje prvni oxidacni enzymatickou aktivitou za v_zniku prvhiho

oxidaéniho produktu a oxidaci prvniho oxidaéniho produktu druhou oxidagni o

enzymatickou aktivitou za vzniku KDG. ' ‘ ' i

4. Zplsob podle naroku1 vyznaceny tim, Ze prvnioxidacni |
enzymaticka aktivita je aktivita GDH a druhou oxidaéni enzymatirckou aktivitou je
aktivita GADH: B |

5. Zplsob podle naroku 1 vyznaéeny tim, Ze probihdv prostiedi

obsahujicim hostitelské buriky.

6. Zpusob podle naroku5 vyznacéeny tim, Ze fecena hostitelska

bunka je nezivotna.

7. Zplsob podle naroku 5 vyznaéeny tim, Ze Ffelend hostitelska

burika je Zivotna.

8. Zplsob podle naroku 5 vy zn .a éeny tim, Ze nejméné jeden

oxidagni enzym- je vazan k membranam hostitelské buriky. .

9. Zplsob podle naroku1 vyznaéeny tim, Ze nemeénejedna

oxidacni aktivita je v roztoku.




10. Zplsob podle naroku 8 vy z naéen y' tim, ze hostitelska burka

obsahuje mutaci v pfirozené se vyskytujici nukleové kyseliné kédujici KDGH aktivitu.

11. Zplsob podie naroku5 vyznaéeny tim, Ze hostitelska burika

je ¢lenem ¢Eeledi Enterobacteriaceae.

12. Zpusob podle naroku 11 vyznace ny tim, Ze ¢&lenem je druh

Pantoea.

13. ZpUsob podle naroku 1 vy zn aéen y tim, ze nejméné jedna

oxidaéni enzymaticka aktivita je imobilizovana.

14. Zplsob podle naroku3 vyznac¢eny tim, Ze daleobsahuje

stupné enzymatické oxidace KDG nejméné jednim oxidaénim enzymem na oxidacni

produkt a enzymatickou redukci oxidaéniho produktu nejméné jednim redukénim

enzymem na 2-KLG.

15. 'Zplisob nefermentativni produkce 2-KLG: z uhlikového zdroje
vyznaéeny tim, Ze zahrnuje v jakémkoliv poradku nasledujici kroky:
enzymatickou oxidaci uhlikového zdroje nejméné jednou enzymatickou aktivitou na
oxidaéni produkt a enzymatickou redukci “oxidaéniho produktu nejméné jednou

redukéni enzymatickou aktivitou na 2-KLG.

16. Zplsob podle naroku 15 vyznaéeny tim, Ze uhlikovym zdrojem
je KDG. '

17. Zplsob podle naroku 15 vyznacéeny tim, Ze oxidacni
enzymaticlkévaktivita vyZaduje oxidovanou formu enzymatického kofaktoru a redukéni
enzymaticka aktivita vyzaduje redukovanou formu enzymatického kofaktoru a kde
oxidovana forma kofaktoru a redukovana forma kofaktoru jsou recyklovany mezi

nejméné jednim oxidaénim krokem a nejméné jednim reduk&nim krokem.

18. Zplisob podle naroku 15 vyznaéeny tim, ze v jakémkoliv

poradku obsahuje tyto kroky:
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a. enzymatickou oxidaci uhlikqvého zdroje prvni oxidacni enzymatickou
aktivitou na prvni oxida&ni produkt; |

b. enzymatickou oxidaci prvniho oxidaéniho produktu druhou oxidacni
: enzymatickou‘ aktivitou na dru'hy oxidaéni produkt;

C. enzyrhatiokou oxidaci druhého oxidaéniho produktu tfeti oxidagni
enzymatickou aktivitou na treti oxidacni produkt a

d. enzymatickou redukci tfetiho oxidagniho produktu redukéni enzymatickou
aktivitou na 2-KLG.

19. Zpusob podle naroku 18 vyznaéeny tim, Ze nejméneé jednaz
prvni, druhé a tfet.i oxidacéni enzymatiéké ‘aktivity vyZaduje oxidovanou formu
enzymatického kofaktoru a redukéni enzymaticka aktivita vyZaduje redukovanou
formu enzymatického kofaktoru, a-kde oxidovanad forma kofaktoru a redukovana
forma kofaktoru jsou recyklovany mezi nejméné jednim oxidaénim krokem a nejméné

jednim reduk&nim krokem.

20. ZpUsob podle naroku 19 vyznaéeny tim, Ze prvni oxidaéni

enzymaticka aktivita vyzaduje oxidovanou formu enzymatického kofaktoru.

21. Zplsob podle naroku 18 vy znaéeny tim, Ze uhlikovym

zdrojem je glukosa a prvni enzymatickou aktivitou je aktivita dehydrogenézy glukosy.
22. Zpusob podle naroku 21 v 'y znace ny tim, ze aktivita
dehydrogenazy glukosy se da ziskat z bakterialniho, kvasinkového nebo fungalniho

zdroje.

23. Zpusob podle naroku 22 vy znadeny tim, ze aktiita

dehydrogenazy glukosy se da ziskat ze zdroje zahrnujictho T. .acidophilum,v

Cryptococcus uniguttalatus a druhy Bacillus.

24. Zpusob podle ndroku 19 vyznacen y tim, Ze kazdy z prvniho,

druhého a tietiho enzymu je aktivitou dehydrogenazy.
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25. Zpusob podle naroku 19 vyznaéeny tim, Ze nejmeéneé jedna z .

prvni, druhé, tieti a ¢tvrté z enzymatickych aktivit je imobilizovana.

26. Zplsob podle naroku 19 vyznacéeny tim, Ze nejménéjednaz

prvni, druhé, tfeti a &tvrté z enzymatickych aktivit je v;roztoku.

27. Zplsob podle naroku25 vyznace nj'( tim, ze druhym enzymem
je GADH aktivita.

- 28. Zpusob podle naroku25 vyznadéeny tim, ze tfetimenzymem
je KDGDH aktivita.

29. ZpUsob podle naroku25 vyznaceny tim, Ze d&tvrtym enzymem

je aktivita reduktazy.

30. ZpGsob podle naroku 29 vyznaéeny tim, Ze aktivitareduktazy

se da ziskat z bakterialniho, kvasinkového nebo fungalniho zdroje.

31. Aktivita reduktazy podle naroku 29 vyznaéena tim, ze zdroj '

zahrnuje Corynebacterium a Erwinia.

32. Zptisob podle naroku 31 vyzna t': eny tim, ze aktivitou reduktazy
je 2,5-DKG reduktaza.

33. Zptisob podle naroku 18 vyznaéeny tim, Ze prvnim oxidacnim
produktem je glukonat, druhym oxidaénim produktem je 2-KDG a tietim oxidacnim

produktem je 2,5-DKG.

34. Zplsob podle naroku 18 vyznacéeny tim, Ze probihav

prostfedi obsahujicim rekombinantni hostitelské buriky.

35. Zplsob podle naroku 34 vyznaéeny tim, Ze hostitelska bunka

je zivotna.
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36. Zpiisob podle naroku 34 vyznaéeny tim, Ze hostitelska buiika

je neZivotna.

37. ZpGsob podle naroku 34 vyznaéeny tim, 7e rekombinantni

hostitelské buriky zahrnuji éleny Enterobacteriaceae.

38. Zplsob podle naroku 34 vyznaé en y tim, Ze probihav
prostfedi obsahujicim membrany rekombinantnich hostitelskych bunék a v némz
nejméné jeden z prvniho, druhého a tretiho enzymu je vazan k membranam

hostitelské buriky.

39. Zplsob podle naroku 37 vyznaéeny tim, Ze rekombihantni

hostitelskou burikou je druh Pantoea.

40. ZpGsob podle naroku 39 vyznacéeny tim, 3 e rekombinantni
hostitelskou burikou je Pantoea citrea.

41. Zptisob podle' naroku 40 vy znaéen y tim, Ze rekombinantni
hostitelska bufika ma mutaci nejméné v jedné, pfirozené se vyskytujici aktivité

dehydrogenazy.

42. Zplisob podle naroku 41 vyznacéeny tim, Ze mutacejev

- membranou vazané GDH aktivité.

43. Zplsob podle naroku 41 vyznaceny tim, ze hostitelska burka

obsahuje dale nukleovou kyselinu kédujici heterologickou GDH aktivitu.

44. Zplsob podle naroku 43 vyznaéeny tim, Ze heterologicka
GDH aktivita je ziskatelna z T. acidophilum, Cryptococcus uniguttalatus nebo druhu

Bacillus.

45. Zplsob podle naroku 18 vyznaé e‘ ny tim, Ze oxidovanaforma
enzymatického kofaktoru je NADP+ a redukovana forma enzymatického kofaktoru je

NADPH.




46. Zplsob podle naroku 18 vyznaceny tim, ze oxidovanaforma

enzymatického kofaktoru je NAD a redukovana forma je NADH.

47. ZpUsob podle naroku 1, naroku 15 nebo naroku 18 vyznaceny

v

tim, Ze je kontinualni.

48. Zplsob podle naroku 1, naroku 15 nebo naroku 18 vyznacéeny '

-

tim, Ze se dée po nasadach.

49. Zplsob podle naroku 1, nérokt} 15 nebo naroku18 vyznaceny

tim, Zze probihav prdstfedi obsahujicim:organické rozpoustédla.

50. Zplsob podle naroku 1, naroku 15 nebo naroku18 vyznacéeny

tim, Ze probiha v prostfedi obsahujicim dlouhé polymery.

51. Zpiasob podle naroku 14, naroku 15 nebo naroku18 vyznacen y
tim, Ze obsahuje dale krok pro ziskani ASA z 2-KLG. . |

52. Hostitelska burika, zahrnujici nukleovou kyselinu majici mutaci v genu
kédujicim GDH akdtivitu.

53. Hostitelska bufika, zahrnujici nukleovou kyselinu majici mutaci v genu
kodujicim KDGDH aktivitu.

54. Hostitelska burika podle naroku 52 nebo 53, ktera je druhu Pantoea.

55. Hostitelska bufika podle naroku 52, dale zahrnujici nukleovou kyselinu

kédujici heterologickou GDH aktivitu.

56. Hostitelska burika podle naroku 55, dale zahrnujici nukleovou kyselinu

kédujici heterologickou aktivitu reduktazy.

"
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57. Zplsob podle naroku 1 vyznacée Ay tim, Ze obsahuje k

- pfipadné stupefi znovuziskani KDG nebo DKG.

58. ZpUsob podle naroku 14, naroku 15 nebo naroku 18 vyznaceny

tim, ze 2-KLGjedale &istén pomoci elektrodialyzy.

59. ZpUsob podle naroku 45 nebo naroku 18 vyzna é eny tim, Ze

kofaktor je &i$tén pomoci nanofiltrace.

60. Zplisob podie naroku 18 vyzn aéeny tim, Ze probihéV '

prostiedi obsahujicim sdl. -

61. Zplisob podle naroku 60 vyznaéeny tim, ze sil zahrnuje
siran amonny, octan sodny, octan amonny, chlorid amonny, siran sodny, fosfore¢nan

draselny, fosfore&nan sodny,-chlorid sodny, KCI, NH,CI, K28O4a Nal.

62. Zpuisob podle naroku 60 v y znaceny | tim, Ze  obsahuje 1

koncentraci soli mezi 0 mM a 500 mM. ¢

B
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