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jicf syntézu alfa amylézy ve streptomycetéch’

. Rekombinované plasmidy pSA27 a pSA28 kédu-

(57) ReSeni se tyké& rekombinovenych plasmidd
PSA27 a pSA28 kéduficich syntézu alfa amylé~
zy ve sireptomycetich. Jsou charakterizované
piftomnost{ restrik&nfho fragmentu chromosomo-
vé DNA z kmene: Streptomyces limosus o veli-
kosti 2,8 kb u pSA27 a 3,4 kb u pSA28 a re=-
strik&nimi mapami, Oba plasmidy byly pfiprave-
ny technikou genové manipulace in vitro., Kro-
m& produkce alfa amylézy kdédujf rekombinova-
né plasmidy pSA27 a pSA28 resistenci strep-
tomycerové bullky k antibiotiku thiostreptonu.
Na gzéklad$ restrikinich map t¥chto plasmidi je
moiné genetickou informaci pro syntézu alfa a-
mylézy z obou plasmidd vyd¥ilit a pFenést §i i
na jiné streptomycetové replikony. Plasmid
pSA28 je uchovévén v kmenu Streptomyces li-
vidans AS28, klery je ulofen v Ceskosloven-
ské sbirce mikroorganismd University J. E.
Purkyn$ v Brn& pod &fslem CCM 4011, Plas-
mid pSA27 je uchovévén v kmenu Streptomy-
ces lividans AS27, kterf je uloZen v Cesko~
slovenské sbirce mikrocrganismd University

J. E. Purkyné v Brné pod &fslem CCM 4olo.
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Vynélez se tykéd rekombinovanych plasmidd pSA27 a pSA28 kddujfcich syntézu alfa amyld-
zy ve streptomycetich,

Genetické informace pro syntézu & -amylézy, nachézejicf{ se zpravidla v chromosomech
producenta, byla pifenesena na plasmidovou ¥i {4govou molekulu v prfpadé n¥kolika X -amylé-
zovych genl lzolovanjch z chromosomii baclld a klonovéna v Bacillus subtilis (Yamane J. A~
gric, Chem, Jap. 54: 887, 1980; Gene 19: 81, 1982; Takeich et al. Agric. Biol, Chem. 47: 159,
1983; Joyet et al. FEMS Microbiol, Lett, 21: 358, 1984). v E, coli (Cornellis et al. Mol. Gen,
Genel, 1863 507, 1982; Joet et al. FEMS Microbiol. Lett, 213 353, 1984; Tsukagoshi et al. Mol.
Gen., Genet, 193: 58, 1984), nebo Pseoudomonas aeruginosa (Filloux et al. FEMS Microbiol. Lett.
30: 203, 1985). Ve viech pifipadech vyXlen¥nl « —amylézového genu na vicekopiovy vektor a je-
ho zaveden{ do bakteridinfho hostilele vedlo ke zvyien{ produkce & ~amyldzy ve srovnén{ s pro-
dukef vychozfch kmenll. U streptomycet byl doposud popsén pouze jeden Gspdiny pokus o klono-
vénf « -amyldzy. Gen z chromosomu Streptomyces hygroscopicus byl kionovén v mnohokopiovém
plasmidovém vektoru pli702 (McKIﬂoﬁ et al, FEMS Microbiol. Lett, 36: 3, 1986). Vznikly rekom-
binovany plasmid pPOD 1039 po vatupu do hostitelské buliky Streptomyces lividans kédoval zvy-
#enou produkci X ~amylézy hostitelskou bultkow.

Rekombinované plasmidy pSA27 a pSA28 podle vyndlezu kédujl syntézu alta amyldzy ve
atreptomycetéch a jsou charakterizované piflomnostf restrikinftho fragmentu chromosomové DNA z
kmene Sb‘optolﬁyco- limosus o velikostli 2,8 kb u pSA27 a 3,4 kb u pSA28 a déle restrikEnf
mapou znézorn¥nou na obr, 1 a obr, 2,

Postup pifpravy rekombinovanych plasmidd pSA27 a pSA28
Postup pﬂpravy rekombinovanych plasmidd pSA27 a pSA28 mél 4 zékladnf kroky'
Vyhledén{ a isolace fragmentt chromosomové DNA obsahujfcfch gen kdédujfcf syntézu K ~amylézy.

K -amylézovy gen byl ziskén z chromosomu S, limosus, Tento kmen pii kultivaci na Ekrobovych
médifch produky.}jol v nizkém mnoZstvf o -.amyldzu, jejf kone¥nym produkiem jsou oligosacharidy
slofené ze 2 - 3 jednolek glukosy.

Bullky S. limosus byly lyzovény lysozymem a SDS a chromosomové DNA byla pfipravena isolai-
n{ metodou dle Hopwooda a spol, 1985, Pro zvyi#enf &lstoly chromosomové DNA byla tato &iSténa
na koncl separa®nf{ procedury centrifugacf v CaCl gradientu, Taklo piipravend chromosomovd DNA
byla ¢ésteiné ¥tépena restrikinf endonukledgou Sau3Al nebo Mbol a v sacharosovém gradientu
byly oddéleny fragmenty o velikosti 2 a¥ 4 kb, Velikost fragmentl byla kontrolovdna elektroforetic-
ky, elektroforézou reatrikEnich fragmenti v agarosovém gelu,

VE&len#nf{ genu pro syntézu X -amylézy do mnohopopiového plasmidového vekloru,

Restrik¥nf fragmenly o velikosti 2 a¥ 4 kb ziskané parclainim Etépenim chromosomové DNA
restrikinimi endonukledzami Sau3Al a/ nebo Mbol byly ligovény in vitro enzymem T4 ligdzou do
molekuly DNA plasmidového vektoru plJ622 v jeho jediném z&sahovém misté pro restrikéni{ endo-
nukledzu Bglil.

Selekce rekombinovanych plasmid$ kédujfcfch o ~amylézu z transformované populace sireptomyce-
tového reciplenta,

Rokomblnovaﬁ‘ molekuly plasmidového vektoru pli622 s fragmenty.chromosomové DNA S,
limosus byly vpraveny transformacf{ do recipieninfch protoplasti kmene Streptomyces lividans
TK24 a buXky obsahujicf rekombinovany plasmid, kédujfcf syntézu X -amyldzy byly selektovany
jako_ alfa amyldzu produkujfci, thiostrepton resistenin{ kolonie. K ovifen{ p¥ftomnosti K -amyldzu
kédujfcfho genu v rekombinovenych plasmidech byly z transformantk S. lividans produkujfcich

& ~amyldzu izolovény plasmidové DNA a retransformovény do protoplasti kmene S. lividans
TK24.

Restrikinf analyza rekombinovanych plasmidd pSA27 a pSA28 kédujfcich syntézu & —amylézy,

Z transformantd S. lividans TK24 produkujicfch K -amyldzu byly izolovdny plasmidové
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DNA o velikosti 9,2 kb (pSA28) a 8,6 kb (pSA27).

Restrikinf{ analyza pSA2? a pSA28 prokézala, Ye rekombinované plasmidy obsahujf restrik&ni
fragmenty chromosomové DNA S, limosus nestejné délky pSA27-2,8 kb a pSA28-3,4 kb a Fe
restrikinf fragmenty kédujfcf{ produkcl K -amylézy jsou v plasmidech pSA27 a pSA28 v opa&né
orientacl. To pfind%f dikaz, Ze gen pro produkci X -amyldzy zi{skany z chromosomu Streptomy -
ces limosus byl klonovén v plasmidech pSA27 a pSA28 i s jeho regulain{ oblastf, Insertované
fragmenty kédujicf syntézu o{~amyldzy v rekombinovanych molekuldch plasmid& PSA27 a pSA28
jsou restrik¥nd charakterizovdny piftomnostf jedinych restrik&nfch mfst pro restrik¥n{ endonukleé-
zy Pvull, Sstll a EcoRl, Vzddlenost mezi Pvull a Sstil restrik&nimi misty je 1,0 kb a vzdéle-
nost mezi Sstil a EcoRl restrik&nimi mfsty m& délku rovnd% 1,0 kb. Bylo prokédzéno, e z&saho-
vé sekvence pro Sstl restrikénf endonukledzu leZf v oblasti DNA kédujfcf syntézu X -amylézy.

Polet kopif plasmidd pSA28 a pSA27 v hostitelské bulice S, lividans TK24 se pohybuje
v rozmez{ 20 aZ 40 koplf v zé&vislosti na kultiva¥nich podminké&ch. Vysoky polet kopif zajistuje
vysokou stabilitu plasmidd pSA27 a pSA28 v hostitelské streptomycetové bulice.

Po vnesen{ plasmidi pSA28 do hostitelského kmene Streptomyces lividans TK24 byl vy~
tvofen novy kmen Streptomyces lividans AS28, vykazujfcf jako nové viastnost pitomnost mole-
kuwl DNA plasmidu pSA28, schopnost syntézy alfa amyldzy a resistenci bundk k thiostreptonu,

Kmen Streptomyces lividans AS27?, ktery vznikl pifenesenim plasmidu pSA27 do hostitelské-
ho kmene Streptomyces lividans TK24, se li¥{ od kmene Streptomyces lividans AS28 piftomno-
stf DNA plasmidu pSA27, ve kiterém je gen pro syntézu alfa amyldzy klonovdn v obrdcené po=-
loze ve srovninf s plasmidem pSA28,

Rekombinované plasmidy pSA27 a pSA28 jsou uchovAvény v kmenech Streptomyces livi-
dans AS2? a AS28, které jsou ulofeny v Ceskoslovenské sbirce mikroorganismd University
J. E. Purkynd v Brné pod &fsly CCM 4011 a CCM 4o1lo. '

Restrikénf mapy rekombinovanych plasmidi jsou uvedeny na obr, 1 a 2, silné je vyznalen
inzert chromosomové DNA kmene S. limosus kédujfcf produkel K —amylézy, siabé je vyznadena
DNA plasmidového vektoru plJ622,

PREDMET VYNALEZU

Rekombinované plasmidy pSA27 a pSA28, kédujicf syntézu alfa amylézy ve streptomyce-
tdch charakterizované pXftomnost( restrikinfho fragmentu chromosomové DNA z kmene Streptomy-
ces limosus o v;ukoou 2,8 kb u pSA2?7 a 3,4 kb u pSA28 a restrikdn{ mapou, uchovévané v
kmenech Slreptomyces lividans AS27 CCM 4011 a AS28 CCM 4o1lo.
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