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(54) Rekombinovany plasmid pRS416, kodujtci zvydenou
produkci termostabilni alfa-amylézy
. ve streptomycetdch

(57) Rekombinovany plasmid pRS416 s obsa-
hem vyddlitelné genetické informace v 8,3
kb velkém insertu chromosqmové DNA z kmene
Thermomonospora curvata kodujiciho produkei
termostabilni alfa-amyldzy ve streptomyce-
tdch. Rekombinovany plasmid pRS416 je mno-
%en a uchovén v bunkdch kmene Streptomyces
lividans TK24 ulo¥eného v Ceskoslovenské
sbirce mikroorganism® University J. E. Pur-
kynd v Brn& pod &islem CCM 4111 a md vyuZi-
t1 p¥i pPipravé termostabilni alfa-emyldzy
kodované rekombinovanym plasmidem, zejména
v textilnim prémyslu p¥i barveni ldtek.
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Vyndlez se tykd rekombinoveného plasmidu PRS416 kédugjiciho zvySenou produkei ter-
wabink alfa-amyldzy ve streptomycetdch.

Alfa-smyldza, enzym §tépici alfe-1,4 vazbu glukosového polymeru Skrobu je pramy-
slovym fermentem, je vyuZivdn v Fadé vyrob. Jednim z primyslovych odvétvi je textilni
primysl, kde zejména termostabilni alfa—amyldza je s vyhodou pouZivéna p¥i barveni 14—
tek.

Gen kddujici termostabilni alfa-amyldzu ve streptomycetdch nebyl dosud klonovén.
Ji¥ dfive byly pripraveny geny kodujici alfa-amyldzu v bacilech.

Podstatou vyndlezu je rekombinovany plasmid pRS416 kodujici produkei termostabil-
ni alfa-amyldzy streptomycetovou burikou, charakterizovany vloZenym fragmentem chromo-
zomové DNA kmene Termomonospora curvata o velikosti 8,3kb a restrikéni mapou.

Ke konstrukci plasmidu pRS416 byl pouZit parcidlni restrikt chromosomové DNA kme-
ne Thermomonospora curvata. Kmen T..curvata byl zisk4n z Geskoslovenské sbirky mikro-
orgenismi v Brng, kde je veden pod katalogovym &islem CCM 3352. Tento kmen, ktery byl
izolovédn z kompostu, produkuje Fadu termostabilnich enzym} a mezi nimi také termosta-
biln{ Skrob ztekucujici alfa-amyldzu. Gen kédujici alfa-amyldzu je v chromosomu T.--cur-
vata pi{tomen pouze v jedné kopii. .

Pri konstrukei plasmidu kxodujictho termostabilni alfa-amyldzu bylo postupovéno
ndsledujicim zplsobem:

Jako replikon byl pouZit nizkokopiow plasmid pIJ61 (Thompson et al. 1982), ktery se
replikuje v hostitelské bunce kmene Streptomyces lividans 1326, a jeho derivity v ma-
ximdInim po¥tu 6 af 8 kopif na bunku. 8,3kb insert obsahujici tam gen kédujici produkei
termostabilnd alfa—emyldzy, byl ziskdn parcidlnim StEpenim chromosomu Thermomonospora
curvata, restrikdni endonukledzou Sau 3AT. Vysokd produkce termostabilni alfa-amyldzy
byla zajistdna zesilenim p¥episu tam genu. Zesfleni pfepisu tam genu bylo dosaZeno je-
ho spojenim se silnym promotorem aph genu pFitomného na plasmidu (aph gen koduje re-
sistenci k neomycinu). aph gen byl St&pen restriként endonukledzou BamHI a ligovdn in
vitro s pomoci T4- DNA ligézy s proximdlni oblasti tam genu, kterd obsahuje rovnéZ
BapHI zdschové misto. Restdikdéni endonukledza ¥tépi aph gen v protein kodugjfei oblasti
aph genu. Obdobn& lze vyuZit i dals{ restridkni wisto pro restrikéni endonukledzu SphI.
Klonovany tam gen mé zachovén vlastni sktivni promotor, vazebné misto na ribosomy a
sekvenci kodujfef{ signdlni peptid, ktery amoZnuje prichod termostabilni alfa-amyldzy .
cytoplasmatickou membrdnou a sekreci aktivniho proteinu do média.

Provedenymi delecemi in vitro v 8,3kb klonovaném fragmentu a klonovénim do daldich
streptomycetovyich vektord bylo zji¥téno, Ze tam gen Je unistdn v 2,65kb velkém restrik-
&nfm fragmentu ohranideném zdsahovymi misty pro restrikéni endonukledzy BamHi~HindIII.
Trenskribce tam genu probihd ve sm&ru BamHI-HindIII.

Na vykresu je uvedena restrikéni mapa plasmidu podle vyndlezu. Srafovand &4st
pPedstavuje vlo¥eny fragment chromosomu Thermomonospora curvata s genem koédujicim pro-
dukci termostabilnf alfa-amyldzy (k¥FiZkovand). Z vektorové molekuly plasmidu pIJs6l
(slabd &4ra) je zndzorndna jen &4st v t&sné blizkosti insertu. Sipka ukazuje smér
transkribce tam genu. '

Molekulovd hmotnost sekretované termostabilni alfa-amyldzy je 62 000 g/Mol a en-
zym md teplotnf optimum 67 %, vydri vSak krdtké zahf4ti a¥ na 90 %.

Dosud nebyl izolovdn a klonovén Zidny gen kodujici termostabilni alfa-amyldzu ve
streptomycetdch.

Rekombinovany plasmid pRS416 Jje uchovdn v bunkdch kmene Streptomyces lividans
7K24 v Geskoslovenské sbirce mikroorganismi University J. E. Purkyné v Brng& pod &islem
CCM 4111.
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PREDMET VYNALEZU
) Rekombinovany plasmid pRS416 kodujici produkei termostabilni alfa-amyldzy, cha-
rakterizovany vloZenym fragmentem chromosomové DNA kmene Thermomonospora curvata o
velikosti 8,3kb a restrikéni mapou,
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uchovany v bunkdch kmene Streptomyces lividans TK24, ulofenych v Ceskoslovenské sbir-
ce mikroorganismG University J. E. Purkyn& v Brné pod &{slem CCM 4111.
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