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Regulovatelny expresni systém, reguldtorovy protein, gen,
kodujici protein, expresni kazeta, mikroorganismy,
obsahujici expresni systém, zptsob fermentace a vyroby

proteinlli a pouziti Fnr-negativnich mikroorganismi

Oblast techniky

Vynédlez se tyka regulovatelného expresniho systému, zptisobu

jeho vyroby a pouziti.

Dosavadni stav techniky

DilezZitou oblasti vyuZiti moderni genové technologie
je produkce definovanych protein za pouziti rekombinantnich
produkénich systémti. Takové rekombinantni produkéni systémy
sestdvaji alespon ze dvou slozek, a to a) hostitele, ktery
poskytuje bunéény nastroj pro produkci proteinu a b)

rekombinantnich DNK, které koduji produkovany protein.

Znamé hostitelské systémy jsou naprf. mikroorganismy,
zvirata, rostliny nebo eukaryotické bunéc¢né kultury. Pro
produkci vétSich mnoZstvi rekombinantnich proteint se jako
hostitelské systémy pouzivaji vyhodné€ mikroorganismy jako

houby nebo bakterie, zejména E.coli.

Rekombinantni DNK, které obsahuji genetickou informaci
pro produkci definovaného proteinu, mohou byt integrovany
v chromosomu hostitele nebo episomalné, ve formé plasmidu,
kosmidu nebo fagh popripadé virt. Vedle genetické informace
pro produkovany protein obsahuje rekombinantni DNK reguladéni
prvky, tak zvané promotory, které jsou nezbytné pro prvni
stupen exprese strukturniho genu, transkripci DNK - sekvence
do RNK. Promotory, definované kratké DNK -regiony, pritom
slouzi jako rozpoznadvaci mista pro RNK polymerasy, enzymy,

které katalyzuji transkripci DNK-sekvenci na RNK.




Promotory jsou ¢asto funkéné kombinovany s DNK~regiony,
které slouzi jako rozpozndvaci nebo vazebnad mista pro skupiny
proteina, které v zavislosti na raznych stimulech ovliviuji
aktivitu promotori a proto se oznaduji jako reguldtory. Vazbou
takovych reguldtort na jejich vazebnid mista mohou byt s nimi
spojené promotory aktivovany (aktivatory) nebo reprimovany
(represory). V genetickych systémech pro produkci
rekombinantnich proteind se pouzivaji takové interakce
regulator/promotor, aby produkce cilovych proteina byla
regulovatelni.

Prfiklady takovych technicky pouZitelnych systéma jsou

lac- a tac-promotor, kdy se jednad o promotory, které se
inaktivuji vazbou tzv. lac-represor proteinu. Pfi pfidavku
laktozy nebo analogu laktozy jako je IPTG, oddisociuje represor
ze svého vazebného mista; dochazi k indukci exprese genu

poloZenych za promotorem.

Dalsi technicky pouZitelny regulaéni systém sestava z
kombinace trp-promotoru a trp-represor proteinu. Jen za
pritomnosti tryptofanu se vidZe receptor na promotor a tento
inaktivuje.

Pro technickou produkci rekombinantnich proteini maji
tyto systémy mnoho nevyhod. Pro indukci nebo represi tohoto
systému pouzivané substance jsou drahé a tézko dostupné,
zejména kdy2z se jednd o metabolizované substance jako je
laktoza nebo tryptofan. POlarni pomér reguldtorového proteinu
a promotoru ovliviuje silné reprimovatelnost expresniho
systému. Prfi prebytku promotoru nejsou takové systémy plné
reprimovatelné, protoZe se represor vytitroval. Promotory
z4vislé na lac-represoru nejsou pri moladrnim prebytku
represoru navic plné indukovatelné.




V DE 3926076 Al (odpovidid CA-A-2015046) je popséano
pouziti pfl-promotoru pro produkci rekombinantnich proteina.
Tento E.coli vlastni{ promotor se indukuje za pritomnosti
reguldtorového proteinu FNR za anaerobnich podminek a
pyruvatem a reprimuje kyslikem. Ve srovnani s lac-, tac- nebo
trp-promotorem mi4 pfl-promotor tu prednost, Ze je technicky
jednoduse a levné indukovatelny. Regulace se provadi tak, 2e
se na zacdadtku fermentace aktivita promotoru potlag&i privodem
kysliku. V pozdéj3i logaritmické fazi rastu dochdzi pusobenim
velké bunééné hmoty automaticky k omezeni kysliku, které
miZze technicky posilovat fermentaco nebo ji regulovat. Navic
se v této rustové fazi z hostitelského organismu tvori
pyruvat, ktery posiluje expresi. Popripadé maZe byt pridén z
zvéjsku dalsi pyruvat pro fizeni indukce.

Pres své prednosti proti jinym promotorim je tento
promotor z nasledujicich davoda vhodny jen k technické
produkci rekombinantnich proteind. Pri pouziti pfl-promotoru
neni moz2né indukovat expresi rekombinantniho proteinu za
pritomnosti kysliku. Je vsak Z4adouci vybudit maximalni
syntézni vykon hostitele, ktery u E.coli probiha pfi aerobnim
ristu béhem exponencialni rastové féze, pro produkci
rekombinantnich proteinia. I kdyZz pfl-promotor za aerobnich
podminek neni indukovatelny, m& za pritomnosti kysliku
zakladni aktivitu, tj. pfl-promotor neni plné reprimovatelny.
Minimalni reaktivita pfl-promotoru za aerobnich podminek ¢&ini
S az 10 % aktivity promotoru za optimalnich indukénich
podminek (anaerobné-s pyruvatem). Reagulaéni systém sestava z
FNR-regulatorového proteinu a pfl-promotor je proto systém,
ktery je sice technicky jednoduchy a cenové prijatelny, ktery
viak neni plné reprimovatelny a ne za viech ristovych podminek
indukovatelny. Jako viechny ostatni znamé technicky pouZivané
promotorové systémy, je také pfl-promotor vhodny jen k expresi



strukturnich gend nebo rekombinantnich genda.

Blomquistem a spol. (J.Bact.(1933) sv.175(5), str.
1392-1404) byla popsana DNK-sekvence 2,3-butandiolového
operonu (bud-operon) z Klebsiella terrigena. Je znamo, 2e Vv
Klebsiella terrigena se tvorba 2,3-butandiolu indukuje niz3i
hodnotou pH, pritomnosti acetdtu a omezenim kysliku. Blomquist
a spol ukazuji, Ze geny, které koduji proteiny potrfebné pro
vazbu 2,3-butandiolu, tvofi operon, jeho2 transkripce se
indukuje omezenim kysliku. Literatura neobsahuje Z2adné zminky

o indukci promotoru za pritomnosti kysliku.
Ulohou vyndlezu je nalézt expresni systém, ktery by
umozrioval technicky jednoduse riditelnou expresi za vsech

ristovych podminek hostitelského organismu.

Podstata vynédlezu

Podstatou vyndlezu je acetdtem, pH-hodnotou a kyslikem
regulovatelny expresni systém, obsahujici trans pasobici
regulatorovy protein a timto proteinem aktivovatelny promotor,
ktery se vyznacduje tim, Ze regulatorovy protein obsahuje
aminokyselinovou sekvenci, kterd je nejméné ze 75 % homologni
s aminokyselinovou sekvenci Seq.ID-¢.:1, a promotor, ktery
obsahuje DNK sekvenci, kterid je alespon z 95 % homologni s
bazemi 315 a2z 397 DNK-sekvence Seq.ID-¢:2.

Expresni systém podle vynalezu exprimuje libovolné
strukturni geny pod kontrolou expresniho systému pri
parcidlnim tlaku kysliku pOz 0-5 %, hodnotée pH 6,0 az 6,5 a za

pritomnosti acetdtu v koncentraci maximalné 40 a2z 60 mM.

Expresni systém podle vynadlezu umozZnuje poprvé technicky




také ve velkém méritku jednoduse proveditelnou, levnou
regulaci exprese rekombinantniho genového produktu nezavisle
na rastové fazi produkénich kmend a obsahu Oz v kultivaénim

mediu.

Podstatou predloZeného vyndlezu je dale reguldtorovy
protein, ktery se vyznaduje tim, Ze pri omezeni kysliku a za
pritomnosti acetdtu a hodnoté pH kultivaéniho media 6,0 aZ 6,5
pusobi optimalni aktivaci bud-promotoru z Klebsiella terrigena
(DSM2687) .

Prfi omezeni kysliku ve vy3e uvedeném smyslu je parcialni
tlak pO2 0 az 5 %. Koncentrace acetidtu &ini za téchto podminek
vyhodné 40 aZz 60 mM.

Vyhodné obsahuje regulatorovy protein podle vyndlezu
aminokyselinovou sekvenci, kterd je alespor ze 75 % hmologni s
aminokyselinovou sekvenci Seq.ID-¢:1.

Zvlaste vyhodna forma provedeni zahrnuje aminokyselinovou
sekvenci regulatorového proteinu podle vynalezu
aminokyselinovou sekvenci Seq.ID-&:1. Takovy regulatorovy
protein bude dile oznadovan také jako BudR.

Promotor expresniho systému miZe obsahovat libovolny
DNK-region, ktery za BudR aktivujicich podminek vede k
BudR-z4vislé iniciaci transkripce bezprostfedné “"downstream" k
tomuto regionu leziciho genu. K fyziologickym podminkam, pii
kterych se BudR maximalné aktivuje, patfi parcialni tlak
kySliku pO2 0 az S %, pritomnost acetdtu v koncentraci 40 az
60 mM a hodnota pH 6,0 a% 6,S.

Vyhodné obsahuje promotor DNK-sekvenci, kterd je alespon




z 95 % homologni s bazemi 315 a2z 456 v DNK sekvenci ID-¢&:2.

Ve zvl4asté vyodném provedeni obsahuje promotor
DNK-sekvenci ID-¢&:2 v oblasti bazi 315 az 397. Takovy

DNK-region se dale také oznacuje jako bud-promotor.

Gen pro reguldtorovy protein podle vynalezu mi2e byt
syntetizovan bud plné chemicky nebo enzymaticky in vitro podle
v Seq.ID-&.:1 poskytnuté sekvence nebo muze byt izolovén z
mikroorganismu vytvarejiciho 2,3-butandiol.

Regulédtorovy protein podle vynidlezu se vyhodné ziska
expresi dostupného genu takového typu. Vyndlez se proto také .
popripadé tyka geni, které koduji regulédtorovy protein podle
vynidlezu.

Klonovani genu, ktery koduje regulatorovy protein podle
vynadlezu, se vyhodné provadi za pou2iti takzvaného
reporterového kmene. Konstrukce reporterovych kmenu pro
aktivatory transkripce se odbornikovi znama. Takovy kmen
obsahuje gen pro vyhodné& jednoduse prokazatelny protein pod
transkripéni kontrolou bud-promotoru. Prikladem reporterového
kmenu je E.coli BL 142 (srov.pfikfady S a 7).

Jako reporterovy gen se vyhodné pouZiva odbornikovi znamy
gen pro B-galaktosidisu na plasmidu pRSS52 (Simons a
spol.(1987), Gene, sv.53, str.85 az 96).

‘Pro klonovani genu, ktery koduje reguldtorovy protein
podle vynalezu, se zavede do takového reporterového kmene
genovad banka z mikroorganismu, ktery tvorfi regulatorovy
protein podle vynalezu. Konstrukce genové banky a jeji izolace
je odbornikovi zrejma.




Zpusob klonovani pomoci reporterového kmene je

odbornikovi také znamy. MaZe byt napriklad proveden zpaGsobem
popsanym Casadanem a Cohenem (1979) Proc.Natl.Acad.Sci.USA,
sv.76,8.9, str. 4530-4533.

K detekci klona, které vytvareji hledany protein, se
izoluji z genové banky takové klony, u kterych se
reporterové geny indukuji pri pH 6,5 a za pritomnosti acetétu.
V pripadé pouziti B-galaktosidisy jako reporterového genu
obsahuji indikatorové plotny naprfiklad barvivo X-Gal. Takové
klony, které v pripadé pou2iti B—~galaktosidasy jako
reporterového genu se na X-Gal-obsahujicich indik&torovych
plotnach zabarvuji tmavomodrfe, obsahuji reguldtorovy protein -
podle vynélezu.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu se gen pro regulatorovy
protein izoluje z genové banky mikroorganismu rodd
Enterobacter nebo Klebsiella, vyhodné z Klebsiella terrigena
(obchodné dostupny od DSM-Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b,
D-38124 Braunschweig pod oznadenim DSM2687). Klebsiella
terrigena je uloZena na Mezinarodnim ukladacim misté podle
pfedpish Budape3tské smlouvy pod prirastkovym &islem DSM 9883.

V zasadé mize byt gen pro regulatorovy protein izolovan z
mikroorganismu, naprfiklad 2,3-butandiol tvoriciho
mikroorganismu, zejména ze 2,3-butandiol tvoriciho
mikroorganismu z &eledi Enterobacteriaceae.

Zpasoby vyroby pro expresni systém vhodného promotoru
jsou odbornikum zrfejmé a neni proto nutno je podrobné
vysvétlovat. Jednim takovym zpisobem pro vyrobu DNK-fragmentu,
ktery zprostrfedkuje promotorovou aktivitu podle vynélezu, je




chemick4 nebo enzymaticka "de novo" syntéza za pouziti

sekvenéni informace uvedené v Seq.ID-¢&:2.

Dalsi zpisob vyroby promotoru zahrnuje modifikaci
jakéhokoliv DNK-fragmentu pomoci odbornikovi znamych metod
mutageneze za pouziti sekvenénich informaci uvedenych v
Seq.ID.g.2.

Dalsi zpisob vyroby promotoru zahrnuje izolaci promotoru
z genové banky 2,3-butandiol tvorficiho mikroorganismu.
2,3-Butandiol tvofici mikroorganismy jsou obecné znimé a
verejnosti dostupné. Priklady jsou zastupci rodua
Enterobacter, Serratia, Erwinia a Klebsiella. U téchto zpasobi
se alesponi "upstream"-reguldtorovy region bud-operonu, 5' pred
strukturnim genem leZici DNK-oblast, kter4d obsahuje funkci
regulujici expresi strukturniho genu, izoluje z takového
organismu o sobé znidmym zpisobem. Soudasné izolované ¢&asti,
které neobsahuji Z24dnou reguliatorovou funkci, se popripadé

odstrani o sobé& znadmymi metodami (srov.prfiklad 14).

Vyhodné se izoluje promotor, obsahujici DNK-fragment
bakterie rodu Enterobacter nebo Klebsiella, zvlasté vyhodné z
genové banky Klebsiella terrigena (DMS2687).

Dalsi podstatou vynidlezu je expresni kazeta, kterd se
vyznaéduje tim, 2e je v ni spojen pro expresni systém vhodny
promotor funkéné se strukturnim genem exprimovaného,

rekombinantniho proteinu.

Ve vyhodné formé provedeni expresni kazety lezi mezi
promotorovym regionem a exprimovanym strukturnim genem
transkribovatelnid ale netranslatovatelna oblast, ktera

obsahuje ribosomové vazebné misto.



Expresni kazetu podle vynalezu je moZno vyrobit napriklad

tak, 2e promotor se klonuje odbornikovi znadmym zpisobem prfed
5'-konec exprimovaného strukturniho genu.

Vynalez se dale tyk4a mikroorganismi, které obsahuji
expresni kazetu podle vynalezu.

Expresni kazeta mize byt pritom integrovana v genomu
mikroorganismu, mizZze ale také byt episomalné umisténa na
alespon jednom vektoru. Vyhodné je expresni kazeta umisténa

episomdlné na alespoii jednom vektoru.

V prvni uvedené formé provedeni se expresni kazeta podle
vynalezu znamymi zpisoby integruje do genomu hostitelského
mikroorganismu.

Ve vyhodné formé provedeni uvedené jako druhé, je
expresni kazeta pritomna v hostitelském organismu episomilné
na vektoru, takzvaném expresnim vektoru. Integrace expresni
kazety podle vynalezu do vektoru se provadi obvyklymi,
odbornikovi znamymi metodami. Vhodné vektorové molekuly jsou
odbornikovi znamé. Priklad takového vektoru je odbornikovi
znamy vektor pJF118 (Firste a spol.(1986), Gene, sv.48,
119-131) a jeho derivaty.

Vynalez se rovnéZ tyka zpasobu vyroby expresniho systému
podle vyndlezu, ktery se vyznaduje tim, 2e se zavede do
jakéhokoliv mikroorganismu popf. alesponn jeden gen pro
reguldtorovy protein podle vynalezu a/nebo popripadé alespon
jedna expresni kazeta podle vynalezu, tak Ze v prislusném
mikroorganismu je potom pfitomen alespon jeden gen pro
regulatorovy protein podle vynalezu a jedna expresni kazeta

podle vynalezu.
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Vyndlez se také tyka mikroorganisma, které obsahuji
expresni systém podle vynélezu.

Expresni systém podle vynidlezu je moZno napriklad vyrobit
tak, 2e se do jakéhokoliv mikroorganismu, ktery obsahuje
alespon jeden gen pro reguldtorovy protein podle vynalezu,

zavede expresni kazeta podle vynidlezu.

Vyhodné se prfi tomto zpisobu vyroby expresniho systému
podle vynalezu pouZivaji takové mikroorganismy, které
prirozené obsahuji gen pro reguldtorovy protein podle
vynélezu.

Zvlasté vyhodné se pri tomto zpisobu pouZivaji
mikroorganismy roda Enterobacter nebo Klebsiella, které

obsahuji reguldtorovy protein podle vynalezu.

Zv143té vyhodné se v tomto zpasobu pouziva Klebsiella
terrigena (DSM2687).

Dale se pri tomto zpisobu zvl1asté vyhodné pouzivaji
takové mikroorganismy jako hostitelské kmeny pro expresni
kazetu podle vynalezu, do nichz byl gen pro regulatorovy
protein podle vynalezu zaveden pro odbornika znamym zpisobem.
Zavedeny gen, ktery koduje regulatorovy protein podle vynalezu,
se pritom maZe vyskytovat episomalné nebo byt integrovan do
chromosomu hostitele.

Lezi-1i zavedeny gen, ktery koduje reguldtorovy protein,
episomalné, lokalizuje se vyhodné na stejné vektorové
molekule, kterd také nese expresni kazetu. Vedle toho je ale
také moZné usporddani, kdy jsou zavedeny gen pro reguldtorovy

protein a expresni kazeta podle vynadlezu na dvou ruaznych, ale




komplementdrnich vektorovych molekulach, jaké jsou odbornikovi

znamé,soudasné pritomny v jedné bunce hostitelského organismu.

V obecné formé provedeni se pouziji pro konstrukci
expresniho systému, prfi které se do hostitelského kmene zavadi
pridavné gen, ktery koduje regulétorovy protein, jako
hostitelské kmeny gram-pozitivni nebo gram—-negativni bakterie.

Vyhodné se jako hostitelské kmeny pro takovy expresni
systém pouziji bakterie celedi Enterobacteriaceae, zvlaits
vyhodné roda Escherichia a Salmonella. Zv1asté je vyhodné
pouziti Escherichia coli jako hostitelského kmene pro takovy
expresni systém.

Dalsi podstatou vyndlezu je pouziti Fnr-negativnich
mikroorganismi jako hostitelského kmene pro expresni systém
podle vynalezu. Vyhodné se pouzivaji prirozené Fnr-negativni
mikroorganismy. Zvla3té vyhodné je pouziti takovych
mikroorganisma jako hostitelskych kmeni pro expresni systém
podle vynalezu, ve kterych je fnr-gen inaktivovan zpisobem,
ktery je odbornikum zrejmy. Prikladem takového zvlaste
vhodného mikroorganismu je E.coli RM10! (Sawers a Suppmann
(1992), J.Bacteriol. sv. 174, str. 3473-3478) a viechny z néj
odvozené derivéaty.

Dalsi podstatou vynidlezu jsou fermentaéni zpasoby pro
produkci proteini pomoci mikroorganisma, které se vyznacuji
tim, 2e pouzivaji mfkroorganismy,které obsahuji expresni

systém podle vynédlezu.

Ma-11i byt dosazeno pri fermentaci podle vynalezu
maximidlniho indukéniho Géinku péstuje se mikroorganismus,

obsahujici expresni systém podle vynalezu pri hodnotéch pH >




pH 7,0 za aerobnich podminek bez externiho pridavku acetatu.
V jakémkoliv &asovém bodé je pak mozné maximalné indukovat
expresi genu pro rekombinantni protein, ktery je &asti
expresni kazety podle vynalezu,tak, Ze se parcialni tlak
kysliku pO2 upravi na hodnoty 0 az S %, pH-hodnota media se
reguluje na pH 6,0 az 6,5 aacet4t se nastavi na koneénou
koncentraci 40 mM az 60 mM.

Vhodnou kombinaci rdznych regulovanych hodnot téchto trfi
stimuld je navic jednoduse moZné odstupriované indukovat
expresi fuzniho genu v mezistupnich postupné od velmi slabé az
do velmi silné. MoZnost presné odstupniované indukce je obvykle
velmi 2adani, protoZe je moZno nastavit napfiklad hladinu
exprese tak,Ze se vytvori mnoZstvi cilového proteinu, pri

kterém se je3té protein nevyluduje jako tzv. uzavrena t&liska.

Indukéni podminka, kter4 vede k velmi slabé indukci, je
napriklad kombinace pH-hodnoty > pH 6,5, vnéjsi pfidavek
acetatu (na 40 mM) a pritomnost kysliku s parcidlnim tlakem
pO2 vétsim nez 10 %.

Pfednosti expresniho systému podle vynalezu je, Ze také
za pritomnosti kysliku (pOz> S %) redukci pH-hodnoty
kultivaéniho media na pH 6,0 a pridavkem acetatu (40 aZ 60 mM)
umozinuje silnou indukci exprese odpovidajiciho fuzniho genu.

Nasledujici priklady dile osvétluji spolu s obrazky
vynalez. '

Popis obrazki na pripojenvch vyvkresech

Obr. 1: Plasmidova mapa pBUlL
obr. 2: plasmidovd mapa pBTL142




obr. 3: nukleotidova sekvence (SEq ID-&:3) a aminokyselinova
sekvence (Seq ID-¢: 4) budA'-lacZ'~ prechodového mista na
pBTL142 a pRBL2

obr. 4: plasmidovd mapa pBAKI

obr. 5: plasmidovd mapa pBAK!4

obr. 6: plasmidova mapa pBAKlé6

obr. 7A: velikost a relativni orientace genu bud-regulonu v
genomu Klebsiella terrigena (DSM2687)

obr. 7B: na pBAKl4 a pBAK!6 obsahezy DNK-fragment

obr. 7C: poloha k PCR-amplifikaci Klebsiella-DNK pouZitého
oligonukleotidu (srov. priklady | a 10)

obr. 8: plasmidovd mapa pRBL2

obr. 9: konstrukce pBUD100 )srov. priklad 17)

obr. 10: nukleotidovd sekvence na prechodové oblasti
bud-DNK--CGTase-strukturniho genu pred (pBUD100; Seq ID-¢:S5) a
po (pBUD200; Seq ID-&: 6) fizené mutageneze

Obecné ke konstrukci plasmidd, pouzitych v prikladech a

expresnim studiim:

1. Visechny anaerobni kultivace byly provedeny podle Balcha a
Wolfe (1976), Appl.Environ.Microbiol. sv.32, str.781-791 v
serovych lahvich. Aerobni kultivace byly provadény v
Erlenmeyerovych bankach za silného tfepani (banky byly
naplnény max. do 1/10 objemu). Kultury byly inkubovany pfi 37
oC.

2. Medium pro aerobni kultivaci: TGYEP (1 % trypton, 0,5 %
kvasnié&ny extrakt, 0,4 % glukoza, 100mM K-fosfat, pH-hodnota s
0,IM pufrem fosfatu draselného nastavena na 6,0 az 8,0);
medium pro aerobni kultivaci: TGYEP (pH nastaveno jak uvedeno
vyse); pridavek induktoru Na-acetdtu na 40 mM z IM z4sobniho
roztoku.
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K préaci s k-fagy byla pouZita media podle Klecknera a
spol. ((1978), Genetics sv.90, str. 427-450).

3. Antibiotika byla pridana v nasledujicich koncentracich:
ampicilin 100 pg/ml, chloramfenikol 30 pg/ml, kanamycin SO
pg/ml, tetracyklin 20 pg/ml popr. 15 pg/ml pro chromosomalné
kodované rezistence.

4. Priprava chromosomalni DNK se provadéla metodou podle
Ausubela a spol. ((1987), Current protocols in molecular
biology, sv.l, Greene Publishing Associates and
Wiley-Interscience, New York), priprava plasmidové DNK metodou
podle Holmese a Quigley—-e ((1981), Anal.Biochem.sv. 114,

str.193 az 197).

S. Transformace pouzitych kmena plasmidovou DNK se provadély,
pokud neni uvedeno jinak, podle standarnich postupu (Maniatis
a spol. (1982), Molecular cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. str.
249-255).

6. Stanoveni B-galaktosidisové aktivity se provadélo podle
MIllera (1972) Experiments in molecular genetics, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., str. 352-355.
Enzymové aktivity jsou udavany v Millerovych jednotkach.

7. Vyroba lac--mutantu Klebsiella terrigena DSM2687 se

provadéla nerizenou UV-mutagenezi podle Millera (1972)
Experiments in molecular genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. str. 121-124. Ozafovani
se provadélo 80 sekund s intenzitou 318 uW/cm2. Stabilita
mutace byla testovdna na reverzi inkubaci s nitrosoguanidinem
(Miller(1972) Experiments in molecular genetics, Cold Spring



Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., str.125-129). Po
kontrole pro Klebsiella typickych reakci latkové vymény byl
pro dalsi vyzkum zvolen kmen KT14.

8. Interakce budA-lacZ-fuze v chromozomu E.coli se provadély
podle metody Simonse a spol. (1987), Gene sv.53, str.85-96.
Jestlize se vychazelo z kmene E.coli MC4100 (F-, araD139,
D(argF-lac)U169, ptsF2S, deoCl, relAl, flbBsS0!, rpsL1SO, 1-)
(Casadaban a Cohen (1979), Proc.Nat.Acad Sci.USA, sv.76,str.
4530-4533) byly ziskany nasledujici transduktanty: BL142 a
BL1. Jestlize se vyslo z kmene E.coli RMIO! (fnr-) (Sawers a
Suppmann (1992) J. of Bacteriology 174, 11 str. 3474-3478) byl
po transdukci zisk&n kmen BL12.

9. Enzymatické in vitro-reakce na DNK byly, pokud neni uvedeno
jinak, provedeny podle Maniatise a spol. (1982), Molecular
cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y. str.98-148.

Vychozi vektory:

1. pUC19 (Yanisch-Perron a spol.(1985), Gene sv.33,
str.103-119) '

2. pBR322 (Bolivar a spol.(1977), Gene sv.2, str. 95-113)
3. pRSSS2 (Simons a spol.(1987), Gene sv. S3, str. 85-96)
4. pJFL18HE (Fiirste a spol. (1986), Gene sv.48, str. 119-131)

S. pCM100 (Binder a spol. (1986), Gene sv.47, str. 269-277)
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Fagy:
kRS45 (Simons a spol. (1987), Gene sv. 53, str. 85-96)
10. Syntetické oligonukleotidy byly ziskany od firmy Toplab

(Martinsried, Némecko). Nukleotidové sekvence v prikladech
pouzitych oligonukleotidd jsou shrnuty v tabulce 1:
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1. Enzymy pro restrikci, modifikaci a sekvenéni analyzu DNK
vyly ziskany od Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim), Pharmacia
(Freiburg), New England Biolabs (Schwalbach) a Perkin Elmer
Cetus (Langen).

Radioaktivni substance byly od Amersham Buchler
(Braunschweig) nebo NEN Du Pont (Dreieich).

Jemné chemikalie byly ziskany od firem Merck (Darmstadt),
Sigma (Mnichov), Serva (Heidelberg), Fluka (Neu-Ulm) a Biomol

(Mnichov).

Priklady provedeni vvynilezu

Priklad 1

Translaéni kopulace budA-promotor-fragmentu s lacZ-genem

Za pomoci oligonukleotidi oligol a oligo2 (tabulka 1),
jejichz nukleotidovd sekvence byla odvozena z Blomquistem a
spol. (J.Bact.(1993) sv.175(5), str. 1392-1404) zverfejnéné
sekvence bud-operonu z Klebsiella terrigena, byl 223 bp velky
fragment z chromozom&lni DNK z Klebsiella terrigena (DSM2687)
amplifikovan symetrickou PCR (tepelné opracovani: 30 s pri S8
°C; prodluzovani retézce: 60 s pri 72 °C; déleni retézce: 30 s
pri 94 oC; 25 cykla). Ziskany fragment se rozklada pres polohy
247 aZ 456 nukleotidové sekvence Seq ID-é&:2 a obsahuje
sekvencéni informaci pro 10 N-terminadlni aminokyselinové zbytky
BudA (srov. obr.7A), jakoZz i 178 proti sméru od
budA-startkodonu lezicich nukleotidd, které obsahuji funkéné

aktivni promotor bud-operonu.

Za pouziti BamHI-restriké&nich rozpoznavacich mist
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zavedenych PCR startnukleotidy oligol a oligo2, se po 3Stépeni
PCR produktu pomoci BamHI izoluje 219 bp velky DNK fragment a
klonuje do vektoru pUC!9 3tépeného pomoci BamHI. Spréavna
nukleotidova sekvence jako2 i orientace inzertu byly ovéreny
dvojfetézcovou sekvenéni analyzou (Sanger a spol. (1977)
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 74(12), str.5463-5467). Vznikly
konstrukt byl nazvan pBU! (obr.l).

Pro kombinaci bud-promotoru na pBUl s lacZ-genem jako
reporterovym genem pro promotorovou aktivitu se preklonuje
BamHI~-fragment z pBUl do BamHI—mista stepeni
protomortest-vektoru pRSS52. Ziskany konstrukt, plasmid
pBTL142 (obr.2), koduje fuzni protein, sestavajici z 10
N-terminadlnich aminokyselinovych zbytka BudA a na né pres
linker ze 2 aminokyselinovych zbytkd napojeny LacZ od
9.aminokyselinového zbytku (obr.3, Seq-ID é: 3 a 4), jehoZ
transkripce mize byt regulovana jen regulaénim elementem
obsaZenym ve 158 bp pfed budA.

Priklad 2
Exprese B-~galaktosididzového proteinu bud-promotorovym
fragmentem na pBTL142 v Klebsiella terrigena KTi4

Pro funkéni vyzkum bud-promotoru na pBTL142 v Klebsiella
terrigena (homologni systém) se Klebsiella terrigena KTi4
(lacZ-) elektroporaci (Fiedler a Wirth (1988) Analytical
Biochemistry 170, str. 38-44) transformuje s pBTL142. Pro
studie exprese se takto ziskany transformant /Klebsiella
terrigena KT14/pBTL142) za podminek uvedenych v tabulce 2.
Takto vytvorené B-galaktosidasové aktivity (tabulka 2), které
byly stanoveny podle Millera z bunécéného lyzatu, jsou primym
méritkem pro aktivitu bud-promotoru za pfisluinych podminek.
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Tabulka 2
Exprese budA'-lacZ' v Klebsiella terrigena KT14/pBTL142

pH +02 +0;+ acetat -0; -02+ acetat
6,0 668 5688 2300 11815
6,5 800 2272 1057 4326
7,0 833 1280 760 1533
7,5 884 1123 784 754
8,0 875 1003 741 743
Priklad 3

Exprese B—-galaktosiddza-proteinu v Klebsiella terrigena
KT14/pBTL142 pri fermentaci za indukujicich a neindukujicich
podminek

Typ fermentoru: Biostat ED (B.Braun Biotech, Melsungen,
Némecko) .

Objem plnéni: 7 1

Medium: KH2PO4: 1,5 g/1; (NH4)2SO0s4: 5,0 g/1; NaCl 0,5 g/1;
FeSO4 x 2H20: 0,075 g/1; Nascitrat x 2 Hz: 1,0 g/l; trypton
(Oxo0id): S5 g/l; kvasnicovy extrakt (Oxoid): 2,5 g/l; glukoza:

12 g/l; kanamycin: 50 mg/1

pH media: konstantné 6,0 (Uprava pomoci 6N NH4sOH, popr. 4N
H3POs)

teplota: 30 oC

Provzdusdovani: Kultivace se béhem celého pribéhu fermentace

konstantné provzdusnuji 4 1 vzduchu za minutu. AZ po dosaZeni




optické hustoty ODeogo= 20 se udrzuje konstantni parciadlni tlak
kysliku pO2= 40 % michanim rychlosti mezi 450 a 900 ot/min.
Pri dosazeni ODsoo= 20 se béhem hodiny pO2 sniZenim rychlosti

michiani nastavi na pO2= 0 % a udrzuje po 48 hodin.

Indukce: Pri dosa2eni pO2= 0 % se pridava prfi indukované
fermentace 40 mM acetdtu.

B~Galaktosidasova aktivita se stanovi 24 h a 48 h po indukci.

Tabulka 3:
Exprese budA'~lacZ' v Klebsiella terrigena KT14/pBTL142

B-galaktosidédsova aktivita (Millerovy jedn.)

24 h 48 h
bez indukce 460 700
s indukci 10820 15325

Priklad 4
Exprese B—galaktosidisa-proteinu budA-promotorfragmentem na
pBTL142 v E.coli FM420

Po transformaci E.coli FM420 pomoci pBTL142 byly pri
nasledujicich studiich exprese nalezeny hodnoty uvedené v
tabulce 4.
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Tabulka 4
Exprese budA'-~lacZ' v E.coli FM420/pBTL142

pH +02 -02 -02+ acetat
6,0 424 408 737
7,0 613 466 722
8,0 6SS 607 794

V heterolognim systému neni zjistitelnd z4dn4d vyznamni
indukce bud-promotoru. E.coli neobsahuje pro plnou expresi a
regulaci potrebné traskripéni faktory, tj. na pBT142 pritomné,
cis-pusobici faktory nejsou samy dostadujici, aby
zprostredkovaly v Klebsiella terrigena (pf.2) pozorované

expresni poméry v E.coli.

Priklad 5
Integrace budA'-"lacZ~translaéni fuze na plasmidu pBTL142 do
genomu E.coli MC4100

Integrace budA'~"lacZ~fuze do chromosomu se provede
matodou podle Simonse a spol. ((1987), Gene sv.53, str.85 az
96). Transformaci pBTL!142 v E.coli MC4100 a potom infekci s
kRS45 se integruje translaéni fuze do chromosomu E.coli
MC4100. Uspé3na integrace se prezkous{ pomoci transdukované
kanamycinové rezistence. Po UV-ozarovani ziskané lyzaty
kBTL142 (prec¢isténa fagova linie) se pouZ2iji k obnovené
transdukci E.coli MC4100 a takto konstruovany kmen se oznadi
jako E.coli BL142.

Priklad 6
Exprese budA'-lacZ'-proteinu chromosomdlné integrovanym genem
v E.coli BL142




Vsechny kultivace byly provedeny prfi pH 6,5S.

Tabulka §
Exprese budA'-lacZ' v E.coli BL142

Ristové podminky B-galaktosidasova aktivita
+02 35
-02 40
-02 + acetét 70

Za uvedenych rastovych podminek je mala zadkladni exprese;

ale neni zjistitelnid 24dn4 vyznamni indukce anaerobiosou a

pridavkem acetatu.

Pfiklad 7
Klonovani genu z Klebsiella terrigena, kodujiciho

protein, aktivujici budA-promotor v E.coli

Izoluje se chromosomalni DNK z Klebsiella terrigena DSM
2687 a &aste&nd se 3tépi pomoci Sau3A (0,02 jednotek/pg DNK,
20 min pfi 37 ©oC). Fragmenty mezi 3 a 10 kb se izoluji po
elektroforetickém oddéleni a liguji s BamHI linearizovanym

vektorem pBR322. Plasmidovy pool ziskany po transformaci

E.coli JM109 a nasledujici preparaci se pouZije jako genova
banka pro Klebsiella terrigena.

Pro idfentifikaci plasmidd, které koduji bud-promotor
aktivovany za pritomnosti acetdtu v trans-pusobicim faktoru,
se E.coli BL142 transformuje pomoci elektroporace s genovou
bankou z Klebsiella terrigena (Fiedler a Wirth (1988(
Analytical Biochemistry 170, str. 38-40). Transformadéni vsadky



nanesou na takzvané indikdtorové plotny (fosforeénanem
draselnym pufrovany TGYEP-agar (pH 6,S5) s 0,4 % glukozy, 40 mM
acetatu, | mM X-Gal a ampicilin (100 pug/ml)) a inkubuji se pfi
37 °C. E.coli BL142 vytvori na téchto indikatorovych plotnach

vzhledem ke své velmi slabé B-galaktosidasové aktivite

(tab.S) svétlemodré kolonie. Klon naopak vytvari po
transformaci tmavomodré kolonie. Obsahuje plasmid pBAK1
(obr.4), ktery nese priblizné 1,8 kb velky Sau3A-fragment z
Klebsiella terrigena. Pro dal3i analyzy byly izolovany 1,8 kb
velky HindIII-fragment z pBAK! (srov.obr.4), ktery obsahuje
350 bp velky fragment vektoru pBR322 a 1,45 kb velky fragment
z Klebsiella terrigena; presahujici konce fragmentd byly
vyplnény Klenow-polymerdsou. Potom se fragment v obou
orientacich liguje do Smal linearizovaného plasmidu pUC!19.
Takto vzniklé plasmidy, které na indikadtorovych plotnach
rovnéZ zpusobuji modré zabarveni kolonii E.coli BL!42 byly
oznaéeny jako pBAK14 a pBAKl6 (obr. S a 6).

Priklad 8
Sekvenéni analyza genu pro regulatorovy protein, aktivujici
budA-promotor na pBAK14 a pBAKl1é6

K sekvenéni analyze inzertu na pBAK14 a pBAKl6 podle
Sangera a spol. ((1977), Proc.Natl.Acad.Sci. USA, sv.74, str.
S463-5467) se inzerty vidy zkrati pomoci exonukledsy III. Jako
vektorov4d ochrana slouzi restrikce pomoci Sacl, napadeni
exonukledsou probihd na Asp718-misté $tépeni vicenasobného
klonovaciho mista v pUCl9 (Henikoff (1984), Gene sv.28, str.
351-359). Sekvenéni reakce s T7-DNA polymerasou (Pharmacia,
Freiburg) se provedou paralelné s dGTP a dITP, aby se
potlac¢ila siln4d komprese. PouZije se pro pUC-vektory
specificky, obchodné dostupny univerzalni sekvenéni
startoligonukleotid. Pro DNK-inzert z Klebsiella terrigena na



pBAK14 a pBAKLl6 byla stanovena nasledujici nukleotidova
sekvence (Seq ID-¢&:2):

1

51

101

151

201

251

301

351

401

501

551

601

651

GGATCCGCCCGGGCTTTACGCGCGCTGCCGTCAGCGCGCAGCTGGTAGAC
CTCGCTGCTAAAGGCAATCAGTTCGCCATCGAGTTCGTTARAGGTGCCGA
GACCGAAGTCGCCGTGGGTCAGCAGGTCGGCGATGGTGGTGCTACCCTCA
TAGACCCCGCTCAGCAGCGCGCTCATCAGAGAGGTCTGATAGATAACGCT
ATCAGGGTGGTGGGCGGAGAAGCCGCGTACGGTTTCGCACAGGCTCTCCT
GGCAGGTGCATTCAGGATAATGATTCACAATCCACTTCCTCGTTCAACAA
ATATAAGAAAGATTAAATAAATATTGACCCGATTCAGCTCTCAGTTCCAA
TATAGAATCCATGCTGGTTTGAGACGTTTACGATATGGAACTTCGCTATT
TACGTTATTTTGTCGCCGTTGCCGAGGCGCGGAACTTCACCCGGGCGGLC
CACGATCTTGGCATTTCTCAACCGCCACTAAGTCAGCAAATTCAGCGACT
TGAGCGAGAAATAGGGACTCCGCTGCTGCGTCGTTTGACGCGGGGGGTTG
AGCTGACGGAGGCCGGAGAGTCGTTCTACGTCGACGCGTGTCAGATCCTC
GCCTTAAGCGATGCGGCGCTGGAAAAAACCAAGGGGATTGCGCGGGGCAT

GAACGGTAGCCTGGTGCCGGGGATCACCAGTTCAGCTGCTTTTCATTCGC




701

751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

1451

AGATTTTCTCTTTGCTGTACCAGTTTCAGCAGCGCTATCCGGCGGTGGCT
CTGCGCCAGGTCGAAGGCAATATGGCGACGCTGATGCATGCCCTGGGCGA
GGCGGAGCTGGATATCGCCTTTGTGCGCCTGCCGTGTGAAAGCAGCAAGG
CGTTTAATTTGCGCATTATTGCCGAGGAGCCGATGGTTATCGCGCTGCAT
CGCTCGCACCCGCTCTCCGGGGAAAGTGCGCTCTCTCTGGCGCAGCTGAG
CGACGCGGTGCCGGTTATTTTCCCGCCGGAGGTGGCGCCGGGCCTCTACG
AGCAGGTTTATCGATGGCTGTCGGCGTGCCGGGGTCGATATGAGCCGCGCC
AGGCAATCTTCACAGATCTCGTCTTCTATTAGCATGGTGGACGCGGGCTT
CGGCTTTGCGCTGGTGCCTCAGTCGATGACCTGTATCTGCCTTCCCAACG
TCACATGGCATCCCTTGCAGGACGCGTCGCTGAAGACGGAGATCGCCATC
GCGTGGCGGCGTTTTGAACGTTCGCGGACGGTAAAGCGTTTTCTGGAGAT
GTTTTAGGCGGGGCGCAGGGCTAGCAGGTATAGACGTTTGCCGCGGTTGG
CCCGCGCAGGCCGTTAACCCGACGAAACTCAACGGAATACCGGGCGTCAT
CGCCGTGGACTCGTTGGGGGATAATGCGGAAATATGAACCTGAACGTCTT
TACGACCGTCGGAAGGGACGATAAGGCCTCTGCCGGTTTTATTATCAAAG

CT
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Ze stanovené nukleotidové sekvence (Seq ID-é&:2) mohl byt

odvozen otevreny &teci ramec (nukleotid 385 az 1254), ktery

koduje protein (Seq ID-é&: 1), sestavajici ze 290 aminokyselin.

Aminokyselinové sekvence odvozené z tohoto otevifeného &teciho
radmce jsou nasledujici:

1 MELRYLRYFV AVAEARNFTR AAHDLGISQP PLSQQIQRLE REIGTPLLRR
51 LTRGVELTEA GESFYVDACQ ILALSDAALE KTKGIARGMN GSLVPGITSS‘
101 AAFHSQIFSL LYQFQQRYPA VALRQVEGNM ATLMHALGEA ELDIAFVRLP
151 CESSKAFNLR IIAEEPMVIA LHRSHPLSGE SALSLAQLSD AVPVIFPPEV
201 APGLYEQUVYD GCRRAGVDMS RARQSSQISS SISMVDAGFG FALVPQSMTC

251 TCLPNVTWHP LQDASLKTEI AIAWRRFERS RTVKRFLEMF *

Na zakladé své aktivity bud-promotor regulujici aktivity
se tento protein oznaéi jako BudR (Bud-regulédtor). Smér

transkripce budR je protisméru k bud-operonu, oviem nachazi se




mezi bud-operonem a budR jen jeden intergenovy region o toliko
106 bp (nukleotid 279 a2 384 v Seq ID-¢&:2). bud~Operon a budR
tak tvori divergentné orientovany regulon pro syntézu enzymu

(obr.7), ktery se podili na tvorbe 2,3-butandiolu.

Priklad 9
Exprese B-galaktosidozového proteinu chromosomalné probihajici
budA'~"lacZ-translataéni fuzi v E.coli BL142/pBAK!

Indukovatelnost chromosom4lné kodované budA'~-"lacZ-fuze
plasmidy genové banky, které vyvolavaji lac+ fenotyp (modré
zbarveni), je demonstrovdna nasledujicim prfikladem. V3echny
kultivace se provadéji prfi pH 6,S.

Tabulka 6
Exprese budA'-"lacZ—- v E.coli BL142/pBAK!

Podminky ruastu B-galaktosidasova aktivita
+02 1832

-02 1147

-02 + acetat 5802

Priklad 10

Konstrukce budA'-"lacZ-fuze spolu s plnou sekvenci budR a

intergenovym regionem mezi budR a budA

Za pomoci oligonukleotidi Oligol a Oligo3 (tab.!) se
pomoci PCR z pBAK16 (pUC19-derivat) amplifikuje 1027 bp velky
fragment (obr.7). Za pouZiti pomoci PCR-startnukleotid oligol




a oligo3 zavedenych BamHI-restrikénich mist se po 3tépeni

PCR-produktu pomoci BamHI izoluje 1023 bp velky DNK-fragment a
klonuje se do Vektoru pRSS552 3tépeného pomoci BamHI. Spravna
orientace inzertu byla prezkou3ena pomoci sekvenéni analyzy
podle Sangera a spol ((1977), Proc.Natl.Acad.Sci. USA, sv.74,
str.5463-5467). Vznikly konstrukt byl nazvan pRBL2 (obr.8).

Plasmid pRBL2 obsahuje plny gen pro BudR, kompletni
intergenovy region mezi budR a budA jako2z i gen, kodujici
fuzni protein, sestavajici z 10 N-terminalnich AK-zbytka BudA
a na nich pres linker ze 2 aminokyselinovych zbytkd pripojeny
LacZ od 9.aminokyselinového zbytku, ktery je také obsaZen na
pBTL142 (obr.3).

Priklad 11
Integrace budR do genomu E.coli MC4100

Integrace budA'-"lacZ-fuze s pridavnou sekvenci budR na
plasmidu pBRL2 do chromosomu E.coli MC4100 se provadi metodou
podle Simonse a spol.(1987), Gene, sv.S3, str.85-96.
Transformaci pRBL2 do E.coli MC4100 a potom infekci s
lambdaRS4S E.coli MC4100(pRBL2 se fuze integruje do chomosomu
E.coli MC4100. Uspésna itegrace byla prezkou3ena na zakladé

kanamycinem transdukované rezistence. Po UV-ozarfovani ziskany
lyzat RBL2 (precisténé fagové linie) se pouz2iji k

obnovené transdukci E.coli MC4100 a takto konstruovany kmen
byl nazvan E.coli BL2.

Pfiklad 12
Exprese B-galaktosidasa-proteinu chromosomalné pritomnou

budA'-"1lacZ~-fuzi v E.coli BL2

Regulace dosazend exprese budA'-"lacZ-fuzniho genu



v chromosomu E.coli jednoduchou kopii budR je uvedena v

tabulce 7. V3echny kultivace byly provadény v TGYEP-mediu pri
pH 6,5.

Tabulka 7
Exprese budA'~"lacZ v E.coli BL2

Podminky ruastu B-galaktosidasova aktivita
-02 99
-02 + acetat 1130

Priklad 13

Exprese B-galaktosidasového proteinu v E.coli BL2/pBTL142

Indukce plasmidové kodovaného budA'~‘lacZ-fuzniho genu
chromosomalné kodovanym BudR je uvedena v tabulce 8.

Tabulka 8
Exprese budA'-"lacZ~ v E.coli BL2/pBTL142

pH +02 +02+ acetat ~02 -02+ acetéat
6,0 1435 10114 1520 14413
6,5 1410 6907 928 5381
7,0 1403 225? 980 1968
7,5 1281 1440 960 1339

8,0 1265 1665 1138 1243
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Priklad 14

Postupnad delece S'-oblasti budA-promotorového regionu na
plasmidu pBTL142

Pro stanoveni minimalni nukleotidové oblasti
bud-promotoru, kter4d je3té vykazuje budR aktivovatelnou
promotorovou aktivitu, se zkracuje na plasmidu pBTL142 prfitomny
promotor postupné ze své S'-strany. Proto se linearizuje pBUIl
restrikci s EcoRI na S'-konci inzertu a inkubuje se s
Bal3l-exonukledsou (Boehringer Mannheim) pfi 30 °C (0,3
jednotky/ug DNK) (Schaffner a spol., 1976). S5'-presahujici
DNK-konce se vyplni Klenow-fragmentem DNA-polymerdsy I a
opatri EcoRI-linkery (Oligo4 (tab.l)). Po restrikci s EcoRI a
BamHI se fragmenty elektroforeticky rozdéli, fragmenty vhodné
délky se eluuji a zavedou do vektoru pRSS552 predem
zpracovaného s EcoRI a BamHI. S5'-konce inzertd v deleénich
konstruktech se stanovi sekvenéni analyzou. Zvolené klony
(pBTL6 az pBTL124) jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9:
Velikost bud-promotor— podilu na plasmidech pBT6 a2z pBTL142




Plasmid

pBTL6

pBTL22

pBTL34

pBTLS!1

pBTL

pBTL

pBTL103

pBTL124

pBTL142

Priklad 15

Exprese B-galaktosidasa-proteinu zkracenymi

budA-promotorfragmenty na plasmidech pBTL6 a2 pBTL142

Expresni studie byly provedeny se zkracenymi klony v
Klebsiella terrigena KT14 jako hostitelskym kmenem. Viechny
kultivace byly provedeny pri pH 6,5:

velikost promotoro-
vého podilu (bp)

22
34
St
64
63
103

124

(bp)od polohy 315
do polohy xxx v
Seq ID-¢:10

320

336

348

365

378

397

407

438

456
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Plasmid +02 +02+ acet4t -0:2 -02+ acetat
pBTL6 30 49 18 30
pBTL22 52 136 41 120
pBTL34 34 70 24 84
pBTLS! 264 645 205 523
pBTL64 252 677 214 624
pBTL83 398 2575 967 5563
pBTL103 211 1675 752 4703
pBTL124 238 1849 828 4444
pBTL142 449 2040 767 31458

Priklad 16
Exprese B-galaktosiddasa-proteinu v E.coli BL12 a E.coli
BL12/pUFR1

Peo stanoveni vlivu E.coli vlastniho induktoru anaerobni
latkové vymény, Fnr, na BudR-z4vislou aktivaci bud-promotoru,
se budR jakoz i budA'-lacZ'~translaéni fuze na plasmidu pRBL2
(obr.8) integruje pres transdukci s lambdaRS45S analogicky
prikladu 11 do chromosomu fnr-negativni E.coli RM10l. Takto
ziskany kmen se onaé&i jako E.coli BL12. Pro stanoveni moznych
Fnr-efektd se E.coli BLI2 navic transformuje funké&ni fnr-gen

nesoucim plasmidem pUFR! (Sawers a Suppmann (1992) J.of



Bacteriology 174, 11 str. 3474-3478).

Tabulka 1
Exprese budA'-lacZ' v E.coli BL12 a BL12/pUFR!

Kmen/plasmid rastové podminky fB-galaktosididsova
aktivita

BL12 =02 371

BL12 -02 + acetat 3700

BL12/pUFR1 =02 11s

BL12/pUFRI -0z + acetat 509

Priklad 17

Funkéni kopulace bud-regulator-systému s alfa-CGTasovym

strukturnim genem

Pro konstrukci CGTasového expresniho plasmidu pBUD200
byly pouzity oligonukleotidy OligoS aZ Oligo9 uvedené v
tabulce 1.

A) Konstrukce pBUD!10O

Uplny budR-gen a budA-promotor obsahujici DNK-fragment
(nukleotidy 281 az 1300 v SEQ ID-¢&:2) se za pomoci
oligonukleotidd OligoS a Oligo6 (tab.l) za pouziti plasmidu
PBAK16 jako predloh-DNK amplifikuje a $tépi restrikénimi
endonukleasami Nrul a Ncol.

Pro amplifikaci strukturniho genu alfa-CGTasy z



3s

Klebsiella oxytoca MSal se pouziji oligonukleotidy Oligo7 a
Oligo8 (tab.l) jako startoligonukleotidy, jakoZ i plasmid
pCM100 (Binder a spol. (1986), Gene, sv. 47, str.269—277) jako
predloha DNK. Amplifikovany DNK-fragment se s$tépi restrikénimi
endonukledsami Ncol a EcoRI.

Oba PCR-fragmenty se spoleéné liguji do pomoci Nrul a
EcoRI 3stépeného vektoru pJFI18HE (obr.9). Takto vznikly
plasmid se oznaéi jako pBUD10O.

B) Konstrukce pBUD200 rizenou mutagenezi

Pro umoZnéni u¢inné translace alfa-CGTasového genu na
pBUD100 se tfi bodové mutace, které byly vyrobeny pri
konstrukci pBUDI0O revertuji, aby mohly byt spojeny pfes
Ncol-rozpoznivaci misto budA-promotoru a alfa-CGTasovy

strukturni gen (obr.10).

Rizenou mutagenezi podle Denga a Nickoloffa (1992),
Anal.Biochem.sv.200, str.81 ff se za pouZiti oligo9 (tab.!l)
jako mutagenezového oligo upravi DNK-sekvence v oblasti
prechodu podle originadlni sekvence budA popf. alfa-CGTasy.
Polohy mutagenizovanych bazi jsou zrejmé z obr. 10 (Seq ID-¢&:5
a 6). Mutagenizovany plasmid byl oznaéen jako pBUD20O0.

Priklad 18

Enzymovy test pro stanoveni alfa—-CGTasové aktivity

Stanoveni aktivity CGTasa se provaddi podle Candussiem a
spol. v Eur.J.Biochem. (1990) 191, str.177-185 popsané metody.

Vidy 2 jednotky na gram 3krobu testované CGTasy se
inkubuji s §% (hmotn./obj,) roztokem rozpustného skrobu




(Merch, Darmstadt) v pufru sestavajicim ze 20 mM Tris/HCl pH

7,2 a S mM CaCl: po definovanou dobu pri 45 °C. Potom se
reakce ukonc¢i pridavkem 1,5 objemovych dilu methanolu.
Nezreagovany zbytkovy 5krob se vylouéi jednohodinovou inkubaci
pri 4 °C a odstfedovénim (10 min, 12000 x g). Vzniklé produkty
se stanovipomoci HPLC na Nucleosil 10-NH2-koloné (Macherey a
Nagel, Diiren), pricéemz jako definované cylodextriny

(Wacker-Chemie, Mnichov) slouzi jako standard.

Priklad 19
Exprese alfa-CGTasy bud-regul4dtor/promotor-systémem na
plasmidu pBUD200 v E.coli WCN10OS

Pro kyslikem, pH-hodnotou a/nebo acetatem regulovatelnou
produkci alfa~CGTasy se v prikladu 16 popsany expresni plasmid
pBUD200 transformuje do E.coli sekreédniho kmene. Jako E.coli
sekreéni kmen se pouZije E.coli WCM10S. Tento kmen se vyrobi z
E.coli DS410 jak je popsdno v EP 338410.

Pro prokédzani regulovatelné alfa-CGTasové produkce se
péstuje E.coli WCMiI0S5/pBUD200 pri 37 °C v pufrem z
fosforec¢nanu draselného pufrovaném plném mediu (TGYEP s pH 6,5
popf. pH 8,0; Begg a spol.(1977), FEMS Microbiol.Lett.sv.2,
str.47-50) za prfidavku 0,4 % glukozy (hmotn./obj.) a popf#. 40
mM octanu sodného. Anaerobni kultivace se provadi v serovych
lahvich technikou podle Balche a Wolfa (1976). Pfi ODsoo mezi
0,8 a 1,0 se bunky oddéli odstrfedovanim pri S000 x g. Bunék
prosty kultivaéni supernatant se pouZije, jak je popsano v
prikladu 1S5, pro stanoveni v ném obsazené alfa-CGTasové
aktivity. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 12.
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Tabulka 12

alfa-CGTasova aktivita v supernatantu E.coli WCM10S/pBUD200
(U stanovenych hodnot se vzdy jedna o pramérnou hodnotu ze
dvou paralelnich pokusnych kultivaci)

p0O:2 pH acetat(mM) CGTasové-aktivita
(mj/10-t . ml-1)

aerob 6,5 0 2,S

anaerob 6,5 0 30,0
anaerob 6,5 40 64,0
aerob 8,0 0 < 1,0
anaerob 8,0 0 24,0

anaerob 8,0 40 46,5




Sekvenéni protokol

(1) Obecné udaje:
(i) Prihlasovatel:

(2)

(A)

(B)
(C)
(D)
(E)
(F)
(G)
(!
(D)

Jméno: Consortium fiir elektrochemische
industrie GmbH
Ulice: Zielstattstr.20

Misto: Mnichov

Spolkova zemé: Bavorsko

Zemé: Némecko
Smér.post.&islo: 81379
Telefon: 089/74844-0
Telefax: 089/74844-350
Telex: 5215553 cons d

(ii) Nézev vynalezu: Regulovatelny expresni systém

(iii) Pocdet sekvenci: 15

(iv) Pocéitadové ¢&itelnd forma:

(A)
(B)

Nosié dat: floppy disk
Pocditaé: IBM PC kompatibilni

(C) Pracovni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatntIn Release #1,0,verze #1,30(EPA)

Udaje o SEQ ID-¢:1!:

(i) Udaje o sekvenci:

(A) Délka: 290 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Forma fetézce:

(D) Topologie: line4drni

(ii) Typ~moleku1y: protein

(vi) pavodni zdroj:

(A) Organismus: KLebsiella terrigena
(B) Kmen: DSM2867



(x1i)

Ser

Arg

Asn

Ala

145

Popis sekvence: SEQ ID-¢:1:

Glu

Gln

Arg
50

val

Thr

Mec

130

Ile

Leu

Laad S
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Leau

Ser

Gln

(=)
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(V4]

Ala

Val

Ala

Gy

Serx

190

Glu
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Gln
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Cys

Ala

hr Leu

Leu

Glu
163

Ala ¢t

Arg

Gly

Gln

Ala

Ala

r Leu

Mer

?
1
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a1

g
[
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Leu

Cys

-

Met

Glu

40

Glu

Leu

Ala

120

Ala

Glu

val

Leu

25

Arg

Leu

val

Leu

Ser

Ile

Glu

Leu

Asn

90

Gly

Ser

Ala
170

Ala

Glu

Sex

75

Gly

Leu

Glu

Leu

Val

Serx

Gly

ala

60

Ser

Arg

Ala
140

Ala

Gin

Ala

Ser

Gln

Glu

‘g
52
(1]

Arg

Glu

Glu

Ala

Val

Leu

(¥4}

S

Leu

Leu

Glu

Asp

Lau

Bis

173

Leau

Gly

ILle




(2)

Lau

ala

Met

Sex

val

Ser

Ala L

Trp

Tx

Phe
290

T -
——

His

Arg
275

Css

val

Arg

Sex

Pro

245

Leu

Phe

Gln

Gln

Ala
215

Sex

Sex

Udaje o SEQ ID-¢g:2:

(i) Udaje
(4)
(B)
(D)
(D)

Ser

Met

Ala

Ser

280

Leu

185

Ala

val

Ser

Thr

o sekvenci:
Délka:

Topologie:

III

Ala

Cvs

250

Leu

Mec

val

238

Lys

val

Leu

Cys

Thx

1453 pard bazi
Typ: nukleotid
Forma reté&zce: dvojity

linearni

(ii) Typ molekuly: genom-DNK

(vi) piuvodni zdroj:

(vii) bezprostfedni zdroj:

}

»
|}

»n
o
n

Azg

Ala

Leu

Glu

Arg
285

Asp

120

Glu
T

Ala

Glv

Gl

Arg

asn

253

\1a

Leu

val

val

Gln

Gly

240

val

Giu

(A) Organismus: KlLebsiella terrigena
(B) Kmen: DSM2867



(xi) Popis sekvence:

GGATCCGLCT

AAGGCAATCA

AGCAGGTCGG

GAGGTCTGAT

AGGCTCTCCT

ATATAAGAAA

ATGCTGGTTT

GCCGAGGCGT

AGTCAGCAAA

CGGGGGGTTG

GCCTTAAGCG

CTGGTGCCGG

AGTTTCAGS

CTGATGCATG

AGCAGCAAGG

(B) Klon(y):

- IV -

(viii):polocha v genomu:

(C) jednotky: bp

GGGTTTTACG
GTTCGTCATC
CGATGGTGGT
AGATAACGCT
GGCAGGTGCA
GATTAAATAA
GAGACGTTTA
GGAACTTCAC
TTCAGCGACT
AGCTGA;GGA
ATGCGGCGCT
GGATCACCAG
AGCGCTATCC
CCCTGGGCGA

CGTTTAATTT

CCGCGCTGCCG

GAGTTCGTTA

GCTACCCTCA

ATCAGGGTGG

TTCAGGATA:

ATATTGACCC

CGATATGCGAA

CCGGGTGGCC

TGAGCCGAGAA

7/

GGCCGCGAGAG

GGAAAZAACC

TTCAGCTGCT

GGCGGAGTTG

GCGTATTATT

SEQ-ID-¢:2:

TCAGTGCCCA

AAGGTGCCGA

TAGACCCCGC

TGGGCGGAGA

TGATTCACAA

GATTCAGCTC

CTTCGCTATT

CACGATICTT

ATAGGGACTC

TCGTTCTACG

AAGGGGATTG

TTTCATTCGCE

CTGCGCCAGG

GATATCGCCT

GCCGAGGAGT

pBARI4/16

GCTGGTAGAC

GACCGAAGTC

TCAGCAGCGT

AGCCGCGTAC

TCCACTTCCT

TCAGTTCCAA

TACGTTATTT

GCATTTCTCA

CGTTGCTGEG

TCGACGLCGTG

CGCGGGGLAT

AGATTTTCTIC

TCGAAGGCRA

TTGTGIGCCT

CGATGGTTAT

CTCGCTCITA

GCCGTGEGTC

GTTCATCAGA

GGTTTCGCAC

CGTTCAACRA

TATAGAATCC

TGTCGCCGTT

ACCGCCACTA

TCGTTTGACG

TCAGATCCTC

GAACGGTAGC

TTTGCTGTAC

TATGGCGACG

GCCGTGTGAA

CGCGCTGCAT

80

120

180

300

420

S40

720

780

840

900




CGTTCGLacS

~emosemmy MMM

R A ] -~ -

AGCATGGETGG

CTTCCCAACG

GCGTGGCGGC

GGGCGCAGGG

GACGAAACTC

AATATGAACC

ATTATCAAAG

CCCTCTCISE GGAAAGTGTG CTCTCTCTGSE CGCAGLTGAG CGACGIEET

TCTTGCCGEGEA GGTGEIGITG GGITTCTACG AGTAGGETTTA TGATGSITGT

GGGTCGATAT GAGCTGIGIT AGGCAATCTT CACAGATCTC GTCTTCTAT

P PR

o~~~

ACGTGGGEITT CGGITTTGIG CTGETGCCTC AGTCGATGAC CTGTATCTGC

b a

TCACATGGCA TCCCTTGCAG GACGCGTCGT TGAAGACGGA GATCGLCATC

GTTTTGAACG TTCGCGGACG GTAAAGCGTT TTCTGGAGAT GTTTTAGCCG

CTAGCAGGTA TAGACGTTTG CCGCGGETTGG CCCGTGCAGG CCGTTAACCTC

AACGGAATAC CGGGCGTCAT CGCCGTGGAC TCGTTGCETGG ATAATGCEGA

TGAACGTCTT TACGACCGTC GGAAGGGACG ATAMGGCCTC TGTICGGTTTT

cT™T

(2) vUvdaje o SEQ ID-¢&:3:

(1) Udaje o sekvenci:
(A) Délka: 39 para bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma rfetézce: dvojity
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: genom-DNK
(vii) bezprostfedni zdroj:
(B) Klon(y): pBAK142 a pRBL2
(viii):poloha v genomu:

(C) jednotky: bp

1320

1330

1440



- VI -

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-é&:3

TATCITGAAT GTACCTGICA GGATCICGTS GTATTACAA

(2) ¢Utdaje o SEQ ID-¢:4:

(i) Cdaje o sekvenci:
(A) Délka: 13 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Forma retézce:
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitfni fragment

(vii) bezprostrfedni zdroj:

(B) Klon(y): pBAK!42 a pRBL2

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢c:4
Tyr Pro Glu Cys Thr Cys Gla Asp Pro Val Vval Leu Gln
1 ) 10
(2) ¢Gdaje o SEQ ID-¢@:S:
(i) Gdaje o sekvenci:
(A) Délka: 29 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma retézce: dvojity

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: genom—DNK
(vii) bezprostrfedni zdroj:
(B) Klon(y): pBUDI0O
(viii) :poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢&:S5:

CGAGGAAGTG GACCATGGAA AGAAACCGT

29



(2) tdaje o SEQ ID-c:6:
(i) Cdaje o sekvenci:
(A) Délka: 29 paru bazi
(B) Typ: nukleotid

(C) Forma retézce: dvojity

(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: genom-DNK
(vii) bezprostredni zdroj:
(B) Klon(y): pBUD20Q
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢:6:

CGAGGAAGTG GATTATGAAA AGAAACCGT

(2) ©Udaje o SEQ ID-¢:7:
(i) Udaje o sekvenci:
(A) Délka: 25 part bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma fetézce: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"

(vii) bezprostredni zdroj:
(BY Klon(y): Oligol
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢g:7:

GGGGATCCTG GTAGGTGCAT TCAGG

29

25



- VIII -

(2) <¢daje o SEQ ID-¢:8:
(i) tdaje o sekvenci:
(A) Délka: 25 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma rfetézce: jediny
(D) Topologie: lineAarni

(ii) Typ molekuly: jin4d nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostrfedni zdroj:
(B) Klon(y): Oligo2
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID~¢&:8:

GGGGATCCAT CGTGGGCCGT CCSAG 25

(2) Udaje o SEQ ID-¢&:9:
(i) Udaje o sekvenci:
(A) Délka: 33 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma retézce: jediny
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostredni zdroj:

(B) Klon(y): Oligo3

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢&:9:

CGGGATCCCG CCTAA2ACAT CTCTAGAAAA CGC 33




(2) vUdaje o SEQ ID-&:10:
(i) Udaje o sekvenci:
(A) Délka: 10 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma retézce: jediny

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostrfedni zdroj:
(B) Klon(y): Oligod
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-&:10:
CGGAATTCCS

(2) ¢Udaje o SEQ ID-¢&:l1:
(i) tdaje o sekvenci:
(A) Délka: 43 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma retédzce: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jina nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostredni zdroj:
(B) Klon(y): Oligo5s
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢&:11:

TCTAGAAGCT TCGCGAC&.&A CCGCGGCAAA CGTCTATACC TGC 43



(2) ¢tdaje o SEQ ID-¢:12:
‘ (1) vUdaje o sekvenci:
} (A) Délka: 37 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma rfetézce: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostrfedni zdroj:
(B) Klon(y): Oligoé6
(viii) :poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-g:12:

TCTAGAAGCT TCCATGGTCC ACTTCCTCGT TCAACAM

(2) Udaje o SEQ ID-¢:13:
(i) 0Udaje o sekvenci:
(A) Délka: 40 pari bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma retézce: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jin4d nukleova kyselina
(A) Popis: /desc= "syntetickad DNK"
(vii) bezprostfedni zdroj:
(B) Klon(y): Oligo7
(viii):polbha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢&:13:
TCTAGAAGCT TCCATGGAAA GAAACCGTTT TTTTAATACC

40

37




(2) ¢tdaje o SEQ ID-¢:l4:
(i) Cdaje o sekvenci:
(A) Délka: 41 para bazi
(B) Typ: nukleotid

(C) Forma rfetézce: jediny

. (D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostredni zdroj:
(B) Klon(y): Oligo8
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢:14:

>
'4

TCTAGAAGCT TCGAATTCTTA AAACGAGCCA TTCGTIGTTIT G

/

(2) Udaje o SEQ ID-¢:1S:
(i) Udaje o sekvenci:
(A) Délka: 36 paru bazi
(B) Typ: nukleotid
(C) Forma rfetézce: jediny

(D) Topologie: linearni

(1ii) Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc= "synteticka DNK"
(vii) bezprostredni zdroj:
(B) Klon(y): Oligo9
(viii):poloha v genomu:
(C) jednotky: bp

(xi) Popis sekvence: SEQ-ID-¢&:15:

GAACGAGGCC GTGGATTATG AAAAGAAACC GTTTTT 36
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120 00 PRAHA 2. Haflova 2

PATENTOVE NAROKTY

t 1. Regulovatelny expresni systém, obsahujici trans-plisobici .
regulatorovy protein a timto proteinem aktivovatelny
promotor a ktery mizZe byt regulovan acetatem, hodnotou pH -
a kyslikem,
vyznacujici se tim, Ze reguldtorovy protein
obsahuje aminokyselinovou sekvenci, ktera je alespori ze 75
% hmologni k aminokyselinové sekvenci Seq.ID-&:1 a ktery
obsahuje promotor DNK-sekvence, ktera je alespoii z 95 %
hmologni k bazim 315 az 397 DNK-sekvence Seq.ID-¢&.:2.

2. Expresni systém podle naroku 1,

vyznacujici se tim, Ze exprimuje jakykoliv
strukturni gen pod kontrolou expresniho systému pri
parcidlnim tlaku kysliku pO, 0 az 5 %, hodnoté pH 6,0 az
6,5 a za pritomnosti acetatu v koncentraci 40 az 60 mM

maximalné.

3. Regulatorovy protein, vy znadujici s e

t im, Ze pri omezeni kysliku a za prfitomnosti acetatu
a hodnoté pH kultivac¢niho media pH 6,0 az pH 6,5 pusobi
optimalni aktivaci bud-promotoru z Klebsiella terrigena
(DSM2687) .

4. Regulatorovy protein podle naroku 3,
vyznacujici se t i m,Ze obsahuje
aminokyselinovou sekvenci, ktera je alesoil ze 75 % homologni

k aminokyselinové sekvenci Seq.ID-¢&:1. .

5. Gen, kodujici protein podle naroku 3 nebo 4. .




6. Expresni kazeta, vy zna éugijici s e t i m,2e

promotor, ktery obsahuje DNK-sekvenci, kterid je nejméné z 95 %
homologni k bazim 315 a2 397 DNK-sekvence sekvence ID-&:2, je
funkéné spojen se strukturnim genem exprimovaného,

heterologniho proteinu.

7. Mikroorganismy, obsahujici alespon jednu expresni kazetu
podle naroku 6.

8. Mikroorganismy, obsahujici alespon jeden expresni systém

podle naroku 1.

9. Zpusob fermentace pro produkci proteind pomoci
mikroorganismid, vy zna éuijici s e t {i m,2e se

pouZiji mikroorganismy podle nadroku 7 nebo 8.

10. Zpusob vyroby mikroorganismid podle naroku 8,
vyznaduijici i s e t i m,2e se do libovolného
mikroorganismu zavede popripadé alespon jeden gen pro
reguldtorovy protein podle naroku 4 nebo 5 a/nebo popripadé

alespori jedna expresni kazeta podle naroku 7.

I1. PouZiti Fnr-negativnich mikroorganisma jako hostitelského

kmene pro expresni systém podle naroku 1.



J#5~ 9%

— o . . ~——— —————
. t
_ - G : e M
O ~ D AN ]
D¢t > op ro B )
— w = C ' o — o
. - - ¢
zogl =9
—
< iz _
=z = ﬁ o o0 ﬁ
——— - B A, — S CR—
00GT I =~ Xq9q0O

00071

IIIPUTI \
11sd THond

Tiureg 6687 > Ilueqg > IBWS
Jews




RS ..M.“M N =
wm > ro Y NS
w=Cc ro: i
N - 7 L]
Nsa = = e o
- > . (2o 1 - Al
o < 0 ~— T )
-5 w © o
<<
JW o o
——— — . ————
- o
0009 < QO

0008

000V

00007

000¢

IHwed
1I9sul-pnq

\ 000C1

Tiwued
006CI




—— . X
vl == = )
TATM,Q > v
iz = 8 o= &
6o oo =
[ ]25°] = B S 7
i :
i | =8 ~ o w
€ xqo
I¥Ipod— , zZzoerT I ITpod— , vpnqg
"¢T "TT "0t "6 0T "6 "8 "L "9 7S Y

_uTo noT TYA Tea oxd dsy urp sAD Iyl sAD nTH oid TAL -

-¥YD YIL Y19 DIO DID ILU¥D DHYD DODL DDV DDL WVD LDOD LVU.L-




|
|
1

< ~ 3
o — X -

- el > o 134 1
le=sc ) (] — ot
* - — . . m

X = o .
=2 p -, e - T
- 2 .
o< U o . 1
< w wn

-
= T o or
~ o R

Enake g ——s" ——— I‘!ll\.,i‘ll!.‘v

000V
000¢

IIIPUtH

0006

IIIpPUTH 0009
0LT9

" xqQO



i aE

AALOINLSVIA

: OHIAND SAWGHE4
L o) azsydn
© '
Q . t *
o 96 mec
g | ‘ .
o~
— S ~ 0130¢
(a@]
\ 2 g \
m
o

ge9 132

HindIIT

132

2000

02
HindIII

450045

2500

3000

O
S
w
(@]

C)t>r'-f§




IALDINLSVIA

. ~”

>

i

QHIAQ SAV

as/dn

mee

36

000¢

11pod -zzeuad
TTIPUTH
zZosv

9 TMvdd

0047

000¢

9~ ITAQ0



budC

1000 bp

budB

<
k=
—J
LQ
.'\_'
T
e
o
-
o
|_ep]

e e S ———

"4d

O JALDINLSYIA ?

0HIAGS AN GAd
avidn

i
96 T2

E
01500 ‘
Rt G120 i

SRR O
kW’»M

Obr . 7




LA NLSVIA

dqd

n
X

OHIN0TS AN

avdn

[as } I ot

o —-

e ;= . i

Loy

o o’ m
- |

0007

000¢

0009

Tiwed

H:Emm;
09G¢t1

0008

8 °"IXqaqo0



T - -
<

Re}

1l I =S INY

- .A:\J.MWQ N
> S —_ o
| S2E R 2
o c g .
e “ w =
<
-3 \ o

- = - - —

’8g9ié”

OT " xXxqoO
wajlsiw wfuqazea
Auag Jurnijyniys wfLAowosoqra
9A0sSBIDD-D S [ypod-pnq
‘Ah.,,__u K _
:gozanad

- LODOYYYOYVYY ¥OILY LI YDDLOVYDOYDO -

H HH rootTanad

- LODDOYYYOVYVYY (DOLY DD ¥DDLOVVYDDOYDO -
|OON




