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Nazev pfihlasky vynéalezu:

Fragment DNA(L), kodujici polypeptid s
nitril-hydratasovou aktivitou,
transformant, obsahujici tento gen a zpi-
sob pfipravy nitril-hydratasy a amidd pou-
zitim tohoto transformantu

Anotace:

Fragment DNA 2 kodujici polypeptid a nit-
ril-hydratasovou aktivitou, ktery je vloZzen do
expresniho vektoru a tento rekombinantni
vektor se pouzije pro transformaci E.coli.
Fransformant obsahuje mnoho kopii genu a
produkuje mnohem vy$3i hladinu nitril-
hydratasy pfi porovnani s béiné pouzivanymi
mikroorganismy. Amidy se pfipravuji z nitril
za uzitf uvedenych transformantd.
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Vynadlez s= tyk& DNA fragmentu odvozeného od Rhodo-

coccus rhodochrous J-1 a kodujiciho polypeptid s nitriﬂhydra— J'i & 4
tasovou aktivitou, ktery hydratuje nitrily na amid%. Vynélez

se také tykd &aké rekombinantni DHA, obsahujici uvedeny DNA(L)
fragment a transformantu transformovaného rekombinantni DNA.

Vynédlez se dale tyk& zplsobu pripravy nitril-hydratasy za

pouziti tohoto transformantu a zplsobu pfipravy amidd

pomoci nitril-hydratasy.

Dosavadni stav techniky

Nitril-hydratasa nebo nitrilasa je zné&ma jako enzym,
ktery hydratuje nitrily na amidy. Mezi mikroorganismy,
které produkuii nitril-hydratasu patfi mikroorganismy rodu
Bacillus, rodu Bacterium, rodu Micrococcus a rodu Brevi-
bacterium /viz japonsky patent 8-62-21517/1989, US patent
¢. 4001081/, rodu Corynebacterium a rodu Nocardia /viz japonsky
patent B-~56-17918/1989, US patent &. 4248968/, rodu Pseudo-
monas /viz Jjaponsky patent 59-37951/1¢84, US patent cC.
4637282/, rodu Rhodococcus, rodu Arthrobacter a rodu Micro-
bacterium /viz japonsky patent A-61-162193/1986, evropska
patentovd prihlédska ¢. 0188316/ a rodu Rhodococcus rhodo-

chrous /viz japonsky patent 470/1990 a evropsk& patentova
prihl&ska &. 0307%26/.

Nitril-hydratasa se pouzivd pro hydratovdni nitrils
na amidy. Podle tohoto vyndlezu se upravi mikroorganismy tak,
aby obsahovaly vice kopii rekombinantni DNA, kodujici nitril-
~hydratasu technologii rekombinantni DNA. Rekombinant pro-
dukuje pozoruhodn@ vysoké hladiny nitril-hydratasy ve

srovndni s bézné pouzivanymi mikroorganismy.



Autori vyndlezu jiZz drdve objevili fragment DNA odvozené
od Rhodococcus sp.N-774 /FERM BP-1936/, ktery také koduije
polypeptid s nitril-hydratasovou aktivitou /japonsky pa-
tent &. A-2-119778/1988/.

Na rozdil od objevu uvedeného v predchozim odstavci
vyutivaji autofi tohoto vyndlezu pro pfipravu nitril-hydratasy
fragmentu DNA odvozenénho od Rhodococcus rhodochrous J-1.

Byl izolovan gen, kodujici nitril hydratasu, tento gen byl
vlozen do vhodného plasmidového vektoru a pfislusSny hos-
titel byl transformovdn timto rekombinantnim plasmidem. Byl
tak Gspésné ziskdn transformant, ktery produkuje nitril-hyd-

ratasu s vysokou aktivitou také k aromatickym nitrildm.

Podstata vynalezu

PredloZeny vyndlez se tykd:

Fragmentu DNA(L), kodujiciho polypeptid, ktery m& nitril-

-hydratasovou akt1v1tu, kde tento peptld obsahuje d.(L)

(Algﬂﬁ) -podjednotky nasledu31c1ch sekvenc1 amlnokyse11n°

(L) :

a -podjednotka:

io 1S

HetThrAlaHnsAsnProValGlnGlyThrLeuProArgSerAsn
GluGlulleAlaAlaArgValLysAlaHetGluA!alleLeuVal
_AspLysGlyLeul:;SerThrAspAlal;;AspHisHetSerS;:
ValTyrGluAsnGT:ValGlyProGlnL;:GlyAlaLyslleV;;
AlaArgAlaTrpV;?AspProGluPheL;;GlnArgLeuLeuT;;
AspAlaThrSerA;;CysArgGluHetG;;ValGlyGlyHetGI;

100 105

GlyGluGluHetValValLeuGluAsnThrGlyThrValHlsAsn



a(L)

-3~

110 Pes 120

HetValValCysThrLleuCysSecrCysTyrProTrpProValley

128 1310 118
GlyLeuProProAsnTrpTerysTerroAlaTyrArgAlaArg
140 145 150

AlaValArgAspProArgGlyValLeuAlaGluPheGlyTerhr

13- 160 165
ProAspProAspValGlulleArglleTrpAspSerSerAlaGlu
' 110 175 180

LEUATgTerrpVa[LeuProGlnArgProAlaGlyThrGluAsn

185 190 t9s

PheThrGluGluGlnLeuAlaAspLeuValThrArgAspSerLeu
200 20S
lleGlyValSerValProThrThrProSerLysAla

-podjednotka:

HetAspGlyIleHi;AspLeuGlyGlyA;;AlaGlyLeuGlyP;;
lleLysProGluSé;AspGluProValP;;HisSerAspTrpG?:
ArgSerValLeuT;;HetPheProAlaH;:AlaLeuAlaGlyA;;
PheAsnLeuAspG?;PheArgGlyAlaH;ZGluGlnlleProP:;

S 70 7%
HisAspTyrLeuThrSerGInTyrTyrGluHisTrpHetHisAla

80 8s 90
HetlleHisHisGlylleGluAlaGlyllePheAspSerAspGlu

%S too 105

LeuAspArgArgThrGlnTeryrHetAspHisProAspAspThr

[ ] ters 120
ThrProThrArgGlnAspProGlnLeuValGluThrlleSerGln
tzs [ ) 138
LeulleThrHisGlyAlaAspTyrArgArgProThrAspThrGlu
[ B ] t4s 150
AlaAlaPheAlaValClyAspLysVallleValArgSerAspAla
1%5% 160 165
SerProAsnThrHisThrArgArgAlaG}yTeralArgGlyArg
170 1718 t8so

ValGlyGluValValAlaThrHisGIyAIaTeralPheProAsp

. 185 R X ] 19SS
ThrAsnAlaLeuGlyAlaGIyGluSerProGluHisLeuTerhr
Zaeo 208 210

ValArgPheSerAlaThrGluLeuTrpGlyGluProAlaAlaPro

Z1s 220 22

AanalValAanis[leAspValPheGluProTereuLeuPro

Ala




Dile se predlozeny vyndlez tykd fragmentu DNA

vySe, ktery obsahuje sekvence nukleotidid &éL)- a 8

T
jednotek, kde DNA sekvence G((A)

1S 30 4
ATGACCGCCCACAATCCCGTCCAGGGCACGTTGCCACGATCGAAE

60 TS
, GAGGAGATCGCCGCACGCGTGAAGGCCATGGAGGCCATCCTCG;E

10§ 120
GACAAGGGCCTGATCTCCACCGACGCCATCGACCACATGTCC%EE
150 165 '
GTCTACGAGAACGAGGTCGGTCCTCAACTCGGCGCCAAGATC&;E
19s zZto
GCCCGCGCCTGGGTCGATCCCGAGTTCAAGCAGCGCCTGCTCZEE
240 2%5S T10

GACGCCACCAGCGCCTGCCGTGAAATGGGCGTCGGCGGCATGCAG

z28sS Joge 1tS
GGCGAAGAAATGGTCGTGCTGGAAAACACCGGCACGGTCCACA&C
330 345
ATGGTCGTATGTACCTTGTGCTCGTGCTATCCGTGGCCGGTT&%E
315 39¢ 405
GGCCTGCCACCCAACTGGTACAAGTACCCCGCCTACCGCGCCCEC
420 435S —f__h—uiso

GCTGTCCGCGACCCCCGAGGTGTGCTGGCCGAATTCGGATATACC

€8S 480 495

CCCGACCCTGACGTCGAGATCCGGATATGGGACTCGAGTGCCGAA

s5to $25S sS40

CTTCGCTACTGGGTCCTGCCGCAACGCCCAGCCGGCACCGAGAAC

]‘ $S55S 570 s85s

/ TTCACCGAAGAACAACTCGCCGACCTCGTCACCCGCGACTCGCTC
J,' 5600 61Ss

T ATCGGCGTATCCGTCCCCACCACACCCAGCAAGGCC
a DNA sekvence'B(L) -podjednotky znamené

ts 30 4as
ATGGATGGAATCCACGACCTCGGTGGCCGCGCCGGCCTGGGTCCG
. ?0

&0 1S
ATCAAGCCCGAATCCGATGAACCTGTTTTCCATTCCGATTGGGAG

10§ 120 135S
CGGTCGGTTTTGACGATGTTCCCGGCGATGGCGCTGGCCGGCGCG
1560 tes 180

TTCAATCTCGACCAGTTCCGGGGCGCGATGGAGCAGATCCCCCCG

uvedeného

-podjednotky znamend




195s zZ10 ©TTS

CACGACTACCTGACCTCGCAATACTACGAGCACTGGATGCACGCG

240 23S
ATGATCCACCACGGCATCGAGGCGGGCATCTTCGATTCCGACE;;
285 Joo !
CTCGACCGCCGCACCCAGTACTACATGGACCATCCGGACGACRCE
130 345
ACCCCCACGCGGCAGGATCCGCAACTGGTGGAGACGATCTCGERE
371s 390 40S

CTGATCACCCACGGAGCCGATTACCGACGCCCGACCGACACCGAG

465 480 495

GTCAGGGTTTGGGACAGCAGCTCCGAAATCCGCTACATCGTCATC

Sto $2s sS40

CCGGAACGGCCGGCCGGCACCGACGGTTGGTCCGAGGAGGAGCTG

$SS 570 $85S

ACGAAGCTGGTGAGCCGGGACTCGATGATCGGTGTCAGTAATGCG

600

CTCACACCGCAGGAAGTGATCGTA

Dédle se vyndlez tykd rekombinantni DNA, obsahujici ve
vektoru DNA(L) jak byla uvedena vySe.
Jedtd dile se vyndlez tykd transformantu, ktery je

transformovadn rekombinantni DNA , jak byla uvedena vySe.

Jestd ddle se vyndlez tykd zpusobu pripravy nitril-
-hydratasy kultivaci transformantu uvedeného vysSe a izolaci

nitril~hydratasy z kultury.

Dile se vyndlez tyka zplsobu pfipravy amidl, vyznacu-
jiciho se tim, Ze se nitrily hydratuji nitril-hydratasou jak Jje
uvedeno vysSe, za tvorby amidd.

)

Jestd déle se vyndlez tyké zpisobu pripravy amidd,
ktery se vyznaduje tim, Ze se kultivuje vySe uvedeny trans-
formant a nitrily se hydratuji vyslednou kulturou izolovanych

bakteridlnich bundk, materidlem z nich ziskanym nebo fixovanym,



D4ls bude pfedloZeny vyndlez podrobné&ji popsén.

Postuouje se podle stupnd 1 aZ 8.

l.

0]

tupen: Izolace a &i3t3ni nitril-hydratasy a Cé&stelné
aminokyselinové sekvenovédni nitril-hydratasy
7 Rhodococcus rhodochrous J-1 /FERM BP-1478/ se izoluji
a vyd&isti dva typy nitril-hydratasy /oznacené jako typ
H a L/. Oba enzymy se rozdé&li pomoci HPLC na podjednotky
'O< a B. Urdi se &ast aminokyselinové sekvence kazdé z
podjednotek /obr.l/.

2.stupen: Priprava DNA sondy na gen nitril-hydratasy

DNA sonda se pripravi z JM105/pYUK121 /FERM BP-1237/
jak je popsédno v japonském patentu A-2-119778/1590
diky vysokénu stupni homologie aminokyselinové sekvence
nitril-hydratasové B-podjednotky z Rhodococcus sp. K-774
/popsané v uvedeném oficidlnim japonském patentovém Casopise
"Japanese Patent Official Gazette"/ a z Rhodococcus
rhodochrous J-1. plasmid z pYUK12l, obsahuijici gen
nitril-hydratasy odvozeny od Rhodococcus sp. =774 se
pripravi z kultury JM105/pYUK121l. pYUK12l DKA se roz-
Stépi pisobenim SphI a Sall. SphI-Sall fragment obsahuje gen
nitril-hydratasy odvozeny od Rhodococcus sp. K-774 /obr.2/.

Fragment DNA se radioaktivné oznaci.

3.stupefi: Dastekce segmentu DNA, obsahujiciho gen nitril-hydra-

tasy z chromosomu Rhodococcus rhodochrous J-1

Chromosomovd DNA se pripravi z kultury Rhodococcus rhodo-
chrous J_1. Chromosomové DNA se rozStépi restrikénimi enzymy
a hybridizuje se sondou popsanou ve stupni 2 s pouzitim
Southernovy hybridizadni metody /Southern E.M.: J.Mol.
Biol. 98, 503 /1975//. Testuji se dva DNA fragmenty rGzné délky.



4.stupen: KOnstrukce rekombinantniho plasmidu

Rekombinantni plasmid se zkonstruuje vloZenim chromoso-
mového DNA fragmentu pripraveného podle stupné 3

do plasmidového vektoru.

5.stupen: Transformace a testovdni transformantu, obsa-

hujiciho rekombinantni plasmid

Z rekombinantniho plasmidu popsaného ve stupni 4 se
ptripravi transformanty. Transformant, obsahujici rekombi-
nantni plasmid se vybere pomoci sondy popsané ve stupni 2
zpGsobem hybridizace kolonii /Bruce Wallace R. a kol.,Nucl.
Acids Res. 9, 379/1981//. Pritomnost genu nitril-hydratasy
v rekombinantnim plasmidu se potvrdi Southernovou hybridi-
zaéni metodou. Takto vybrané plasmidy se oznadi pNHJ1O0H a
pNHJ10L.

6.stupen: Izolace a &isSténi plasmidové DNA a konstrukce

restrikéni mapy

Plasmidové pNHJ10H a pNHJ20L, které byly pripraveny
podle stupné 5, se izoluji a vydisti. Pro uréené oblasti,
obsahujici gen nitril-hydratasy se zkonstruuje restrikéni
mapa DNA /obr.3/.

7.stupen: Sekvenovani DNA

PrisluSnym restrikénim enzymem se vyStépi z plasmidd
PNHJ10H a pNHJ10L segment vlozZeného fragmentu DNA. Tento
vloZzeny fragment DNA se pak pouZije pro sekvenovéni. Nukleo-
tidov& sekvence fragmentu D /obr.4,5/ ukazuje, Ze fragment
obsahuje sekvenci odvozenou od aminokyselinové sekvence

popsané ve stupni 1.




8.stupen: Priprava nitril-hydratasy pomoci transformantu a

konverse nitrild na amidy

Kultivuje se transformant popsany v bodé 8. Tyto bakte-
ridlni bunky se smichaji s nitrily. Pfipravi se tak substréit

nitril-hydratasy a amidd.

Rhodococcus rhodochrous J-1 byl uloZen ve "Fermentation
Research Institute, Agency of Industrial Science and Tech-
nology" a byl oznaden ¢islem FERM-BP-1478. Transformant
TGl/pHHJ10H, obsahujici pNHJ10H popsany ve stupni 5 a
transformant TGl/pNHJ20L, obsagujici pHJJ10L popsany ve
stupni 5 byl uloZen v uvedenﬁeébirce a oznacen cislenm
FERM BP-2777 a FERM BP-2778.

Lze pouzivat jakékoliv vektory vietné plasmido-
vého vektoru /napf. pAT153, pMP2, pHC624, pKC7 atd./, fégového
vektoru /napf. gtll /Toyobo/, Charon 44 /Amersham/ atd/.
Mezi enzymy, které se mohou pouzivat, pat¥i SphI, Sall, EcoRI,
Bam HI, SacIl a podobné, komeréné dostupné od Takara Shuzo.
Pro transformaci lze pouzit rizné hostitele vietnd /ale bez
omezeni pouze na tyto/ E.coli JM1O5 a E.coli T0l. Jako kulti-

vacni media pro transformanty se pouzivaji takovd kul

tivaéni media, kterd jsou obvykle v této oblastipouZzivéna.

Kitrily se ma amidy pfevdd&ji pomoci nitril-hydratasy,
surové nitril-hydratasy, Xultury transformantd, izolova-

nych bakteri&lnich bunék nebo zpracovanych materidld tachto

bunék a pod., pfipravenych z kultury transformanti.

Mezi vhodné nitrily podle vyndlezu patfi aromatické
nitrily se ctyfmi aZ deseti atomy uhliku v aromatické Z&sti a
alifatické nitrily se dvéma az sSesti atomy uhliku, které
jsou popsény v evropské patentové prihlésce ¢&. 0307928.
Typickymi p¥iklady jsou 4-,3- a 2-kyanopyridiny, 2-furonitril,
kyanopyrazin, akrylonitril, methakrylonitril, krotonnitril,

acetonitril a 3-hydroxypropionitril.



Tento vyndlez popisuje aminokyselinovou sekvanci a nuk-
lectidovou sekvencd.o<-a f~podjednotek typu nitril-hydratasy
odvozené od Rhodococcus rhodochrous J-1. Fragment DHNA, kodu-
jici nitril-hydratasu se vlozi do expresniho vektoru a rekom-

binantni vektor se pouzije pro transformaci. Transformant

(614
[

obsahuje vice kopii genu a miZe produkovat mnohem vys

hladiny nitril~hydratasy prfi srovndni s konvencné pou

¢
H

vanymi mikroorganisny.
Dédle je uveden popis obrd&zkd na pripojenych vykresech.

Obr.l - predstavuje N-koncové aminokyselinové sekvence &~
a B-podjednotek dvou typd& nitril-hydratasy produko-

vanych Rhodococcus rhodochrous J-1.

Obr.2 - predstavuje sskvenci DHNA genu nitril-hydratasy =z

“

Rhodococcus spe N-774, .kterd se pouzivd jako sonda

DNA.
Obr.3 - predstavuje restrikdni mapy rekombinantnich plasmidd
PHHJ10H a pNHJ20L. )

Obr.4- predstavuje L& sarvarci fragmentu DNA v pNHJ1CH

odyozeném oG Rhodococcus rhodochrous J-1 a odvozemou
aminokyselinovou sekvenci.

Obr. 5 - predstavuje DHA sekvenci fragmentu v pNHJ20L od-
vozeném od Rhodococcus rhodochrous J-1 a odvozenou

aminokyselinovou sekvenci.

PredlozZeny vyndlez bude déle podrobn£iji ilustrovén v
nédsledujicich prikladech, které jej v Z&dném pripadd nikterak
neomezuji. V pfikladech jsou pouzity tyto zkratky: TE znamend
Tris-HCl /10 mM, pH 7,8/ a EDTA /1 mM, pE 8,0/, THE Znamend
Tris-HCl1 /50 mi, pH 8,0/, EDTA /1 mM, pH 8,0/ a KaCl /50 mM/,
STE znamend& Tris-HCl1 /50 mM, pH 8,0/, EDTA /5 mi, pH 8,0/ a sa-
charosa /35 mM/, 2x YT medium znamend 1,6 % Tryptonu, 1,0 %
kvasniéného extraktu a 0,5 % NaCl.

Priklady provedeni vyndlezu




Priklad 1

Izolace a c¢isténi nitril-hydratasy a &¢dstedné sekvenovani

aminokyselin nitril-hydratasy

Rhodococcus rhodochrous J-1 se kultivuje v mediu /3
g/1 ‘kvasni¢ného extraktu, 0,5 g/l dihydrogenfosforednanu
draselného, 0,5 g/1 hydrogenfosforefnanu draselného, 0,5 g/1
‘siranu hofeénatého.4H20, 0,01 g/1 chloridu kobaltnatého a
3 g/1 krotonamidu, pH 7,2/ 80 hodin pfi teplotd 28 °c.
Izoluji se bakteridlni bunky. 50 g bakteridlnich bun3k se rozru-
si a frakcionuje se siranem amonnym. Vzorek se dialyzuje a
dialyzét se odstfeduje. Supernatant se nanese na chromatogra-
fickou kolonu naplnénou nosiéem DEAE-Cellulofine, Phenyl-Sepha
rose, Sephadex G-150 a Octyl-Sepharose. Ziskaji se dvé frakce
s enzymovou aktivitou. Obé frakce se dialyzuji. Dialyzdty se
nanesou na kolonu s reverzni fdazi /Senshu Pak VP-304-125,
Senahu Kagaku/ a chromatografuji se vysokotddinnou kapali- .
novou chromatografii. Ziskaji se dvé podjednotky / a B/. ]'&/1

N-Koncové aminokyselinové sekvence «if(H)—, B'(H),f (L) L*dtﬁ'
a B~(L)— podjednotek byla stanovena nZ proteifiovém s&kvendtoru

Applied Biosystems model 470A. Sekvence aminokyselin jsou

uvedeny na obr. 1.
Pfikl?ad 2
Priprava DNA sondy pro gen nitril-hydratasy

E.coli JM105 /FERM BP-1937/, obsahujici pYUK12l se kul-
tivuje ve 100 ml media 2xYT, obsahujiciho SO/ug/ml ampicilinu
pfi 30 %c pfes noc /12 hodin/. Bakteridlni bunky se izoluji.

X bunkdm se pfid4 TNE. Suspenze bundk se pak odst¥aduje. X
peleté se pridid 8 mlSTe a 10 mg lysozymu. Sm&s se inkubuje

5 minut p¥i teploté 0 °C. Potom se pridaji 4 ml 0,25M EDTA.

Ke smési se za teploty mistnosti pridaji 2 ml 10% SDS a 5 ml
chloridu sodného. Vyslednd smés se inkubuje tfi hodiny pfi
teplotd 0 a? 4 °C. Potom se smds odst¥eduje na ultraodst¥edivce.
K supernatantu se pridd 1/2 objemu 30% PEG 5000. Sm3s se in-

. v : - o) v v
kubuje pres noc /12 hodin/ p¥i 0 “C a¥ 4 °c a odstfedi se.



(¢

K peletd se pfidd tolik TNE, aby objem roztoku byl 7,5 ml. X

suspenzi se pridd CaCl. Odstfedlnim sm3si se odstrani proteiny.
XK supernatantu se pak pfidd 300 aZ 500 mg/ml ethdiniumbromidu.
Smés se prenese do ultracentrifugacni zkumavky. Zkumavka se
zatavi a potom se odstfeduje v ultraodstfedivce. cccDNAse
vyextrahuje peristaltickou pumpou. X extraktu se pridd o néco
vice ne? je stejné mnoZstvi isopropylalkoholu nasyceného

vodou, pro odstrandni ethidiniumbromidu. Vzorek se dialyzuje

proti TE. Ziskaji se tak asi 3 ml vyciSténého pYUK1Zl.

pYUK121 DNMA se rozStépi pisobenim SphI a Sall. Ziska se tak
fragment DNA o 2070 nukleotidech, obsahujici gen nitril-hyd-
ratasy odvozeny od Rhodococcus sp. N-774, Oznalenim fragmentu
32P se zisk& sonda. Sekvence nukleotidd sondy Je uvedena

na obr. 2.
rriklad 3

Priprava fragmentu DNA, obsahujiho gen nitril-hydratasovy
gen z chromosomu

Rhodococcus rhodochrous J-1 se kultivuje ve 100 ml
media /10 g/l glukosy, 0,5 g/1 dihydrogenfosforecnanu drasel-
ného, 0,5 g/1 hydrogenfosfore&nanu draselného, 0,5 g/1
siranu horeénatého. 7 H20/, 1 g/1 kvasniéného extraktu,
7,5 g/1 peptonu, 0,01 g/l chloridu kobaltnatého, 7,5 g/1
modoviny, 1 % glycinu nebo 0,2 /ug/ml ampicilinu, 1 litr vody,
pH 7,2/. Bakteridlni bunky se izoluji a pelety se promyji
TNE. Pelety se suspenduji v 10 ml TE. X suspenzi se pfidaji
4 ml 0,25M EDTA, 10 aZ 20 mg lysozymu, 10 aZ 20 mg acromopro-
teasy a 10 ml 10xSDS. Suspenze se inkubuje £ri hodiny pri
37 °Cc. X suspenzi se pfidd 15 ml fenolu. Smds se inkubuje
patndst minut pfi teploté mistnosti, odstfedi, horni vrstva se
odlozi a k supernatantu se pfidd 0,7 ml
2,51 octanu sodného a diethylether. Sm&s se odstfeduje.
Horni vrstva se odstrani. Ke spodni vrstvé se piidaji
dva objemy ethanolu a DNA se odebere sklenénou tycinkou. DIA

se promyva pét minut sm@si TE:ethanol 2:8,1:9 a 0:10 /objemové




dily:objemovym dillm/. Potom se DHNA suspenduje ve dvou az Cty-

fech ml TE /37 °C/. X suspenzi se pfidi 10 /ul smési RNA-sy A
a Tq. Smés se inkubuje pri teploté 37 °Cc. Ke sm3si se pfid4
stejné mnozstvi fenolu a vyslednd smss se odstfedi. X su-
pernatantu se pridé vice neZ stejné mnoistvi etheru. Smeés se
opét odstfeduje. Horni vrstva se odddli. Spodni se pfes noc
dialyzuje proti dvéma litrdGm TE, obsahujiciho malé mnozstvi
chloroformu, potom se dialyzuje tri aZ ¢tyri hodiny proti

Cerstvému TE. Ziskaji se tak 4 ml surové chromosomové DHA.

X 15 /ul surové chromosomové DNA se prida 10 /ul TE,
3 /ul reakéniho pufru /10x/ a 2 /ul SacI. Smés se inkubuje
jednu hodinu pri teploté 37 ©c. Potom se elektroforezuje na
agarosovém gelu tri hodiny ori 60 V. Southernova hybridizace
chromosomové DNA se provddi sondou, kterd je popséna v pri-
kladu 2. Silnou hybridizaci vykazovaly fragmenty s asi 6000
nukleotidy a 9400 nukleotidy.

Pisobenim Sacl se rozstépi 15 /ul chromosomové DNA. Smés
se elektroforezuje na agarosovém gelu jak bylo drive popséno.
Z gelu se vyriznou fragmenty DNA se 6000 a 9400 nukleotidy
a prenesou se do trech objemd 8M chloristanu sodného. Po
rozpudténi se kazdy roztok natedkuje na filtracni papir
GF/C /Whatman//primér 6 mm/. Na filtradni papir se pak pri-
d4d 10 kapek /pfiblizZné 100 mikrolitrd/ TE, obsahujiciho 6M
chloristan sodny a 10 kapek /pfiblizZn& 100 mikrolitr&/ 95%
ethanolu. Papir se su$i tfi minuty na vzduchu, prenese se
do 0,5ml eppendorfovy zkumavky, pfidd se 40 mikrolitrd TE a
vSe se inkubuje t¥icet minut pri teploté 47 °c. zkumavka se
pak odstfeduje. Zisk& se asi 40 mikrolitrd supernatantu, ktery
obsahuje fragmenty DNA o 6000 a 24000 nukleotidech, které
obsahuji nétrilhydratésovy gen chromosomové DHNA.

Dale je popsédn zpusob inzerce fragmentu DNA o 6000
nukleotidech do vektoru. Stejny zpuisob se pouzZije také pro

inzerci fragmentu DNA o 9400 nukleotidech do vektoru.



-13-

Priklad 4
Inzerce fragmentu chomosomové DNA do vektoru

K 10 /ul pUC19 se prida 10 /ul TE, 3 /ul reakcniho

pufru /10x/ a 2 /ul SacI. Smés se inkubuije
jednu hodinu p¥i 30 ©c. Pro zastaveni reakce se ke smdsi pii-
daji 2 /ul 0,251 EDTA. Potom se ke smé&si pridd 7 /ul 11 Tris-
-HCl /pH 9/ a 3 /ul BAP /bakteridlni alkalick& fosfatésa/.
Smé&s se inkubuje jednu hodinu pri teploté 55 °c. Xe smdsi se
pridé tolik TE, aby konedny objem byl 100 mikrolitrd. Smés se
extrahuje 3x stejnym mnoZstvim fenolu. X extraktu se prida
stejné mnozstvi etheru. Spodni vrstva se odebere a pfidéd se
k ni 10 mikrolitr& 3? octanu sodného a 250 mikrolitrd ethanolu.
Smés se inkubuje trficet minut pfi teploté -80 °c, odstfedi se,
vysusi a resuspenduje v TE.

P&t mikrolitrt takto ziskané pUCl% DHNA se smisi se 40

Iul fragmentu DNA o 6000 nukleotidech, ktery byl popsén v

1)

prikladu 3. Ke smési se prida 6 /ul liga¢niho pufru,

6 /ul ATP /6 mg/ml/ a 3 /ul T4 DNA ligasy. Smds se inkubuje
pes noc /12 hodin/ pri 4 Oc. ziski se tak rekombinantni
plasmid, obsahujici fragment DNA o 6000 nukleotidech, kodu-

jici Z&dany enzym v misté SacI pUCl9.
Priklad 5
Transformace a testovdni transformantd

Do 10 ml media 2xYT se naodkuje E.coli Tgl /Amersham/
a inkubuje se dvandct hodin pri 27 ©c. Po inkubaci se vysledn&
kultura pridd k &erstvému mediu 2xYT na koncentraci asi 1 % a
smés se inkubuje 2 hodiny.pfi teploté 37 Oc. Zultuza se odstie-
di a peleta se suspenduje v 5 ml chladného 50 m!M chloridu
vapenatého. Suspenze se vlozi do ledu na 40 minut a pak se
odstfedi. K peletd@ se pr¥idd 0,25 ml chladného 50 mM chloridu

viapenatého a 60 mikrolitrl rekombinantni DIA, kterd je po-




el

psdna v pfikladu 4. Smé&s se inkubuje 40 minut p¥i tep-

lotd 0 °c, vystavi se dvouminutovému plsobeni tepelnédho Soku
/42 oC/, vlozZi se na pét minut do ledu a p¥idd se k 10 ml
media 2xXYT. Smés se inkubuje 90 minut pri 237 °z za tfepédni.
Potom se odstrfedi. Peleta se suspenduje v 1 ml media 2x¥YT. Na
agarosovou plotnu, obsahujici /2xYT/ 50 /ug/ml ampicilinu

se jednotlivé vyseji dva podily /po 10 mikrolitrech/ suspenze.
Pltna se inkubuje pri teplote 37 °c. Xolonie vyrostlé na
plotné se vyberou zplGsobem hybridizace kolonii: kolonie se
pfenesou na nitrocelulcsovy filtr a roz3tdpi. DHA zlstala
fixovédna na filtru. Byla hybridizovdna sondou jak je to
popsé&no v prikladu 2. Filtr se autoradiografuje. Vybere se
rekombinantni kolonie. P¥itomnost genu nitril hydratasy v
transformantu byla potvrzena také Southernovou hybridizaZni

metodou.

Priklad 6
é\S{é\’\ \/
Izolace a ~£s&£&8ai-rekombinantniho plasmidu a konstrukce

restrikéni mapy vloZenych fragmentd DNA

Transformant, ktery se vybere jak je popsédno v prikladu
5, se nechd rist ve 100 ml media 2xYT, obsahujiciho 50 /ul/,l
ampicilinu pfes noc /12 hodin/ pri 37 °c. Izoluji se bakte-
ridlni bunky. K bunkim se p¥idé TNE. Bunky se opdt odstfedi.
K bunké&m se pfidd 8 ml STE a 10 mg lysozymu. Smds se inkubuje
pét minut p¥i 0 °C. Ke smdsi se pridaji 4 ml 0,25N EDTA,
2 ml 10% BDS /za teploty mistnosti/ a 5 ml 5M chloridu
sodného. Smé&s se inkubuje tfi hodiny pFi teplotd 0 a® 4 °C a od-
stfeduje se na ultraodstfedivce. K supernatantu se pfidd 1/2
objemu 30% PEG. Smés se inkubuje pres noc /12 hodin/ pfi
teplotéd 0 a: 4 °C a opdt se odstfeduje. K peletd se prids
tolik TNE, aby konelny objem byl 7,5 ml. K suspenzi se pri-
dd CsCl. Tim se suspenze zbavi proteind. K supernatantu se
potom pfridd 300 aZ 500 mg/ml ethidiniumbromidu a smés se pre-
nese do centrifugacni zkumavky. Zkumavka se zatavi a odstre-

duje se na ultracentrifuze. Peristaltickou oumpou se odstrani
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CCCDRA. X cccDNA se pro odstranéni ethidiniumbromidu p¥ida

© né&co vic neZ stejné mnoZstvi isopropylalkoholu nasyceného
vodou. Vzorek DNA se dialyzuje proti TE. Ziskaji se asi

3 ml vyCisSténé rekombinantni DNA. Takto ziskany rekombinantni
plasmid, obsahujici fragment DNA o 67000 nukleotidech se
oznaci pNHJ10H a rekombinantni plasmid, obsahujici frag-

ment DNA o 9400 nukleotidech se oznali pNHJZO0L.

Tyto plasmidové DNA se roz$tdpi plisobenim EcoRI, BamiI,

PstI, SacI, popf. Sall. zkonstruované mapy jsou uvedany na
obr. 3.

Priklad 7
Sekvenovani DNA

Umisténi genu nitril-hydratasy ve fragmentu DNA
PNHJ10H bylo stanoveno podle zkonstruované restrikdni mapy
a podle Southernovy hybridizadni metody. Pridany segment v
PNHJ10H byl Stépen plésobenim PstI a Sall. Fragment DHA o 6000
nukleotidech poskytl fragment o 1970 nukleotidech. Podobnd byl
Stépen plsobenim EcoRI a SacI pfidany fragment v pNHJ201.
Z fragmentu o 9400 nukleotidech byl ziskin fragment o 1730
nukleotidech.

Tyto fragmenty DNA byly sekvenovany zptsobem podle
Sangera /Sanger F.:Science 214, 1205 a% 1210/1981// ponoci
fagového 1113 vektoru. Sekvence nukleotid® fragmentu DNA o 1870
nukleotidech /pNHJ10E/ a sekvence nukleotid® fragmentu DNA
© 1730 nukleotidech /pNHJ20L/ jsou uvedeny na obr.4 a 5.

Bylo zjiSteno, Ze sekvence aminokyselin odvozeni od
sekvence nukleotidd je plnd identickd se sekvenci aminokyse-
lin, kter@ byla stanovena v p¥ikladu 1. Sekvendni analyza
také odhalila, Ze fragment DNA obsahoval sekvenci, obsahujici

i:-a -podjednotky.




Priklad 8

Priprava nitril-hydratasy pomoci transformantu a konverze

nitrild na amidy pomoci nitril-hydratasy

Do 10 ml media 2xYT, které obsahuje 50 gug/ml ampicilinu
se naoCkuje TG-1/pNHJ10H a TG-1/pNHJ20L. Sm&s se inkubuje
‘pfes noc pfi teplotd 30 °C /12 hodin/. Jeden mililitr vysled-
né kultury se pridd ke 100 ml media 2xYT /50 /ug/ml ampici-}/
linu, 0,1 g CoC12.6H20/1/. Smé&s se inkubuje &ty¥i hodiny pFi
30 9C. Xe smdsi se pridd IPTG na konedénou Xoncentraci 1 mi.
Sm&s se inkubuje 10 hodin p¥i 30 °2. Po izolovéni bundk se
bunky suspenduji v 5 ml 0,1M fosfore&nanového pufru /PE 7,5/.
Suspenze se rozbije ultrazvukem /pét minut/ a odstfeduje se
30 minut pri 12000 g. Vysledné supernatanty sz pouziji pro

enzymovou analyzu,

Enzymové analyza se provédi v reakéni sm3si /12 ml/, obsa-
hujfci 50 mM pufru fosforenanu draselného /zH 7,5/, 6 ml
benzonitrilu a pfislusné mnoZstvi enzymu. Reakce se neché
probihat 30 minut pfi 20 ©c. Reakce se zastavi priddninm
0,2 ml 1! HCl. MnoZstvi vytvoreného benzamidu v reakéni
smési bylo stanoveno HPLC. Jako kontrola se pouXivd reakdni
smés ziskand stejnym postupem jak bylo vySe popsédno z E.
coli TG-1l. Hladiny nitril-hydratasy v bezbun&&nych extraktech
E.coli, obsahujicich pNHJ10E a pHJI20L byly 1,75.107° a §,99.
10_3 jednotek na mg pfi kultivaci v mediu 2xYT za pritomnosti
CoC12 a IPTG. V reakdni smé&si s TG-1/pHHJ10H a pNHJI20L byl
nalezen benzamid, zatimco v reakdni sm3si s TG-1 Z24dny

benzamid nalezen nebyl.
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PATENTCOCVE N AR OK

(L), kodujici polypeptid, ktery ma nitril-hyd-

ratasovou aktivitu, kdz uvedeny polypeptid obsahujeCX.(L)— a
(L)
B

1. Fragment DNA

-podjednotky ndsledujicich sekvenci aminokyselin:

q(L). ’.,)ool edrotlia,

S 10 15
HetThrAlaHisAsnProVatGlaGlyThrleuProArgSerAsn

20 zs 30
GluGlulleAlaAlaArgVallysAlaletGluAlalleLleuVal
3ls 40 45

AspLysGlyleulleSerThrAspAlalleAspHisHetSerSer

S0 $S 60
ValTyrGluAsaGluValGlyProGlnleuGlyAlalyslileVal

15

[ 710
AlaArgAlaTrpValAspProGluPheLysGlnArgleuleuThr

- 8o 8s M IALIINISY A
AspAlaThrSerAlaCysArgGluMetGlyValGlyGlyMetGln ﬂ@w¥ﬂqaa
?s 100 1os o
GlyGluGluMetValValleuGluAsnThrGlyThrValHisAsn
) ~N

110 tes 120

HetValValCysThrLeuCysSerCysTyrProTrpProValleu

) o

v 6 X 71

128 130 119 ‘
GlyLeuProProAsaTrpTyrLlysTyrProAlaTyrArgAlaAre
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140 145 [

AlaValArgAspProArgGlyValLleuAlaGluPheGlyTyrThr

1S5S 180 téesS
ProAspProAspValGlulieArglleTrpAspSerSerAtaGlu
' 110 L1s 180

LeuArgTyrTrpVaileuProGlnArgProAlaGlyThrGluAsn
185 190 I9s
PheIhrGluGluGlnLeuAlaAspLeuValThrArgAspSerLeu

200 205S

[leGlyValSerValProThrThrProSerLysAla

- podjednotxka:

s

S 190
HetAspGlylleHisAspLeuGlyGlyArgAlaGlyLeuGlyPro

30

2o 2s
lleLysProGluSerAspGluProValPheHisSerAspTrpGlu

49

1S 40
ArgSerValleuThrMetPheProAlaNetAlaleuAlaGlyAla

Se b 60
PheAsnleuAspGlnPheArgGlyAlatetGluGlnlleProPro

18

6S 70
HisAspTereuThrSerGlnTeryrGluHisTrpnetHisAla

8aq 8s 0
HetllellisHisGlylleGluAlaGlyllePheAspSerAspGluy
LAY 00 1098

LeuispArghrgThrGlaTyrTyrHetAspHisProAspAspThr
1t 0 (-1 120
ThrProThrArgGlnAspProGlnleuValGluThrlleSerGln
12S 130 [ -
LeulleThrHisClyAlaAspTyrArgArgProThrAspThrGlu
140 1 ¢S tSo

AlaAlaPheAlaValGlyAsplysVallleValArgSerAspAla

135S (60 165

SerProAsnThrHisThrArgArgAlaGlyTyrValArgGlyAreg

t70 t71s 180

ValGlyGluValValA!aThrHisGlyAlaTeralPheProAsp
189S 190 t9%

ThrAsnAlaleuGlyAlaGlyGluSerProGluHisleuTyrThr

zZ00 tos 210

ValArgPheSerAlaThrGluLeuTrpGlyGluProAlaAlaPro-

Z1S 2o 229

AsnValValAsnHislleAspValPheGluProTyrleuleuPro
Ala
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(L)

2. Fragment DNA podle nédroku 1, obsahujici

sekvence nukleotidi af (L) (L)—pocjodno x, kde DMNA sekvene

QL’—podjednot:ky znamena :

1S 3o I
ATGACCGCCCACAATCCCGTCCAGGGCACGTTGCCACGATCGAAE

7S

GAGGAGATCGCCGCACGCGTGAAGGCCATGGAGGCCATCCTCGTC

105S tze 135
GACAAGGGCCTGATCTCCACCGACGCCATCGACCACATGTCCTCG
150 1865 180
GTCTACGAGAACGAGGTCGGTCCTCAACTCGGCGCCAAGATCGTC
195 tto z5s
GCCCGCGCCTGGGTCGATCCCGAGTTCAAGCAGCGCCTGCTCACC
240 [ 70

GACGCCACCAGCGCCTGCCGTGAAATGGGCGTCGGCGGCATGCAG

GGCGAAGAAATGE%EGTGCTGGAAAAC;EEGGCACGGTCCACRAE
ATGGTCGTATGT;EETTGTGCTCGTGC%A%CCGTGGCCGGTTE%E
GGCCTGCCACCCRKETGGTACAAGTACEEEGCCTACCGCGCC&EE
GCTGTCCGCGACEEECGAGGTGTGCTG&&EGAATTCGGATAT&EE
‘e 430 €95 .

CCCGACCCTGACGTCGAGATCCGGATATGGGACTCGAGTGCCGAA

sto $S2ZS sS40

CTTCGCTACTGGGTCCTGCCGCAACGCCCAGCCGGCACCGAGAAC

5SS 570 5853

TTCACCGAAGAACAACTCGCCGACCTCGTCACCCGCGACTCGCTC

400 61S

ATCGGCGTATCCGTCCCCACCACACCCAGCAAGGCC

a DNA szekvence B(L)_ podjednotky znamend:

45

ATGGATGGAATCCACGACCTCGGTGGCCGCGCCGGCCTGGGTCCG

ATCAAGCCCGAATCCGATGAACCTGTTTTCCATTCCGATTGGGAG
108 tzo [ -}

CGGTCGGTTTTGACGATGTTCCCGGCGATGGCGCTGGCCGGCGCG

ts50 180

TTCAATCTCGACCAGTTCCGGGGCGCGATGGAGCAGATCCCCCCG

19s zZ1o0 z22s

CACGACTACCTGACCTCGCAATACTACGAGCACTGGATGCACGCG

240 255 zZ1o0

ATGATCCACCACGGCATCGAGGCGGGCATCTTCGATTCCGACGAA

285 ] 31

CTCGACCGCCGCACCCAGTACTACATGGACCATCCGGACGACACG




3'

330 3

495 . ls
ACCCCCACGCGGCAGGATCCGCAACTGGTGGAGACGATCTCGCA;
31s 390 405

CTGATCACCCACGGAGCCGATTACCGACGCCCGACCGACACCGAG

420 435

: s
GCCGCATTCGCCGTAGGCGACAAAGTCATCGTGCGGTCGGACGCE

469 480 a9
TCACCGAACACCCACACCCGCCGCGCCGGATACGTCCGCGGTCG;

Sto $25S

GTCGGCGAAGTCGTGGCGACCCACGGCGCGTATGTCTTTCCGEAE

555 S70 s8s

ACCAACGCACTCGCCGCCGGCGAAAGCCCCGAACACCTGTACACC
600 61s

GTGCGGTTCTCEECGACCGAGTTCTGECGTGAACCTCCCECCE ot

660

549 &7
ACGTCGTCAATCACATCGACGTGTTCCAACCCTATCTOCTAGC
GCC

Rekombinantni DNA, obsahujici ve vektoru DNA(L) podle

narokd 1 a 2.

9.

Transformant TG1l/pNHJ20L/FERM BP-2778/. E.coli, ktery je

transformovdn rekombinantni DNA podle n&roku 3.

5.
s e

t

Zplisob pfipravy nitril-hydratasy,vy zna & u j{fici{

»”

a nitril-hydratasa se izoluje z kultury.

im, 2Ze se kultivuje transformant podle ndroku 4



6. Zplisob p¥ipravy amidd vybranych =ze skupiny zahrnujicf

4-pyridia&wwfgfiotinamid, 2-pyridinkarboxamid, benzamid,
2,6-difluorbenzamid, 2-thiofenkarboxamid, 2-furankarboxamid,
pyrazinamid,, akrylamid, methakrylamid, krotonamid, acetamid
a 3-hydroxypropionamid, vyznadujfcf se tim, Ze se aromatické
nitrily, majfci 4 a2 10 atomd uhliku v aromatické skupin&, a
alifatické nitrily, majfcf 2 a%Z 6 atomd uhlfku, hydratujfi

nitril-hydratasou ziskanocu =z kultury transformantu podle
néroku 4.

7. ZpUsob p¥ipravy amidd vybranych =ze skupiny zahrnujic{
4-pyrid;grwbrggkotinamid, 2-pyridinkarboxamid, benzamid,
2,6-difluorbenzamid, 2-thiofenkarboxamid, 2-furankarboxamid,
pyrazinamid,, akrylamid, methakrylamid, krotonamid, acetamid
a 3-hydroxypropionamid, vyznadujfcf{ se tim, 2e se kultivuje
transformant podle néroku 4 a aromatické nitrily, majicif 4 a2
10 atom uhlfku v aromatické skupin&, a alifatické nitrily,
majfc{ 2 a% 6 atomd uhliku, se hydratujf{ vyslednou kulturou
izolovagnych bakteridlnfch  buné&k, materidlem =  nich

zpracovanym nebo fixovanym za vzniku odpovidajicfch amidd.

Zastupaje:
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