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Zpusob hydroxylace methylovych skupin v aromatickych heterocyk-
lech, hybridni plasmidy pL05 a pL04 a mikroorganismy Pseudomonas
putida a Escherichia coli :

Oblast techniky

Vynalez se tykd mikrobiologického zpusobu hydroxylace methy-
lovych skupin v aromatickych pétic¢lennych nebo Sestic¢lennych
heterocyklech. Vyndlez se také tyka novych hybridnich plasmidi. .
a novych produkénich kment, které Jsou zv1ast vhodné pro uvedeny
zpusob. '

Tyto hYdroxymethylované heterocykly jsou napriklad dualezity-
mi meziprodukty pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd a chemika-
1lii pouZivanych v zemédélstvi. :

Dosavadni stav techniky

Mikrobiologicky zplsob terminalni hydroxylace alifatickych
vedlejSich retézcu pomoci mikroorganismi zménénych technikami
genového inZenyrstvi je znam z evropského patentu &. A 277 674.
Tato reakce je katalyzovana alkanhydroxyldzou, kterd je kédovana

geny alkBA z OCT-plasmidu z Pseudomonas oleovorans.

Tyto mikroorganismy byly geneticky tak zménény, Ze jiz
nejsou schopné déle oxidovat vzniklé hydroxylové skupiny na kyse-

linu. Prirozend - exprese a regulace (alkR) teéchto ‘gend byla vsSak

ponechana. Tyto mikroorganismy nemaji Zadnou aktivitu pro oxidaci
methylovych skupin v heterocyklech, ale jen katalyzuji hydroxyla-
ci alkanl a alkylovanych sloudenin s alkylovymi zbytky se 6 az 12
atomy uhliku. : ' ' . S '

Dale je z Harayama a spol., J.Bacteriol. 171, 1989 str. 5048
aZ 5055 zndmo, Ze mikroorganismy druhu Pseudomonas putida s plas-
‘midem PWWO mohou oxidovat ve trech krocich methylovou skupinu na
toluenu za vzniku kyseliny benzoové. Pasobenim xXylenmonooxygendzy
(xyIMA): vznika pfitom nejdrive benzylalkohol, ktery se potom ve
dvou dalsich krocich katalyticky prevadi pomoci alkoholdehydroge-
nazy (xylB) a aldehyddehydrogenédzy (xylC) na kyselinu. V tomto
kmeni jsou jak xyl-geny, které kéduji enzymy pro odbourdni xyle-
nu, tak geny, které odpovidaji za regulaci xyl-genli, na plasmidu
- pPWWO. '

Tim jsou 'z toho zndmy vlastnosti, identifikace, klonovani,
selekce stejné jako restrikéni mapy gena Xy1lMABCN, které jsou.
odpovédné za oxidaci methylovych skupin. Funkce genu xXylN je jes-"
té neznamd. Neni vS8ak znadm Z&dny mikrobiologicky zpusob, ktery.
mizZe hydroxylovat - methylové skupiny v aromatickych pétiélennych
nebo sSesticlennych heterocyklech.

Chemicky ‘Jsou navic takovéto specificky hydroxymethylované
heterocykly jen téZce dostupné.

Podstata vyndlezu

Ulohou predloZeného vynalezu je nalézt mikrobiologicky zpu-
sob = specifické hydroxylace methylovych skupin v aromatickych
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pétic¢lennych nebo Sestic¢lennych heterocyklech za vzniku odpovida-
]lClCh ¢istych hydroxymethylovanych derlvatu, pricemz produkty
nesméji byt ddle katabollzovany

Tato Uloha je resSena zpusobem podle naroku 1. Podle vynélezu
se zpusob provadi s mlkroorganlsmy, které

a) obsahuji geny Pseudomonas TOL-plasmidu, které tvor¥i aktivni
Xylenmonooxygenazu '

b) netvori dc¢innou chromosomdlné nebo plasmidové kédovanou -alko-
holdehydrogenézu.

Tim “jsou mikroorganismy schopné hydroxylovat methylové skuplny
' pétiélennych nebo Sestidlennych aromatickych heterocykll za vzni-
ku odpovidajicich hydroxymethylderivati. Pritom heterocyklus
slouZzi jako substrdt pro reakci a nemd Zadny substituent na pri-
lehlém atomu uhliku k hydroxylovatelné methylové skupiné. Hydro-
xymethylderivat neni ddle katabolizovéan.

- Mikroorganismy obsahuji ucelné geny pro tvorbu xylenmonooxy-
gendzy z Pseudomonas TOL-plasmidu pWWO, které jsou charakterizo-
vany nésledujici restrikéni mapou a jsou jiZ popsédny v J. Bacte-
‘riol. 171 (1989), str. 5048-5055:

—  —— sall (o)
xyl M i | pF— MluI (0,76)
() Kb
L —— BgIII (1,81) .
xyl A — - — XhoI (1,93)
| +— sacI (2,21)

J . L— HinaIirzr (2,35) __

Zdroj geni xylenmonooxygenazy

Jako zdroj genu xylemmonooxygendzy lze pouzit Pseudomonas
putida s TOL-plasmidem pWWO, ktery 1lze napriklad ziskat pod
ATCC 33015 uloZenym v Americké sbirce typl kultur (American Type
Culture Collection).

Genetickou informaci, ktera kéduje xylenmonooxygenazu, lze
potom ziskat tak, Ze a) se izoluje TOL-plasmid-DNA z mikroorga-
nismu, ktery slouZi Jjako. zdroj DNA, potom b) se Stépi tato
TOL—plasmld DNA pro izolaci genu xylenmonooxygenazy a specifické
genova sekvence se potonm c) vnese do expresniho vektoru, a tim 4)
‘vznikne hybridni ‘plasmid. Tento hybridni plasmid se potom vnese
do vhodného mikroorganismu e) (hostitelského) s pomoci transfor-
. mace f). Tento, transformovany hostitelsky kmen tvori potom pro-
dukéni  kmen g) (po selekci h)) pro zpusob fermentace i) podle
.. vynalezu. : g v :
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a) Izolace TOL-plasmid-DNA

TOL-plasmid-DNA lze ziskat metodami znamymi = pro odbornika,
jako napriklad metodou podle Hansena a Olsena (J. Bacteriol.
135, 1978, str. 227 aZ 238) nebo podle Humphreyse a spol. (Bio-
chim. Biophys. Acta 383, 1975, str. 457 a3 483). Ucelné se pouzi-
vd -pro izolaci velkého mnozstvi TOL-plasmid-DNA metody podle
Humphreyse a spol. (Biochim. Biophys. Acta 383, 1975, str. 457 a3
483). Podle této metody se Pseudomonas putida (ATCC 33015) uplné
lyzuje a nésledovné se izoluje TOL-plasmid odstfedénim v gradien-
tu hustoty. : ’ '

b) Stépeni restrikénimi enzymy a izolace DNA elektroforezou na
agarosovém gelu. '

Po izolaci TOL-plasmid-DNA se TOL-plasmid-DNA $tépi restriké-
nimi enzymy SAlI a HindIII, pficemZ se potom izoluje fragment

DNA, ktery kéduje xylenmonooxygendzu, elektroforézou na agaroso-

vém gelu. Tento postup se provadi podle Current Protocols in Mo-
lecular Biology, John Wiley and Sons, New York, 1987, odstavec
2.6 "Izolace a ¢i&téni velkych restrikénich fragmentd DNA z aga-
rosovych gelu".

Tento fragment DNA je charakterizovan ndsledujici restrikéni
mapou, jak uZ bylo d¥ive uvedeno, a neobsahuje Z4dné geny, které
kéduji d¢innou alkoholdehydrogenazu: ' :

—  —— Sall (0)
le M F—— MluI (0,76)
() Kb
—— BgIII  (1,81) ,
xyl A _ XhoI (1,93)

_J —— SacI (2,21)
—— HindIII (2,35)

c) Ligace fragmentu DNA do expresniho vektoru

Takto ziskany genovy fragment se‘pomoci obvyklych molekulér-' :
né biologickych technik liguje s DNA expresniho vektoru predem °
stejné sStépenou, za vzniku hybridniho plasmidu.

Expresni vektory obvykle obsahuji vhodny, vétSinou regulova-
telny promotor. =Za timto promotorem leZi vyhodné ve sméru tran-
skripce jedno nebo vice. singuldrnich mist Stépeni pro restrikéni
enzymy. Do téchto mist Stépeni se potom obvyklym zpusobem inzeru-
Je patriény genovy fragment, o jehoZ expresi je zajem.

Jako expresni vektory se uU&elné pouzivaji ty, které jsou
uvedeny v tabulce 1. Jako expresni vektory se ucelné podle vyna--
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lezu pouZivaji'vektory se sirokym hostitelskym spektrem (broad
~host range), jako jsou pME285, PKT240, pMMB67EH nebo pMMB67EH*.

Ucelne jsou tyto expresni vektory Stépeny restrikénimi enzy-
my Sall a HindIII, a vzniklé restrikéni konce se liguji s izolo-
vanou TOL- plasmld DNA pomoci nap¥iklad T4-DNA-ligdzy. Popripadé
je moZné pouzit jiné metody ligace, jako se napriklad popisuje
v Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons,
New York, 1989, odstavec 3.16, Subklonovani fragmentdi DNA. .

d) Hybridni plasmidy

U&elné takto vzniklé hybridni plasmidy pL03, pL04 a pLO5
jsou také soucdsti vyndlezu, vykazuji Siroké hostitelské spektrum
a mohou se tedy pouzit v hostitelskych kmenech s vysokou toleran-
ci vic¢i substratu a produktu.

U&elné jsou tyto hybridni plasmidy odpojovany prirodnimi
regulacnimi systémy.

Hybridni plasmid pL04 (sestdvajici 2z expresniho vektoru
PMMB67EN a TOL-plasmid-genu popsaného shora uvedenou restrikéni
mapou) s promotorem Piac' Je tedy fizen represoronm genem lacIg.

-Expresi TOL- plasmld-genu lze 1ndukovat 1sopropylthlogalakto-
sidem (IPTG).

Exprese TOL—plasmid—genu v hybridni plasmid pLO05 (sestavaji-

ci z vektoru exprese pMMB67EH* a TOL-plasmid-genu a charakterizo-
vany restrikéni mapou na str. 3) s promotorem Pi,.: Je stale

(konstltutlvne) indukovdna z davodu chybéjiciho genu represoru

lacIg. Proto se GCelné gen represoru lach mutuje do pMMB67EH
zavedenim kanamycinové rezistence. Také je moZné pouzit hybridni
plasmid s uZs$im hostitelskym spéektrem. U&elné se jako hybridni
- plasmid s uzs$im hostitelskym spektrem pouzivad pGSH2836 s promoto-
rem lambda Py, pricemZ je exprese TOL-plasmid-genu stdle (konsti-

tutivné) indukovéna. JestliZe napriklad slouzi Escherichia coli

(E.coli) K12* jako hostitel pro pGSH2836, musi se chromosomalné
integrovany gen represoru cI857 tepelné 1nakt1vovat aby se do-
- sdhla exprese promotoru lambda PL -

Hybridni plasmid pGSH2836 je ulozZen v E.coli Klz*,pod ¢islem
DSM 6154 u Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur
/Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascherodeweg 1b, D-3300 Braunschweig/. Hybridni plasmidy plLo04

a pL05 jsou uloZeny v E.coli K12* (pL04) nebo v Pseudomonas puti-
da (pL05), jak je popséno v dalsich odstav01ch

e) Hostitelské_kmehy v
Na z&kladé Sirokého hostitelského spektra mohou byt takto

vzniklé hybridni plasmidy (pL03, pL04, pL05). vneseny do velkého
poctu hostitelskych kmenu. o
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Utelné se pouzivaji hostitelské kmeny s vysokou toleranci

k substratu a produktu, jako napfiklad rodu Pseudomonas, Acineto-
bacter, Rhizobium, Agrobacterium nebo Escherichia.

f) Transformace

Vneseni hybridnich plasmidd do dfive popsanych hostitelskych

kmenl lze uskuteénit pomoci obvyklych metod, vyhodné podle metody
Lederberga a Cohena (J.Bacteriol., 119, 1974, str. 1072 az 1074).

g) Produkéni kmeny

Jako produkéni kmeny jsou ucelné pouzZivany vsechny ty kmeny,
které jsou uvedeny v tabulce 2. Mikroorganismy (tabulka 2) trans-
formované hybridnimi plasmidy pLO3, pL04 a pLO5 jsou nové a jsou
‘také soucdsti vynalezu. : , .

Vyhodné se pouzivd mikroorganismus E.coli Klz*vtransformova-
ny hybridnim plasmidem pL04, uloZeny 29.8.1990 pod d&islem DSM
6153 nebo mikroorganismus Pseudomonas putida JD7 transformovany
hybridnim plasmidem pLO05, uloZeny 29.8.1990 pod &islem DSM 6152,
‘a jejich deszendenty a mutanty. '

Mikroorganismy jsou uloZeny u Némecké sbirky mikroorganismt
a bunécnych kultur (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH) Mascheroderweg 1b, D-3300 Braunschweig.

Jako produkéni kmeny lze také pouzit takové mikroorganismy,
které obsahuji prirodni TOL-plasmid a u kterych je odstranén nebo
inaktivovdn gen, ktery kéduje wU&innou alkoholdehydrogenézu.
Inaktivaci pripadné odstranéni genu 1ze uskuteénit klasickou
mutaci, napriklad s acridinovou orangi pomoci inserce transposonu
(Transposon-insertion) nebo - metodou genového replacementu
- (Gene-replacements) s homologovou rekombinaci (A. Zimmermann .
‘a spol., Molecular Microbiology 5, 1991, str. 1483 ag 1490).

V téchto produkénich kmenech se potom uskutecéni exprese TOL~
-plasmid-gend, napriklad indukci slouceninami jako Jjsou toluen,
xylen nebo cymen a bunéénych kultur, Mascheroderweg 1b, D-3300
Braunschweig. ' ' ,

Odstranéni genu alkoholdehydrogendzy se ucelné provadi tak,
Ze se homologovou rekombinaci vnese do prirozeného TOL-plasmidu
predem pripraveny pomocny hybridni plasmid, ve kterém je jiZ gen
alkoholdehydrogendzy odstranén ("Gene-replacement" homologovou
rekombinaci). : ’ :

 Timto vnesenim se v pf¥irozenédm TOL-plasmidu vhodné odstrani
alkoholdehydrogenaza.

h) Selekce transformovanych mikroorganisnl (produkénich kment)

Transformované mikroorganismy se vyberou obvyklym zplsobem
na minimdlnim médiu glukosa-agar vhodnym antibiotikem s odpovida-
jici inhibié&ni koncentraci. Pouzité zna y resistence proti anti-
biotiku jsou uvedeny v tabulce 1. : : : ' '
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i) Zpusob fermentace

‘Produkéni kmeny, jejich descendenty a mutanty, prlpravene

podle drive popsanych postupl, se podle vynadlezu pouziji pro zpua-

sob hydroxylace methylovych skupin v pétic¢lennych nebo sSestidélen-
nych aromatickych heterocyklech. :

Jako substraty se pro reakci mohou pouzZivat methylované aro-
matické péticlenné nebo Sestic¢lenné heterocykly, které obsahuji
jeden nebo vice heteroatomi ze skupiny kyslik, dusik, sira. Vhod-
nymi pétic¢lennymi heterocykly jsou napriklad derivaty thiofenu,
furanu, pyrrolu, thiazolu, pyrazolu a imidazolu, které nemaji
ZédnY~substituent na sousednim atomu uhliku k methylové skupiné,
kterd ma byt hydroxylovana. Vyhodné se jako pétiélenné heterocyk-
ly pouzivaji 3,5- dlmethylpyrazol 4-methylthiazol a 2,5-dimethyl-
thiofen.

Vhodné sSestic¢lenné heterocykly Jjsou napriklad methylované
derivaty pyridinu, pyrimidinu, pyrazinu a pyridazinu, které nema-
ji Za&dny substituent na sousednim atomu uhliku k methylové skupi-
né, kterd md byt hydroxylovdna. Vyhodné se jako Sestic¢lenné hete-
rocykly pouzivaji 2-chlor-5 ~methylpyr1d1n, 2,5-dimethylpyrazin
a 2,6-dimethylpyrimidin.

PFed - pridanim substratu se buﬁky kultivuji v kultivaénim
médiu na optickou hustotu 1 aZ 200 pri 650 nm (OD650), vyhodné az’
na optickou hustotu 5 az 100.

Reakce se provadi bud pfi jednorazovém, nebo kontinudlnim
priddni substrdtu tak, aby koncentrace substrdtu v kultivaénim
médiu nepresdhla 20 % (hmotn./obj.) popripadé (obj./obj.) pro ka-
palné substraty, pricemZz zkratka (hmotn./obj.) znamend hmotnost
na objem a zkratka (obj./cbj.) znamend objem na objem.

- Vyhodné se substrat pridava tak, aby koncentrace substratu
v kultivaénim médiu nepresdhla 5 % (hmot./obj.) popripadé
(obj. /Obj ). . '

Reakce se obvykle provadi s bunkami-v klidu pri hodnote pH
od 4 do 11, vyhodné od 6 do 10.

Reakce se obvykle provadi pri teploté od 15 do 50 °C, vyhod-
"né pri teploté od 25 do 45 °C.

Po reakci lze odpov1da3101 hydroxymethylderlvaty izolovat
postupem znamym v oboru. '
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Priklady provedeni vvnalezu

Priklad 1
Klonovani genu xylMA

1.1. P¥iprava plasmidu ‘
(Humphreyes a spol., Biochim. Biophys. Acta 383 (1975),
str. 457-483).

Buriky - z 1 1 vyprané bakteridlni kultury Pseudomonas putida
PWWO (ATCC 33015) se odstfedi. Po resuspendovani bunék v 10 ml
25: % sachardézy v 0,05 M tris-pufru, pH 8,0 se pfidid 1,5 ml rozto-
ku 1lysozymu (20 mg/ml v 0,25 M tris-pufru, pH 8,0). Nasleduje’
inkubace po dobu 5 min na ledu. Pridd se 10 ml 0,25 M Na,EDTA (pH

8) a nésleduje dalsi inkubace na ledu po dobu 5 min. Dile se pri-

dd 15 ml roztoku Brifg polyoxyethylenlaurylether/DCL (1 % Brifg
58, 0,4% natriumdesoxycholat v 0,01 M tris-pufru, 0,001 M
Na,EDTA, pH 8,0). Nasleduje dobré rovnomérné promichdni, inkubace

na. ledu po dobu 30 min aZ k Uplné bunécné lyse.

Po odstredéni po dobu 45 min p¥i 4 °C pri 16 000 otaddkach za
min se supernatant dekantuje do autoklavovaného odmérného vélce.
- Pridad se 3% roztok NaCl (hmotn./obj.) a 10% PEG (polyethylengly-
kol). Opatrnym obracenim vdlce uzavieného filmem parafinu se zis-
kda roztok, ktery se inkubuje 2 hodiny pri 4 °C. Ten se potom
odst¥edi 2 minuty p¥i 5 000 ot&ckdch za minutu. Supernatant se
potom dekantuje, a sraZenina se rozpusti v 5 ml TES-pufru
(0,05 M tris, 0,005 M Na,EDTA, 0,05 M NaCl, pH 8,0) a prenese se

do autoklavované 15 ml Corex-trubi¢ky s 8,0 g chloridu vapenaté-
ho. 'Potom se prida 0,6 ml roztoku bromidu ethidia (10 mg/ml)
a inkubuje se 30 nmninut na 1ledu. Nasleduje odstf¥edéni po dobu
30 minut pri 4 °C pri 12 000 otackach za minutu, potom se opatrné
dekantuje, aby se z roztoku odstranil vysrdZeny PEG. Roztok se
potom podrobi ultracentrifugaci v uzavrenych trubi¢kdch s rotorem
50TI pfi 40 000 otackach za minutu po dobu 30 hodin a p¥i teploté
18 °C. Potom se pasy plasmidi isoluji =z gradientt CsCl, kanylou

pfred UV-transilumindtorem. Potom se odstrani bromid ethidia
z plasmidového preparatu vytfepanim s n-butanolem. Plasmid-DNA se
vysrazi isopropanolem a sraZenina se susi v rychlovakuové odparce

" (Speed Vaé® Concentrator). Plasmidovy preparat se resuspenduje
v 0,01 M tris-pufru, 0,001 M Na,EDTA, pH 8,0.
1.2. Isolace xylMA fragmentdl DNA z agarosovych gell

Plasmid-DNA Stépena Sall a HindIII (vZdy 4 jednotky na pg
plasmid-DNA) se podrobi . preparativni elektroforéze na agarosovém
gelu /0,6 % (hmot./obj.) agarosa v TBE-pufru (0,09 M tris-borat,
2,5 mM Na,EDTA, pH 8,3, ethidiumbromid (100 pg/100 ml)/. Malé

prouzky membrany z DEAE-celulosy se pripravi v H,0 a vlozi se do

zdfezu v agarosovém gelu tésné pred pfisludnym pasem fragmentu
DNA. DNA se nechd shlukovat na membrané v napétovém poli. Popri-
" padé se na dal$i membrdné zadrZuji vy&s$i pdsy DNA. Nahlou&enad DNA

-7 -
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se z membrany vymyje 500 pl eluéniho pufru (20 mM tris, pH 7,5,
1 mM Na,EDTA, 1,5 M NaCl) béhem 1 hodiny pfi 65 °C. Membrana se

odstrani a oplachne. Ethiniumbromid se .z roztoku DNA extrahuje
n-butanolem nasycenym H,0, DNA se precipituje isopropanolem. Sra-

Zenina se sus$i v rychlovakuové odparce (Speed Vaég Concentrator).
Fragmentovy prepardat se resuspenduje Vv 0,01 M tris-pufru,
0,001 M NazEDTA pH 8,0. ' -

1.3. ngace Xy1MA fragmentu DNA s expresnimi vektory (Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, New
york (1989), odstavec 3.16, Subklonovdni fragmentu DNA).

a) Pfiprava'hybridniho:plasmidu pL04
“Priprava DNA expresniho vektoru

‘ - Pred ligaci se DNA vektoru pMMB67EH (2 pg) Stépi 10 jednot-
kami Sall a HindIII v odpovidajicim liga¢nim pufru (20 mM
tris-pufr, 10 mM DTT (dithioerythritol), 10 mM MgClz, 0,6 mM ATP,
pH 7,2). Tato roz$tépend DNA se potom defosforyluje 4,8 jednotka—
mi alkallcke fosfatdzy. DNA se opakované Vysra21 a promyva iso-
propanolem.

Ligace xylMA-DNA s DNA expresniho vektoru

Jednotlivé vzorky DNA (v rOznych pomérech mnozstvi pri nad-
bytku insertni DNA) se spoji a podrobi se sradzeni isopropanolem.
VysuSené sraZeniny se vnesou do 40 aZ 100 pl ligaéniho pufru
(20 nM tris-pufr, 10 mM DTT, 10 mM MgCl,, 0,6 mM ATP, pH 7,2).

~K ligaci dojde'po pridédni 0,2 jednotek T4-DNA-ligdzy na 1 ug DNA
pri inkubaci p¥es noc pri 12 aZ 16 °C. Potom se ligacni smés po-
uZzije primo pro transformaci.

b) Priprava hybridniho plasmidu pL05

Shodné s prikladem 1.3.a) se pripravi expresni vektor
pMMB67EH* a shodné podle prikladu 1.3.a)_se potom do tohoto wvek-
toru liguje xylMA-gen. '

1.4. Transformace prlslusnych bunék DNA hybridniho plasmidu (pLO4)
a) Koncentrovani DNA hybrldnlho plasmldu (pLO4)

Buriky 25 ml kultury E.coli S17-1 Jjako pomocného Kkmenu se
péstuji pri ODgu = 2,0 a zpracuji se podle metody Lederberga
_a Cohena (J.Bacteriol., 119 (1974), 1072 az 1074).

Po promyti téchto bunék v 10 m1 0,1 M MgCl, se bunky inkubu-
ji po ‘dobu 30 minut v 10 ml 0,1 M CaCl, na ledu. Potom se tyto
butiky odstfedi a resuspenduji v 1 ml 0,1 M CaCl,. Kazdych 0,2 ml

bunééné suspense se smichd s 0,5 pg ligované DNA hybridniho plas-
midu pro transformaci. N&asleduje inkubace po dobu delSi neZ
30 minut na ledu a dvouminutovy tepelny Sok pfi 42 °C. Potom se
bunééné suspense doplni na 5 ml . predehratym kvasinkovym Zivnym
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prostfedim (Nutrient VYeast Broth, Oxoid, Wesel, BRD). Potom se
suspense inkubuje 1 hodinu bez - trepan1 a dalsi hodlnu s t¥epanim
pri optimdlni teploté rastu bunék prijemce (E.coli S17-1) pro
expresi genti. Alikvétni éasti transformovanych. kultur se umisti
na odpovidajici selektivni média (Zivny agar, 100 pg ampicilinu
na 1 ml).

b) Transformace pL04 do produkéniho kmene

Z kmene E.coli S17-1 s pL04 se isolujé hybridni ‘plasmid

pL04 podle prlkladu 1.1. a'1.2. Potom se E.coli K12* transformuje
hybrldnlm plasm1c1dem pL04 podle metody uvedené v prikladu
1.4.a). Selekce se provadi pomoci selektivniho média (zivny agar,
100 pg ampicilinu na 1 ml).

1.5. Transformace prislusnych bunék s hybridnim plasmidem pLO0S5

Hybridni plasmid pL05 v Pseudomonas putida JD7 se transfor-
muje podle prikladu 1.4. Selekce se provadi pomoci selektivniho
média (Zivny agar, 50 pg kanamycinu na 1 ml).

Priklady 2 azZ 8

Hybridni plasmid pLO03 se pripravi podle prikladu 1.3.
Hybridni plasmidy pGSH2836, pL03, pL04 a pLO5 se transformuji do

hostitelskych Xmend E.coli K12*, Pseudomonas aeruginosa PAO25,
Pseudomonas putida JD7 a Pseudomonas putida podle priklada 1. 4
a 1.5. Vytézky reakce téchto: produkcnlch kmend jsou shrnuty v ta-
bulce 2. :

Priklad 9
Konstrukce mutantu xylB
9.1. Konstrukce plasmidu pL010

Geny xylMABCN se isoluji =z plasmidu pPGSH2816 (Haramaya
a spol., J.Bacteriol., 171, 1989) pomoci EcoRI a Hpal - restrikce
a nasleduje ligace do vektoru PBR322 podobné rozstépeného (Boli-
‘var a spol., Gene 2, 1977, str. 95 ff).

9.1.1. Stépeni restrikénimi enzymy a isolace DNA elektroforesou
na agarosovém gelu. '

PGSH2816-DNA stepena pomoc1 EcoRI a Hpal (vzdy 5 jednotek na
1 Ky DNA) se rozdéli pomoci preparativni elektroforesy na agaro-
sovém gelu (0,7 % agarosy v 0,09 M tris-boratu, 2,5 mM Na-EDTA,
PH 8,3) a isoluji se fragmenty DNA hledané vellkostl (podle pr1-
kladu 1.2.). ,

9.1.2. Ligace fragmentu DNA s XyY1MABCN do pBR322

(Current _Pfotocols in .Molecular_ Biology, - John Wiley and
Sons, New York 1988: odstavec 3.16, Subklonovdni fragmentd DNA).
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a. Priprava vektorové DNA

Pfed ligaci se rozdéli pBR322-DNA (2 pg) pokaZzdé s 10 jed-
notkami EcoRI a Scal preparativni elektroforesou na agarosovém
gelu v restrikénim pufru (50 mM tris, 10 mM MgCl,, 100 mM). Iso-

luji se pruhy poZadované velikosti 3850 bp, jak se popisuje
v prikladu 9.1.1. : ‘ .

b. Ligace

. Pro ligaéi:ée spoji vzorky DNA (v riznych pomérech mnozstvi
pri prebytku insertni DNA), prfidd se k nim 1ligacéni pufr (20 mM
tris, 10 M DTT, 10 mM MgCl,, 0,6 mM ATP, pH 7,2) a po pfidani 1

jedhotky T4-DNA-1ligdzy se inkubuje pres noc pri 12 aZz 16 °C.
Potom se tato ligaéni smés primo pouzZije pro transformaci.

c. Transformace E.coli C600
(podle prikladu 1.4.)

_ Selekce se provadi na Zivném agaru tetracyklinem (25 pg/pl).
Po kontrole restrikce se ¢isti vétsi mnoZstvi pL010-DNA pomoci
gradientu CsCl.

9.2. Konstrukce plasmidu pLOl1l1l
9.2.1. Stépeni pL010-DNA restrikénimi enzymy

5 ug pLO10-DNA se Stépi 22 jednotkami HindIII v restrikénim
pufru (10 nmM tris, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,5)

a podrobi se preparativni elektroforese na agarosovém gelu. Iso-
. 1luji se dva fragmenty o velikosti 3,8 kb popripadé 2,9 kb, jak Jje
popsdno v prikladé 9.1.1. a vloZzi se do 45 popripadé 30 pl vody.
Fragmenty obsahuji vektor pBR322 a rozsah xyl-genl kromé xylB.

'9.2.2. Ligace

Oba fragmenty isolované podle prikladu 9.2.1. se pouziji pro
ligaci, 3jak je ..popséno v  prikladé 9.1.2b. K tomuto ucelu se
smichd 45 ul fragmentu 3,8 kb, 30 pl fragmentu 2,8 kb, 10 pl
ligaéniho pufru, 10 pl 10 mM ATP a 1 pl T4-DNA-ligdzy. Smés se
inkubuje pres noc pri 12 aZ 16 °C. Potom se DNA srdZi ethanolem
a vnese do 10 pl vody.

9.2.3.Transformace E.coli HB101l

DNA pripravend podle prikladu 9.2.2. se primo pouZije pro
transformaci E.coli HB101l (podle prikladu 9.1.2c). Transformované
bunniky se podrobi  selekci na Zivném agaru s tetracyklinem.
(25 pg/pl).

'9.3. Prevedeni pL011 do E.coli HB101l obsahujici pRK2013
E.coli HB101l obsahujici pRK2013 je zvoleno jako hostitel pro
pLO011. Pomoci funkce kédované na pRK2013 je moZnd mobilizace do

jinych gram-negativnich bakterii, Jjako napriklad Pseudomonas pu-
“tida JD7 s PWWO. :

-10-
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Isolovana pL011-DNA se transformuje do E.coli HB10l obsahu-

jici pRK2013 podle prikladu 9.1.2a. Selekce se uskutecénuje na
zivném agaru s tetracyklinem (25 ug/ul) a kanamycinem (25 ug/pl).

9.4. Konjugace E.coli HB10l obsahujici pRK2013 pL0ll s Pseudomo-
nas putida JD7 obsahujici pWWO

Z kultur obou partnerd konjugace péstovanych pfes noc se
odstfedi 2 ml, nékolikandsobné se promyji 0,9% roztokem NaCl
(solankou), zfedi v 100 pl solanky a smichaji se na destiékach
z zivného agaru. Pro konjugaci se desticdky inkubuji po dobu 6
hodin pri 30 °C., Vznikly bakteridlni drn (travnik) se resuspendu-
je v 1 ml solanky a ve vhodném zfedéni se nanese na desticky
z zivného agaru s tetracyklinem (50 pug/pl). Ze ziskanych trans-
konjugatld se nékteré dostanou do TOL-plasmidu na zakladé homolog~
ni rekombinace pLO1l1l.

9.5. Vyména markerd mezi pL0ll a pWWO

Pro zamezeni homologni rekombinace xylB na TOL-plasmid pWWO
do Pseudomonas putida JD7, se kultivuje vice neZ 100 generaci
dfive ziskanych transkonjugdtd E.coli, které nebyly podrobeny
selekci s tetracyklinem. Pritom je Zadouci vyloudeni (odstranéni)
vektoru pBR322 a intakniho genu xylB.

Ke zvysSeni poc¢tu mutantd xylB sensitivnich na tetracyklin,
se provede selekce proti integrovanému vektoru pBR322.

Buriky se umisti do 25 ml komplexniho média tvoreného Zivnym

kvasinkovym prostredim (Nutrient Yeast Broth, Oxoid, Wesel, BRD)
a tetracyklinem (50 pg/mul) a inkubuji se aZ k optické hustoté
priblizné 3,0 pr¥i ODgg5y @  pri teploté 30 °C. Potom se pfida

500 pg/ml cykloserinu C a 100 pg/ml piperacilinu. Po nékolikaho-
dinové inkubaci. pfi 30 °C se uskuteéni téméf Uplnd bunécna lyse.
Burtiky, které preziji, se odstredi, nékolikrat se promyji solankou
a ve vhodné koncentraci se nanesou na destiéky 2Zivného agaru.
Az 85 % ziskanych kolonii je senzitivnich na tetracyklin.

9.6. Test kolonie na pritomnost xylB-delece

9.6.1. Duikaz delece pomoci Southern-Blot-hybridizace
PWWO'-DNA z obdrzZenych kloni se isoluje podle Kado a Liu

(J.Bacteriol., 145, str. 1365 aZ 1373 /1981/). 1 ml kultury
péstované pres noc se odstfedi a resuspenduje v 40 mM tris-aceta-
tovém pufru, 2 mM EDTA, pH 7,9. Buiiky se podrobi lyse pridanim
200 pl 3 ¥ SDS, pH 12,6, potom se inkubuji 1 hodinu prfi 65 °C
a potom se nékolikanadsobné extrahuji fenol-chloroformem (1:1).

Vodny roztok DNA se zbavi fenolu opakovanym promyvanim di-

ethyletherem a smisi se s 3 M roztokem acetéat »sodného o pH 4,8 -

v objemovém poméru 1:10. v : '

Potom se DNA precipituje ethanolem a po . suseni se prida
100 pl vody.

_11_
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' PribliZné 40 pl vzorku DNA takto pfipraveného se necha $té-
pit 100 jednotkami EcoRI a 5 jednotkami Hpal ve sStépném pufru
(50 mM tris, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,5) a podro-

bi se elektroforese na agarosovém gelu. DNA premisténd na nitro--
celulosovou membranu se hybridizuje proti 500 ng sondy pLOll zna-

&ené 32p-ATP. Delece xylB 1,4 kb je primo rozeznatelnd po autora-
diografii.

Priklad 10
Priprava hydroxymethylovanych heterocykla

E-coli K12* s pL04 (DSM ¢. 6153) se Xkultivuji p¥es noc pri
30 °C v kvasinkovém zZzivném médiu (Nutrient Yeast Broth, Oxoid,
- Wesel, BRD) 2za pridavku odpovidajiciho antibiotika uvedeného
v tabulce 1 podle metody uvedené v prikladu 1.4. pro stabilizaci
plasmidd. Alikvétni cadst se potom prenese do cerstvého média
a inkubuje se dalsi 2 hodiny pfi 30 °C, pred tim neZ se indukuji
geny xylenmooxygendzy podle systému exprese (tabulka 1). To se
" stane pridédnim 1 mM IPTG pro indukci exprese pomoci tac-promotoru
Indukéni faze trvd pokazdé mezi 2 aZ 4 hodinami. Suspense bakte-
rii se odstfedi a bunécny sbalek (peleta) se potom resuspenduje
v Cerstvém médiu bez antibiotika tak, aby se dosdhla hodnota
optické hustoty 10 pfi ODggy. Tato suspense se pak prida k 0,1 %

roztoku (obj./obj.  pro kapalné substraty, hmotn./obj. pro pevné
substraty) heterocykll, které maji byt oxidovadny, a dédle se inku-
~ buje pri 30 °C. Po uréité dobé se zjistuje tvorba produktu v bak-
teridlni suspenzi. .

Priklad 11
Pseudomonas putida JD7 s pLOS se péstuje podle prikladu 10.
Z duvodu chybéjiciho receptorového genu lacIg neni treba induko-

vat pomoci IPTG. Kmenu se pouzivd pro reakci heterocykld stejné
jako v prikladu 10. -

Priklad 12
E.coli Ki2* s ‘pGSH2836 (DSM ¢. 6154) se pro reakci pouZije

ve shodé s prikladem 10. Indukce se uskute¢ni inaktivovanim re-
ceptorového genu cI857 pusobenim teploty 42 °C po 2 hodiny.

Pfiklady 13 a 14

Produkéni kmeny ptipravené v prikladech 2 az 8 se pouziji
pro reakci podle prikladu '10.

Priklady 15 az 20
Udaje o vytéicich reakce ruznych heterocykli s produkénim

kmenem z prikladu 12 jsou uvedeny v tabulce 3.

-12-
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Tabulka 1
Vektory popsané v hybridni * charakterizovény velikost
exprese ‘ plasnidy v kb
(bez xylMB) , s xylMA
vass J.Bacteriol.1§9 . pGSH2836 ampicilin-resistentni 5,25
(1987) str.4457 - promotor lambda PL
. -4462 .
pHE285 Gene 36 (1985) pL02 kanamycin-sensitivni- 12,95
str. 27-36 _ ‘ soli rtuti-resistentni
' mobt .
pRT240 Gene 26 (1983) pL03 kanamycin—sehsitivni» 15,25
str. 273-282 ampicilin-resistentni
pobt
pHMB6 TEN Gene 48 (1986) pL04 ampicilin-resistentni 11,15
' str. 119-131 promotor Py, laclq »
pMMB67EH* - | pLO5 ~ampicilin-resistentni 13,5

promotor By, lacIg=
kanamycin-resistentni

Tabulka 2: Produkéni kmeny pro hydroxylaci methylovych skupin

Piiklad  produkéni - obsahujici ¢. ulozeni - vjtéiek v % reakce
kneny hybridni plasmid DSM - 2-chlor-5-methyl-pyrimidinu
- nebo mutovany - jako substratu
plasnid . v koncentraci 0,1 %
(pWHO' ) (obj./obj.)
2 E.coli K12* PGSH2836 6154 80
3 Rcold K1Y pLd 6153 80
4 E.coli §12* pL03 - 80
5 B.coli K12°  pLd5 . B0
b . Pseudononas
aeruginosa PA025 pL0S - - 10
7 Pseudomonas
' putida JD7 pLO05 6152 5
8 Pseudomonas _ ' ,
putida pLO5 - 5

-13-
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‘Tabulka 3: Mikrobiologickd oxidace methylovanych aromatigk?ch he-
terocykld kmenem mikroorganismu: E.coli k12", ktery
obsahuje vektor exprese pGSH2836 '

Priklad substrdt - koncentrace doba konecny | vitéiek
' substrdtu v reakce produkt ‘ vi
kult. médiu " vh
15 2-chlor-5-methyl- 0,1 § (obj./obj.) 16 2-chlor-5-hydro- B0
pyridin o _ -xymethylpyridin -
16 - - 2,5-dimethyl- 0,1 % (obj./obj.) 16 2-hydroxymethyl- 50
pyrazin : a -5-methylpyrazin
17 © 2;6-dimethyl- 0,1 % (hmot./obj.) 16 . 2-hydroxymethyl- 10
pyrimidin ' _ =4-nethylpyrimidin
18 3,5-dimethyl-  0,1% (mot./obj.) 16 3-hydroxynethyl- 10
pyrazol , - _ ~6-methylpyrazol
19 fenethylthiazol 0,18 (obj./obj) 16 °  d-hydroxymethyl- 10
thiazol ’
200 2,5-dinethyl-  0,1% (obj./obj.) 16 - 2-hydroymethyl- 10

thiofen ' ~ -S-methylthiofen

Prumyslova vvuéitelnost

} Mikroorganismy a mikrobiologicky zpusob hydroxylace methylo-
vych skupin lze pouZit vsSude tam, kde je zapotrebi vyrobit hydro-
xymethylované aromatické péticlenné nebo Sesticlenné heterocykly.
Tyto hydroxymethylované heterocykly jsou napriklad dalezité
. meziprodukty pro vyrobu farmaceutickych prostredkli a chemik&lii

pouzZivanych v zemédélstvi.

-14-
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PATENTOVE NAROKY

Zpusob hydroxylace methylovych skupin v aromatickych hetero-
cyklech, vyznacujici se t im, 2e se preména

provadi s mikroorganismy, které

a) obsahuji geny Pseudomonas TOL-plasmidu, které tvori aktivni
xXylenmonooxygendazu a jsou charakterizovany nésledujici re-
strikéni mapou: ‘

— — SalI (0)
Xyl M —— M1lul (0,76)
() Kb
xyl A —— BgIII (1,81)
' XhoI (1,93)
—— SacI (2,21)

HindIII (2,35)

b) netvori WGcinnou chromosomdlné nebo -plasmidové kdédovanou
alkoholdehydrogenazu,

a tim jsou schopné hydroxylovat methylové skupiny -aromatickych
pétiélennych nebo Sestidlennych heterocykll, které obsahuji
jeden  nebo vice heteroatomd z rfady kyslik, dusik, sira, za
vzniku odpovidajiciho hydroxymethylderivdtu, pric¢emZ hetero-
cyklus slouZi . jako substrat pro preménu a nemd 2zadny substi-
tuent na sousednim atomu uhliku methylové skupiny, kterd se ma
hydroxylovat, a hydroxymethylderivat se dédle nekatabolizuje.

Zplisob podle ndroku 1, vy znacuijici se  tinmn,
Ze se preména provadi s mikroorganismy, které pat¥i k rodu
Pseudomonas, Acinetobacter, Rhizobium, Agrobacterium nebo
Escherichia. -

Zpisob podle ndroku 1, vyznacuijici se tim,.
ze se preména provadi s mikroorganismy obsahujicimi prirodni
TOL-plasmid, ve kterych je odstranén nebo inaktivovdn gen,
ktery kéduje ucéinnou alkoholdehydrogenédzu. : :

Zpusob podle alespon jednoho z ndroku 1 aZz 2, vy znadc¢u-
jici s e tim, Ze se preména provaddili s mikroorganis-

mem druhu Escherichia coli K12* transformovanym hybridnim
plasmidem pGSH2836 DSM 6154, a/nebo s jeho spontannimi mutanty.

_15_
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Zpusob podle alespon jednoho z naroku 1 az 2, v y znaéu-

jici s e tim, Ze se pfeména provadi s mikroorganis-

mem druhu Escherichia coli K12* transformovanym hybridnim
plasmidem pL04 DSM 6153, a/nebo s jeho spontdnnimi mutanty.

Zpusob podle alesporn jednoho z ndrokd 1 aZz 2, vyznadc¢u-

- Jici s e t i m Ze se pfeména provddi s mikroorganis-

10

11.

12

mem -druhu Pseudomonas putida JD7 transformovanym hybridnim
plasmidem pLO5 DSM 6152, a/nebo s jeho spontdnnimi mutanty.

Zpusob podle alespon jednoho z narokua 1 az 6, v Yy zna ¢ u -
jici se t i m;, Ze se preména provadl bud prl jednora-
zovém, nebo kontlnualnlm,prldavanl substratu tak, Ze koncen-
trace substrdtu v  kultivac¢nim médiu nepfeséhne 20 %
hmot./objem nebo objem/objem. ” .

Zpusob podle alespon jednohbgzvnérokﬁ l1a2 7, vyznadu-
Jici s e t'im, 2Ze se preména provddi pfi hodnoté pH
od 4 do 11 a p¥i teploté od 15 do 50 °C.

Hybridni plasmid pL04 DSM 6153 uloZeny v Escherichia coli

Klz*, ktery se sklddd z expresniho vektoru pMMB67EH a genu
z Pseudomonas TOL-plasmidu podle. naroku 1, o délce 2,35 Kb,
které vykazuji misto Stépeni Sall a HindIII. '

.Hybridni plasmid pL05 DSM 6152 uloZeny Vv Pseudomonas _putida

JdD7, ktery se skladda z expresniho vektoru pMMB67EH* a genu
z Pseudomonas TOL-plasmidu podle naroku 1, o délce 2,35 Kb,
které vykazuji misto Stépeni Sall a HindIII.

Mikroorganismus druhu Escherichia coli K12” DSM 6153 transfor-
movany hybridnim plasmidem pL04, ktery je schopny hydroxylovat
methylove skupiny v aromatickych heterocyklech

+Mikroorganismus druhu Pseudomonas putida JD7 DSM 6152 trans-

formovany hybridnim plasmidem pL05, ktery je schopny hydroxy-
lovat methylové skupiny v aromatickych heterocyklech. -

Konec dokumentu
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