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Je popsén novy mikrobiologick§ zpusob termin&lni .
hydroxylace ethylov§ch skupin aromatick{qh
ﬁ tiZlennych nebo estiflennych heterocyklu.
droxylace se provadf s nikroor%énism . teré
a{ obsahuj{ geny Pseudomonas OCT-plasmidu, které
tvoFi aktivn alkanmonooxygendzu a b) netvoF{
' UZinnou chromosom&ln¥ nebo plasmidové kédovanou

alkoholdehydrogenazu.
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Mikrobiologicky zpfisob termindlni hydroxylace ethylovych skupin
aromatickych heterocyklﬁ_

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového mikrobiologického zpiisobu terminalni
hydroxylace ethylovych skupin na aromatickych péti&lennych nebo
Sesticdlennych heterocyklech a nového hybridniho plasmidu pro

-

tento zpilisob.

Dosavadn{ stav techniky

2-hydroxyeth§lové derivaty jsou dfileZité meziprodukty pro
vyrobu farmaceuticky udfinnych liatek. jako je napriklad 2-(4-py-
ridyl)ethanol Pro vyrobu derivatd kyseliny penicilinovs.

Je znamo, Ze biochemicka oxidéce alkand probiha v mikroorf

ganismech rodu Pseudomonas oleovorans ve trfech stupnich. Pﬁsobe—

. nim komplexu alkan-hydroxylasa, C(alkBaA geny, ktere jsou dale oz-

nacovany jako alkBFGH geny) vzniki nejprve odpovidaijici alkochol.

" Ten se pak prevadi na kyselinu v dalZich dvou stupnich za kata-

lytického pidsobeni alkoholdehydrogenazy C(alkC geny) a aldehydde-

hydrogenazy (chromosomaln& nebo plasmidove kdédovaneé). V tomto

kmenivjsou geny, které ¥idi enzymy oxidace. umf{st&né na Plasmidu

OCT (Vitholt a spol., TIBTECH, sv. 8, 1990, str.46-52).

Ddle je =znam z EP-A 277 674 mikrobiologicky zplsob termi-
nalni hydroxylace apolarnich alifatickych slou&enin s 6 aZzZ 12
atomy uhliku. NapFiklad je znama vyroba 1-oktanolu pomoc{ mikro-
organismdi rodu Pseudomonas oleovorans nebo Pseudomonas putida,
které jsou resistentni vidi apoldrnin fazim. 2 pfikladu provedni
je zfejmé. Ze je nutné uskutednit hydroxylaci té&chto slou@enin
v ndkladném dvoufdzovém systému.

Chemickymi postupy jsou 2- -hydroxyethylderivaty p&ti&lennvch
nebo Sestiflennych heterocykld rovns&s obtiZné dostupné.




Podstata vynalezu e e e

Ukolen pfedloéeného vynalezu je tedy vypracovat jednoduchy
mikrobiologicky zpilsob terminalni hydroxylace ethylovych skupin
na aromatickych p&ticlennych nebo Sestiflennych heterocyklech.

Ukol je feSen podle patentového niroku 1.

Zpisob podle vyndlezu se provad{ pomoci mikroorganisnii,
ktere
ad obsahuii gehy z Pseudomonas OCT-plasmidu, které tvori ak-

tivni alkanmonooxygenazu,
b> netvori udfinnou chromosoméalnd nebo plasmidové kddovancu

alkoholdehydrogenazu _
a Jsou proto schopné hydroxylovat ethylové skupiny aromatickych
pétiglennych nebo Sestiflennych heterocyklft na odpovidajici
hydroxylove derivaty. Heterocyklus slouZi jako substriat pro re-
akci a hydroxyethylderivdt neni ddle metabolizovan.

Mikroorganismy obsahui{ ii&elns geny alkBFGH =z Pseudomonas
OCT-plasmidu, které kéduii komplex alkan-hydroxylaza. ﬁEelné se
pfitom odstrani nebo inaktivuif alkC geny nebo jiné geny. kters
kéduji aktivni alkoholdehydrogenizu.

Zdroj genll alkanmonocoxygendzy

Jako zdroj genfl alkanmonooxydendzy slouZi OCT-plasmid na-
pfiklad z Pseudomonas oleovorans nebo jinych mikroorganismfi vy-
uZivajfcich alkanil.

Vhodné jsou rovné&Z vytvoifené hybridni Plasmidy s geny
alkanmonooxygendzy, kter€ jsou obsafeny v jinych mikroorganis-
mech, jako napifiklad v E.c611 nebo v Pseudomonas putida. Jako
takovyto hybridni Plasmid midZe napfiklad slouZit plasmid
PGEc41, obr. 1, uloZeny bud v E.coli DH1 <(uloZeny u holandské
Centrdlni sbirky plisfiovych kultur CBS &. 102-87) nebo v E.coli
DH1 C(uloZeny u N&mecké sbirky mikroroganismi a bund&nych kultur
DSM &. 6726). Nové& vytvofeny hybridni plasmid pGMK921. obr. 3.
uloZeny bud v Pseudomonas putida PpS81 (DSM 6676) nebo v Pseudo-
monas putida GPO12 (DSM 6775) mfiZe rovn&Z slouZit jako zdroi ge-
ndl alkanmoncoxygendzy.

Genetickou informaci. kteria kéduje alkanmonooxygendzu, lze

Ziskat takovym zpiisobem, kdy a) se 2z mikrooragnismi izoluje bud




DNA OCT-plasmidu nebo DNA hybridniho plasmidu, pak b)> se tato
DNA pro izolaci genu alkanmonooxygenazy Stépi a tato specif icka
genovd sekvence c) se pak vnese do expresniho wvektoru, ¢imZ
vznikne hybridni plasmid d). Tento hybridni plasmid se pak miiZe
vnést do vhodného e) mikroorganismu Chostitelsky kmen) pomoci f£)
transformace. Tento transformovany hostitelsky kmen e) predsta-

vuie pak produkéni kmen g) pro postup podle vynalezu.

a) Isolace DNA OCT-plasmidu (DNA hybridniho plasmidud

Jak DNA OCT-plasmidu, tak také DNA hybridniho plasmidu lze
ziskat metodami b&Znymi v oboru. Napriklad se mikroorganismus
zcela lyzuje a poZadovania DNA plasmidu se ziskd pomoc{ odstied&-
ni v gradientu hustoty. Lze napfiklad postupovat podle uebnice
“Current Protocols in Molecular Biology"”, Asubel a spol..vyd.,
J. Viley. New York. 1989, odd. 2.

b) St3peni DNA plasmidu restrik&nimi enzymy _

Po isolaci DNA_plasmidu ji lze $tépit restrikénimi enzymy
postupy b&Znymi v oboru tak. Ze DNA netvofi Za&dnou plasmidové
kédovanou alkoholdehydrogendzu. Ziskany Stép DNA (alkBEGH). kﬂe—
ry . kéduje aktivni alkanmonooxygenazu, lze pak napiiklad izolovat

. gelovou elektroforézou na agaroveém gelu.

c) Ligace St&pu DNA do expresniho vektoru v »

Takto ziskany Stép genu alkBFGH lze ligovat pomnaci bé&Znych
molekularnébiologickych postupll s DNA expresnihc vektoru pifedem
podobné rozstépenou, jako je naﬁfiklad popsano autory M.Kok
a spol. v J. Biol. Chem. 1989, 264, str. 5442-5451.

Expresni vektory oby&ein& obsahuif vhodny, v&tZFinou regulo-
vatelny promotor. Za timto promotorem . leZi vhodné ve sméru tran-
skripce jedno nebo vice singuldrnich mist Stépeni pro restrikéni
enzyny. Do tohoto St&pného mista se pak obvykle inzeruje poZado-
vany genovy 3t&p, o jehoZ expresi je zaijen. ' "

Transkripci geni alkBFGH lze iniciovat Jjak alk-promotorem
za prirozené regulace (pGEc41), tak takeé promotorem. tacl ijako
alk-promotorem za prirozene€ regulace (pGMK921).

V zdsad€& jsou vhodné vSechny expresni vektory., které mohou rep-

likovat a exprimovat genovy Stép alkBFGH ve zvoleném hostiteli.
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d) Hybridni plasmidy
Takto ic¢elné€ wvzniklé hybridni plasmidy maii Siroké hosti-

telske spektrum a mohou byt proto umist&ny do hostitelskych kme-

"nid s velkou substratovou a eduktovou toleranci. Zvl1lasté se pou-_

Zivd hybridni plasmid pGEc41, ktery byl uloZen v E.coli DH1 jed-
nak 15. ledna 1987 u holandské sbirky "Centralbureau voor Schim-
melcultures at Baarm" s cislem CBS 102-87 a jednak 30. zari
1991 u Né€meck€é sbirky. pro mikroorganismy a buné&&né kultury GmbH
(DSM)>. Mascheroderveg 1b, D-3300 Braunschveig, pod &islem DSM
6726. , :
- DalZ{ zvlast& vhodny hybridni plasmid je hybridni plasmid
pPGMKS21, obr. 3, ktery byl uloZen 3jak v Pseudomonas putida
PpS81 DSM 6776, tak tak€é v Pseudomonas putida GP012 DSM 6775
6.listopadu 1991 u Némecké sbirky mikroorganismii a bun&&nych
kultur. Tento hybridn{i plasmid podle vyndlezu predstavuije dalsi
vyvoj JiZ zndmého hybridniho plasmidu pGEcZSS uvedneho v J.
Biol. Chem., 1989, 264, str. 5442-5451. Vytvoieni hybridniho
plasmidu pGMK921 je schematicky znazorné&no na obr. 2.

e) Hostitelské kmeny
Takto ziskan€ hybridni plasmidy lze vlioZit do velkého mnoZ-

stvi hostitelsk?ch kmend. U&eln& se pouZivaii hostitelské kmeny

s velkou substritovou a eduktovou toleranci, jako jsou napifklad
mikroorganismy rodu Pseudomonas, Acinetobacter, Rhizobium. Agro-
bacterium nebo Escherichia. Vyhodn& se jako hostitelské kmeny
pouZivaji E.coli DH1, Pseudomonas putida Pp81 nebo Pseudomonas
putida GP012. | '

£ Transformace
Transformace hostitelskych bundk hybridnimi plasmidy, &im3
vznikaii produkéni kmeny podle vyndlezu. je rovné&Z znima a pop~-

sana ve vy3e uvedené udebnici.

g) Produkéni kmeny ;
Jako produk&éni kmeny mohou slouZit vSechny hostitelské kme-
ny. které jsou transformoviny hybridnimi plasmidy. které obsahu-

3{ genovy Sté&p alkBFGH. Pfirozena regulace alk-operonu miZe byt




ponechdna nebo odstranéna. Jako produkéni kmeny zv1ast& slouZi
E.coli DH1i. transformované hybridnim plasmiden pGEc41 (CBS
102-87 nebo DSM 6726)>, Pseudomonas putida Pp81 (DSM 6776) nebo
Pseudomonas putida GP012 (DSM 6775). oba transformované hybrid-
nim plasmidem pGMK921, nebo hd¢inné mutanty t3chto kmenili. V téch-
to produk&nich kmenech je ponechana pfirozena regulace alk-ope-

ronu CalkR = alkST)>.

Selekce transformovanych mikroorganismi (produké&nich kmenil)
Izolace (selekce) transformovanych hostitelskych bunék se
uskute&iiuje s vvhodou ze selektivniho Zivného media. kterému se
pifida biocid, vii€i kterému propdijcuie resistenci znadeny gen ob-
safeny v hybridnim plasmidu. JestliZe “hybridni plasmid pGEc41
vvhodn& obsahuje gen pro tetracyklinovou resistenci, ptida se
k Zivnému mediu tetracyklin. V pffpadé hybridniho plasmidu
pGMK921, ktery obsahuje gen pro streptomycinovou resistenci.
pridd se k Zivnému mediu streptomycin. Rist bun&k. které tento

“hybridnif plésmid neobsahuiji. je v takovémto mediu brzdeén.

Zpﬂéob.fermentace : : : o

Podle vynéieZu lze pouZit jako produk&ni kmeny vSechny ty;
ktere: jsou transformované hybridnim plasmidem. ktery obsahuije
Zt&p genu alkBFGH. Jako pFiklad lze uvést mikroorganismy rodu
Pseudomonas. Acinetobacter, Rhizobium, Agrobacterium nebo Esche-
richia.

Fermentadni postup jevobjasnén v nasleduijicim textu na pro-
dukénim kmenu E.coli DH1, ktery je transformovan? hybridnim plas-
midem pGEc41.

Jako substriaty reakce mohou slouZit ethylované aromatické

p&ti&lenné nebo Sesti&lenné heterocykly. které obsahuiji jeden
‘nebo vice heteroatomil vybranych ze skupiny tvorené kyslfkem. du-
sikem. sirou.Jako aromatické pé&ti&lenné heterocykly mohou na-
pitfklad slouZit ethylderivaty thiofenu, furanu. pyrrolu, thiazo-
lu., pyrazolu nebo imidazolu. Vhodné aromatické Sestiflenné hete-
rocykly jsoq,napffklad ethylderivaty pyridinu. pyrimidinu, pyra-
zinu nebo pyridazinu. Obzvl&%t& vhodné jsou jako aromatickée
ethylované Sesti&lenné heterocykly derivaty z tfidy sloucdenin

pyrazinu nebo pyridinu.
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U E c011 DH1 obsahu]1c1 pGEc41

lze 1ndukovat enzymy alk—operonu. ktere jsou odpovédné za hydro-

xylaci, pomoci slou€enin. které popisuije Grund a spol.. J. Bac-
teriol.. 123, str. 546-356, 1975. K tomu patf{ slouCeniny. které

- .slouZi napfiklad pro.- Pseudomonas-oleovorans. - jaka zdroj -uhliku

a energie. jako napriklad alkany. alkanoly nebo alkylované cyk-
lické slou€eniny. Jako alkany 1ze napfiklad pouZit 6ktan, dode-
kan neboc hexan. Jako alkanoly lze napriklad pouZit oktanol, do-
dekanol nebo hexanol. Jako zastupce alkylovanych cyklickych
sloudenin lze pouZit napfiklad ethylbenzen.

Sloucenlny. které napiiklad neslouZi jako zdrdj uhliku

~a energie pro Pseudomonas oleovorans. které viak piesto indukuiji

-.geny alk-operonu, jsou naprfiklad dicyklopropylketon, dicyklopro-

pylmethanol»hebo diethoxyethan. U E.coli DH1 obsahujicim pGEc41

se 1indukce enzymil vyhodn& provadi pomoci dicyklopropylketonu-
Reakce substriatu mdZe probihat bud za p¥itomnosti enzymové-

ho induktoru nebo i v jeho nepiitomnosti.

. Pro rilst Jjmenovanych produk&nich kmend 1lze pouZit vZechny

vroboru b&Zné zdroije uhliku a energie. jako napiiklad sukcinat

sodny . '

Ke stabilizaci plasmidu pGEc41l se ifeln& pied reakc{ sub-

'stratu (pfi napéstovani buné&k) pF¥idd ke kultivadnimu mediu te-

tracyklin.

Jako kultivadni media élouéi media bé&Zna v oboru. jako na- -
pfiklad komplexnf medium (Zivné medium “Nutrient Broth No.2",
Oxoid Ltd., Velka Britdnie) nebo medium obsahujici mineriln{ sa-
l1i, jako je nap¥iklad popséno v Kulla a spol.. Arbh.Microbiol..
135; 1983, str. 1-7.

Prfed pfiddnim substriatu se buiiky p&stuji obvyklym zpiisoben
a pak se dfelné& uskutedni reakce substritu pFfi hodnot& optickée
hustoty od 1 do 200 p¥i 650 nm v kultiva&nim mediu. vyhodn& pi¥i
hodnot& optické hustoty od 5 do 100 p¥i 650 nm.

Reakce probihd bud pii jednoriazovém nebo p¥i kontinudlnim
PEidani substratu tak. aby koncentrace substritu v kultiva&nim
mediu nepfeséhla 20 ¥ hmotnosti/obiem. Vyhodné& se pFidava sub-
strat tak, aby koncentrace substratu - nepfesdahla 5 %
hmotnosti/objem., zvlasts vv?ho&né'.koncentrace nepifesdhne 1 %
hmotnosti/obijen.

v uloze produkﬁnlhor_kmenu_r



Reakce se 1i&eln& provadi v rozmezi pH od 4 do 11, vyhodné
od 6 do 10. ) )

Obvykle se reakce provadi pii teplot& od 15 do 50 °C. vy-
hodné& pii teplot® od 25 do 40 °©C.

Reakce se ufeln& provadi po dobu 1 hodiny aZ nékolik dni,

vyhodn& se provadi kontinudln€& po nékolik dni. Po skonceni reak-

ce se odpovidajici 2-hydroxyethylderivaty mohou isolovat znamym -

zpﬂsobem. napiiklad extrakci.

Pfiklady provedeni vynalezu
Piiklad 1

E. coli’DH1 (pGE¢4i5. CBS 102-87 se p&stuje v mediu obsahu-
jicfm minerdlni soli (Kulla a spol., Arch. Micfobioiv-lsﬁ.
1983, str. 1-7) s 0,6 ¥ hmotnosti/objem Ztavelanu sodného jako
jediného =zdroje uhliku a energie. Ke stabilizaci plasmidu se
k mediu p¥idd 25 mg/1 tetracyklinu. Jako enzymovy induktor se
pouZije dicyklopropylketon v koncentraci 1 mmol/l. ,

Ke 100 ml bunstné suspenze o optické hustot& 10 pri 650 nm
-se pFfidd 1 mmol S-ethyl-2-methylpyridinu. coZ odpo&idé koncen-
traci 0,12 % hmotnosti/objem. Bun&fnd . suspenze se inkubuje po
dobu dalsich 16- hodih pri teploté 30 ©°C a p%i hodnot& pH 7. Za
t&chto podminek zreagoval 1 mmol (121 mg/100 ml)d 5-ethyl-2-
-methylpyridinu na 0.8 mmol 5-(hydroxyethyl)—2—methy1—pyridinu.
To odpovida 80 % vytdZku, vztaZeno na vneseny S-ethyl-2-methyl-
pyridin. ‘

Obdobn& se provadi reakce pomoc{ E.coli DH1 (pGEc41) DSM
6726.

P¥iklady 2 a 3 se provadé&ii podle pfikladu 1 a jsou souhrn-
ng uvedeny v tabulce 1.

Priklad 4

I> Vytvofeni hybridniho plasmidu pGMK921 (obr. 2)

. Vytvoreni pGMK921 je dal3i regulativni wvyvoij pGEc285 (viz
obr.2). pGEc285 popsali M. Kok a spol. v J. Biol.Chem. 264
(1989), str. 5442-5451. Tento plasnid je derivat vektoru pMMB24
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_"multicopy _number.  broad . host _ range”. _(Gene 26_ (1983),

str.273-282) a obsauhije fragment PsiI-DNA OCT-plasmidu respekti-
ve pGEc41l (J. Biol. Chem. 262 (1987), str. 17712-17718)>. ktery

kéduie cytoplasmatickou membranovou komponentu alkanhydroxylazy

- 'CalklB), “"dva’ rubretoxiny “(alkF., alkG) a aldehyddehydrogenazu-

C(alkH>. Transkripce alkBFGH (= alkBA) 1lze iniciovat jak pomoci
alk-promotoru, tak take éomoci tacI-promotoru. Pro gencvou ex-
presi pres alk-promotor =za prirozené regqulace se liguii do
PGEc285 alkST—éistrony (=alkR) =z OCT-plasmidu. popFfipadé =z
pPGEc41. ‘

PGEc41 se sStépi pomoci Sall (4. jednotky na 1,PgVDNA plasmi-
du) a fragmenty DNA se uvolni pomoci preparativni elektroforézy

na agarozoveém gelu (0,6 ¥ hmotnbsti/objem agarozy v TBE—pufru‘

0,09 M Tris-borat, 2,5 mM NazEDTA, pH 8.3, ethidiumbromid <100
,99/100 mld>. SallI-fragment velikosti 2.5 kb, ktery kdéduije alkST,.

se izoluje pfimo z gelu agarézy pomoci membriany z DEAE-celuldézy.
Nabobtnala DNA se vymyije z membrany pomoci 0,5 ml elufniho pufru
(20 mM Tris-HCl, pH 7.5. 1 mM NazEDTA. 1,5 M NaCl) b&hem 1 hodi-
ny pfi 65 °C. Ethidiumbromid se extrahuje =ze vzorku DNA pomoci
n~-butanoclu nasyceného vodou a DNA pak precipituje s isopropano-
aem.,Vysuéené sraZenina tohoto fragmentového preparatu, dile oz-
nacovaného jako preparat (a). se zfedi 0,01 M Tris-HCl pufru, pH
8.0, 0.001 M NazEDTA.

PGEc285 se St&pi pomoci Xhol (4 jednotky na 1 M9 rlasmidove
DNA)> a steinym zpllsobem se precipituje. Vysuseny plasmidovy pre-
parat, dile oznaCovany jako preparat (b), se zFedi steinym puf-

S rem.

Oba preparaty, (a) a (b)), 0,1-4 g4g DNA ve 20 Gl' se podrobi

‘Klenow€ reakci podle pfedpisu uvedeného Maniatisem a spol., Mo-

lecular Cloning 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press, odst.
5.40-5,43). Klenoviiv pufr mad sloZeni: S0 mM Tris-HCl,. pH 7.5.
10 mM MgClz, 1 mM dithiothreitol, 50 eg/ml hovéziho serumalbu-
minu.

K reakcéni smé&si se prida 1 @1 0.5 . mM kaZdéhao dANTP (desoxy-
nukleotidtrifosfat). Po pifidani 1-5 jednotek Klenwvovy polymerazy
se smés inkubuje pfi 30 ©°C po dobu 15 min. Pak se reakce pferusi
na 10 min zah¥Fatim na 75 °C.

Pro ligaci se preparaty (a) a (b) s "tupymi konci" (to jisou




hladké konce DNA bez pre¢nivajicich jednotlivych vlaken) preci-
pituji s isopropanolem a zfedi-se ve 100 el ligaéniho pufru (20
mM Tris-HCl. pH 7.2, 10 mM DTT, 10 mM MgClz, 0.6 mM ATP). Ligace
se uskutedni po pFidani T4-DNA-ligazy (1 1ednotka/eg DNA> prfes
noc pri 15 ©C. .

Transformace se uskutednila v E.coli za selekce v komplex- -
nim mediu s 30 mg streptomycinu na liter Zivného agaru (Nutri- -
entagar). Jedna se o elektrotransformaci podle Maniatise a spol.. o
Molecular cloning 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
odst. 1.75. Plasmid je oznafen jako pGMK920 a nepFinesl hosti-
telskému kmeni Z&adnou schopnost hydroxylace alkylovych skupin.
Teprve transformace v E.coli <(mutD, propagace (spousténi
PGMK920) v "pozadi mutdtoru”) a nasledujici konjugativni trans-
fer (s ponocnym Pplasmiden pRK2013) v Pseudomonas putida.
(Ps.putida) PpS81 vede k fenotypu alk* kmene piijemce, ktery ne-
se plasmid a je schopny hydroxylovat alkylové skupiny. »

Ke konjugativnimu transferu se E.coli elektrotransformuije
s alk-hybridnim plasmidem, dodatecné& s pomocnyn plasmidem
‘PRK2013 podle vyZe citovaného Maniatise a spol. Selekce se usku-
tedni na komplexnim mediu (Nutrientagar) se streptomycinem 30
mg/1 Chybridni plasmid) a kanamycinem 25 mé/l (pomnocny plasmid).

KaZdy 1 ml  této kultury darce a kultury pr{jence
(Ps;putidaHPp5815 se_hékolikréﬁ bromyjiliivnvﬁ rozﬁokem (Nutri-
ent Broth), z¥edi pokaZde 50 el Zivného roztoku; spoif se a in-
kubuiji se pfes noc p¥i 30 °C na suchém Zivném agaru (Nutrient- -
agar). Builky se suspenduii v 0,9 % roztoku chloridu sodného a
vhodnd zFfedé&ni (10-7) 109 bunék/ml suspenze se umisti na desky
selek&fniho media (150 mg streptomycinu na litr). Plasmid posky-
tujici fenotyp alk* je oznafen jako pGMK921.

II> Biotransformace

Produkéni kmen Ps.putida PpS81 obsahujici pGMK921 je ob-
vzlasté vhodny z dfivodu alcA mutace hostitele, nebot alkanhydro-
xyldazova aktivita vznika prfed pozadim zcela bez alkohodehydroge-
nazy. Ps.putida PpS81 s pGMK921 se péstuije na mediu obsahujicim
mineralni soli (Arch.Microbiol. 135 (1983), str. 1-7) s 0,2 %

(hmotnost/obiem) glukdézou. Pro stabilizaci palsmidu se pFidava

streptomycin (150 mg/1). Pro indukci p¥Firozeného promotoru pro




&

expresi alkanmonooxygendzy se piiddva 1 mM_di cyklopropylketonu. -- -

PFi hodnot& optické hustoty ODesonm = 10 (kultury s niZsi
hodnotou OD se zahusti na OD = 10> se ke kultufe p¥ida 0.1 ¥
(objem/objem) 5-ethyl-2-methylpyrimidinu. "PF1  teplot& 30 oC
a -pri neutralnl—whodnote ‘pH (7,0) ~tento ‘'substrat po 6 hodinach
iplné zreagoval na 5-(2- ~hydroxyethyl)-2-methylpyrimidin.

Prehled obrizkii na vykresech

Obrézek_l

PGEc4l1l se sklada =z vektoru PLAFR1 (Gene 16 (1986). str.

. 289-296) a fargmentu EcoRI o velikosti 30 kb z DNA OCT-plasmidu

ktery kéduje &&st alkBFGHC! -operonu (delece v alkC-genu) a k to-

nu nese alkR-locus. Eérkované oznaceny fragment oznafuje deleci

vV alkBFGHC!} -operonu ve sné&ru proudu.
RIR :
) RameCky predstavuii velikost a pozici proteinfi, €isla se
vztahuji k molekuldrni hmot& v kilodaltonech. V pGEc41 Je orien-
tace sekvence alk-DNA a sekvence alkBFGHC!} shodna <(J. Biol.
Chem. 262 (1987>, str. 17712-17718).

O@rézek 2
Pfedstavuije konstruké&éni schéma pro pF¥ipravu PGMKI21.
Cbrazek 3

PGMK920 je odvozen od pGEc285 a PGEc41.
Smér transkripce alkBFGH Jje proti smé&ru hodinovych rudidek.
alkST (alkR) cistrony se transkrlbUJf ve sméru hodinovych rudi-
Cek. Restrikéni mapa PGMK921, ktery obsahuje alk* nutaci. je
shodna s pGMK920. |

Plasmid koduie

= membrianovou komponentu alkanhydroxylazy CalkB)
— rubredoxin CalkG)

- rubredqxin-F CalkF)




' - aldehyddehydrogendzu CalkH)
- rubredoxinreduktazu (alkS)

- pozitivni regulator (alkSi

PGMK921 se miiZe konjugativné transferovat z E.coli pomoci pomoc -
neho plasmidu (pRK2013) do Pseudomonas.

Selekce: streptomycin 35 mg/1 C(E.coli)

[

streptomycin»lSO mg/1 (Pseudomonas putida)

Tabulka 1
PX{- Substrat Koncen- - Doba Konecny | Vyte-
klad trace reakce produkt S Zek

' substratu v hod. . v %

na 100 ml
2 3-ethylpyridin 1 mmol 16 3—(2-hydrox9ethyl)- 50 -
pyridin

3 2~ethylpyrazin 1 mmol 16 2~(2-hydroxyethyl)- 80

pPyrazin

Primyslova vyuZitelnost

2-hydroxyethyloveé derivdty jsou dileZité meziprodukty pro
vyrobu farmaceuticky ii€innych latek, jako je napriklad 2-(4-py- @
ridyllethanol pro vyrobu derivati kyseliny penicilinoveé.
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PATENTOUVE

Mikrobiologicky Zpilisob ~ terminalni hydroxylace ‘ethylovych
skupin aromatickych heterocyklii. vy znacuij fci
s e t 1 m, Ze se reakce provddi s mikroorganismy. které
a) obsahuii geny Pseudomonas OCT-plasmidu,
které tvori aktivni alkanmonocoxygenazu,
b) netvori dGfinnou chromosomdln& nebo plasmidové kédovanou
alkocholdehydrogenizu. a '
jsou tim schopné hydroxylovat ethylové skupiny aromatickych
pEtiflennych nebo Festidlennych heterocykld na odpovidajici
hydroxyethylderivaty, prifemZ heterocyklus slouZi jako sub-
strat pro‘reakci a hydroxyethylderivat se ddle nemetaboli-

Zuije.

Zpllsob podle naroku 1, vyznaduijicdi s e t1imn,
Ze se reakce provadi s mikroorganismy. které. obsahuif{ geny -

alkBA z Pseudomonas OCT-plasmidu.

Zplisob podle jednoho z narokfl 1 nebo 2, v yZznadcuij -
c i s e t i m, Ze se reakce provadi s mikroorganisnmy.
ktere patf{ k rodu Pseudomonas, Acinetobacter. Rhizobium,

Agrobacterium nebo Escherichia.

Zplsob podle jednoho z nirokit 1 a2 3, vyznaduiici
se t i m. Ze se reakce provadi bud s E.coli DH1. uloZené
u holandské Centrilni sbirky kultur CBS pod &. 102-87. nebo
s E.coli DH1, uloZené u Né&mecké sbirky mikroorganismi a
bun&€nych kultur DSM pod &. 6726, cba transformovang
hybridnim plasmidem pGEc41,nebo se reakce provadi s d&inny-

mi mutanty téchto kmenfi.

Zplsob podle alespoii jednoho =z ndrokfl 1 a2 4, vy zn a -
¢uiji c i se t { m. Ze se reakce providi bud s Pseu-
domonas putida PpS81. uloZeného u N&mecké sbirky mikroorga-
nismd a bun&cnych kultur DSM &. 6776. nebo s Pseudomonas




10.

11.

12.

putida GP012, uloZeného u DSM &. 6775. oba transformované€
hybridnim plasmidem pGMK921, nebo se reakce provadi s dcin-

nymi mutanty t&chto kmenil.

Zplisob podle jednoho z ndrokd 1 a2 5, vyznadc¢uijici
se t i m. Ze se jako substrat pouZije ethylovany aroma-
ticky psSticlenny nebo  Sestiflenny heterocyklus, ktery
obsahuje jeden nebo vice héteroatomﬁ vybranych ze skupiny

tvofene kyslikem, dusikem, sirou.

Zplisob podle jednoho z ndrokit 1 a2 6. vyznadc¢uijici
se t { m. ZZe se jako substrat pouZije ethylovany pyrazin

nebo pyridin.

Zpfisob podle jednoho z ndrokfi 1 aZ 7 vy znadc¢uijici
se t im, Ze iJsou énzymy mikroorganismil indukovany bud
sloudeninami, které mikroorganismu slouZi 3jako zdroi uhliku
a energie, nebo sloufeninami, které mikroorganismu neslouZi
jako zdroi uhliku a ‘energie.

Zpllsob podle jednoho z nérokfil 1 aZ 8, vy znadcuiilcdi

s e t i m. Ze se reakce provadi pPfi jednoriazovém nebo

kontinudlnim p¥iddvani substritu tak, aby priddni substrétu »

nepresidhlo 20 ¥ hmotnosti/abjem.

Zpiisob podle jednoho z narokil 1 aZ 9, vyznadcuijici
s e t {f m, Ze se reakce provadi pi‘i hodnoté& pH od 4 do
11.

Zplisob podle jednoho z narokfl 1 aZ 10, vy znadcuiji-

c i s e t im, Ze se reakce provadi pfi teplopé
od 15 do 50 ©cC. )

Hybridni plasmid pGMK921 uvedeny na obr. 3., jak je uloZeny
v Pseudomonas putida PpS81, ktery je uloZen u Némecke sbirky
mikroorganismid a bunécdnych kultur DSM &. 6776. a v Pseudo-
monas putida GP012, ktery je uloZen u DSM &. 6775.
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