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jief syntézu Skrob ztekucujfe{ alfa amyld-

2y ve streptonycetdch

(57) Re#eni se tykd rekombinovanych plas=
midd pSA20 a pXT2 kodujicich ayntézu Skrod
ztekucujici{ alfa amyldzy ve streptomyce-
téch, které jsou charakterizovény pFitome
nosti restrikéniho fragmentu o velikosti
3,2 kb ve Streptomyces limosus pro plasmid
pSA20 a p¥{tommoati jediného zésahového
mista pro restrik&ni endonukledzu EcoRI
vzniklého na 2dkladd vydtépen{ EcoRI re=
strikéniho fragmentu o velikosti 2 kb 2z
plasmidu pSA20 & restrikdnfmi mapami. Oba
plasmidy byly p¥ipraveny technikou genové
manipulacg in vitro. Krom& produkce alfa
amyldzy koduji rekombinované plasmidy
pSA20 a pXT2 resistenci streptomycetové
bunky k antibiotiku thiostreptonu. Na zé-
kladé restrikdnich map t&chto plasmidld je
mo¥né genetickou informaci pro syntézu ale
fa amylézg z rekombinovanych plasmidd vy-
d81it a prenést 1 na jiné streptomycetové
replikony. Plasmid pSA20 je uchovdvén v
kmenu Streptomyces lividans AS2o0, ktery Je
uloZen v Ceskoslovenské sbirce mikroorga=-
nismd University J. E. Purkynd v Brné pod
E{slem CCM 4009. Plasmid pXT2, ktery Je
uchovdvédn v kmenu_Streptomyces lividans
AS2, je ulofen v Ceskoslovenské sbirce !
mikroorganismd Univeraity J. E., Purkynéd
v Brnd pod &fslem CCM 4o0l2.
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Vyndlez se tykd rekombinovanych plasmidd pSA20 a pXT2, kodujicich syntézu skrob
ztekucujici q-amylézy ve streptomycetové bunce.

Streptomycety produkuji ¥adu exoenzymd do okolnfho média. Je proto vyhodné jich
vyu¥ft jako hostitelskych bun¥k p¥i klonovdn{ genetiocké informsce kodujfc{ syntézu
omamyldzy, kterd je primyslovd vyznamnym enzymem. Zdrojem genetické informace pro klo-
novéni funk&nfho de-amylézového genu ve streptomycetdch byl, v doposud jediné dspdsné
préoi, chromosom kmene Streptomyces hygroscopicus. Klonovéni bylo provedeno v plasmidu
pIJT702 (McKillop et al, FEMS Microbiol. Lett, 36:3, 1986). Vznikly plasmid kodujied
syntézu d-amyldzy, ms vslikost 8,6 kb a samotnd velikost chromosomového insertu nesou-
c¢fho «-amyldzovy gen je 2,8 kb,

ReZeni podle vyndlezu se tykd rekombinovanych plasmidd pSA20 a pXT2 kodujfcich syne
tézu &krob ztekucujici alfa amyldzy ve streptomycetdch charakterizovanych pF{tomnosti
restrikdniho fragmentu o velikosti 3,2 kb ze Streptomyces limosus pro plasmid pSA20 a
p¥itomnost{ jediného zdsahového mista pro restrikdni endonukledzu EcoRI vzniklého na
zéklad® vy§tdpen{ EcoRI restriknfho fragmentu o velikosti 2 kb z plasmidu pSA2o.

Kontrukce rekombinovanych plasmidd pSA20 a pXT2 kodujfcich syntézu a-amylézy

Pro konstrukci nové genetické informace kodujici syntézu a=amylézy ve streptomyce-
tové bunce bylo pouZito fragmentd chromosomu aeamyldzu produkujictho kmene Streptomyces
limosus a plasmidového vektoru plJ622, Vzniklé rekombinované plasmidy pSA20 a pXT2 ko=
dujici syntézu Skrob gtekucujfci teamyldzy maj{ velikost 9,0 kb a 7,0 kb, U obou popsa~
nych vElendni o~amyldzového genu do plasmidového vektoru vedlo ke zvyiSeni produkce g-8e
myldzy na zdkladd zvySeného podiu a-amyldzového genu v ddsledku vysokého podtu kopii re~
kombinovenych plasmidd pSA20 a pXT2 ve streptomycetovém hostiteli.

Vlastn{ konstrukce rekombinovanych plasmidd pSA20 & pXT2

Sau3AI fragment o velikosti 3,2 kb, kodujfof syntézu wmamyldzy, byl vligovén do
mnohokopiového plasmidového vektoru pIJ622 v jeho jediném BgIII mistd, Vznikly plasmid
pSA20 transformovany do atreptomycetového hostitele, kmene Streptomyces lividans TK24,
koduje syntézu a=amylédzy, kterd vede k nadprodukel aeamyldzy timto kmenem v dfgledku
zvydeného poltu kopifl (40 - 60) amyldzového genu, pSA20 mé s d¥ive konstruovanym plase
midem pSA28 shodnou regtrikdni mapu mezi restrikdnimi misty PvuIl a KpnI situovanymi
v insertované chromosomové DNA, 1i3{ se v¥ak v koncovych oblastech insertu,

Protofe bylo zjiitdno, %e inserce do EcoRI mista situovaného v klonovaném ffagmen-
tu chromosomové DFA v rekombinovaném plasmidu pSAZ2o neovlivrhuje syntézu a-amylizy kodoe
vané plasmidem, bylo provedeno zkrédceni plasmidu pSA20 o 2,0 kb vy3tdpenim restrikdniho
fragmentu EcoRI~-EcoRI a znovuzevienim zmenZeného plasmidu T4«DNA ligdzou, Novd vznikly
plasmid pXT2 mé velikost 7 kb a doeahuje v primSru podtu kopi{ v jedné sireptomycetové
bunice (m3Feno na 1 chromosomovy ekvivalent), Plaemid pXT2 vpraveny do recipientnich
protoplastd Streptomyces lividans TK24 koduje intenzivni syntézu a-amyldzy streptomyce«
tovym hostitelem, Stabilita plasmidu pXT2 v hostitelské bunce je shodnd se stabilitou
vychoziho plasmidu pSA20 a dosahuje hodnoty ~99 % v kultivacfch bez selek&niho tlaku,

Plasmidy pSA20 a pXT2 kodovand e-amyldza md molekulovou hmotnost 48 kb a konednymi
produkty Htépen{ Zkrobu timto enzymem jsou oligomacharidy,

Znézorndn{ konstrukce rekombinovanych plasmidd pSA20 & pXT2 jsou na obr. 1 a 2,
kde je silné vyznaden insert chromosomové DNA kmene S, limosus, kédujici produkci ¢e
-amyldzy a slabd DNA plasmidového vektoru.

Po vneseni plasmidu pSA20 do hostitelakého kmene Streptomyces lividans TK24 byl
vytvofen novy kmen Streptomyces lividans AS2o, vykazujfcl jako nové vlastnosti pFitome
nost molekul DNA plasmidu pSA20, schopnost ayntézy alfa amyldzy a resistenci bundk k
thiostreptonu.
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‘Kmen lividans AS2 vznikl pfenesenim plasmidu pXT2 do hostitelského kmene Strepto-
myces 1lividans TK24, Bunky kmene S. lividans AS2 obsahuj{ plasmid pXT2, ktery mé charake
teristickou molekulovou hmotnost a kéduje v bunce hostitelského kmene syntézu alfa a-
mylézy a rezistenci bunky k thiostreptonu,

Oba plasmidy pSA20 a pXT2 jsou uchovédvény v kmenech Streptomyces lividans AS20 a
AS2 uloZenych v deskoslovenské sbirce mikroorganismd Univerzity J. E. Purkynd v Brné
pod &faly CCM 4009 a CCM 4012,

pPEEDMET vYNKLEZU

Rekombinované plasmidy pSA20 a pXT2, kédujfef syntézu Zkrob ztekucujfel alfa amy-
14zy ve streptomycetdch, charakterizované pFitomnoat{i restrikiniho frsgmentu o velikosti
3,2 kg ze Streptomyces limosus pro plasmid pSA20 a piitomnost{ jediného zésahového mista
pro restrikni endonukledzu EcoRI, vzniklého na zédkladd vySt&peni EcoRI reatrikdnfhe
fragmentu o velikosti 2 kb z plasmidu pSA20 & restrik&nimi mapami a uchovdvané v kmenech

Streptomyces lividens AS20 CCM 4009 a Streptomyces lividans CCM 4o0l2.

2 vykresy
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