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Polynukleotid, vektor a hostitelské buﬁky‘ k produkci

rekombinantnich proteint a k vyrobé potravin

(XY

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka enddgenniho " plazmidu
Propionibacterium, vektorll odvozenych ' z tohoto plazmidu
a pouZiti téchto Véktorﬁ pro (heterologni) expresi proteinu
v baktériich, zejména druhu Propionibacterium. Tyto
transformované baktérie mohou byt pIEity k fermentacni vyrobé

vitaminu B;, nebo pf¥i vyrobé& syra. -

Dosavadni stav techniky

Baktérie rodu Propionibacterium jsou Gram-pozitivni
baktérie schopné produkovat rﬁZné uzitecné slouCeniny
v»rﬁanch primyslovych procesech. Tak napf. nékolik druhn
baktérii Prqpionibacterium’je znamo tim, Ee produkuje vitamin
B;; (kobalamin) p¥i primyslové fermentaci. N&které jiné druhy'
jsou uZivany v mlékarenském primyslu p¥i VYrobé' syrli,  kde
prispivaji, a v mnohych pifipadech jsou hlavnimi &inidly, ke
specifické chuti = a téxtufe syra. Mnohé druhy
Propionibacterium jsou povaZovany za zcela bezpelné, Ze jsou
jakoZto Zivé organismy -pfidévény do potrravin,pro lidi nebo
potravy pro zviféta. , _
Pro plné vyuZiti biotechnologického potencidlu baktérii
Propionibacterium jsou pot¥ebné udinné a flexibilni métbdy
genového inZenyrstvi. A takové metody Jjsou zavislé na
dostupnosti plazmidd  vhodnych pro expresi proteinu

z heterologniho genu v Propionibacterium.
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Dokument EP-A-0400931 (Nippon O0il) popisuje endogenni
- plazmid (pTY-1) =z Propionibactérium pentosaceum (ATCC 4875),
ale neuvddi jeho sekvenci ani neuvadi p¥iklad, jak ho vyuZit
pro expresi heteroiogniho genu. |
Dokument JP 08-56673 popisuje plazmid pTY-1 pro produkci
vitaminu B12, ale neposkytuje Zadny dikaz, Ze plazmid zUstava
volné se replikujicim extrachromozomadlnim elementem, ani Ze
- je plazmid stédly uvnit# transformovanych bunék.
| Cilem‘pfedklédaného vynalezu je proto poskytnout wvektor,
které Jjsou ucCinnéj3i neZ dosud znémé vektory, zlstavaji
extrachromozomélni a/nebo jsou stabilni. >Cilenl vynadlezu Jje
zejména poskytnout u&inny vektor pro klonovani a/nebo
expresi cizorodych gen@l nebo genomovych fragmentﬁ nebo genil
¢i fragmentl =z Propionibacterium v hostitelském kmenu
Propionibacterium. To‘ by umozZnilo zabréanit pusobeni
specifickych'restrikénich enzymu . hostitele a tudiZ zabréanit
tomu, ‘aby  hostitel vnimal plazmid jako clzorody

polynukleotid.

Podstata vynédlezu

Prvni  aspekt pfedkladaného vynalezu poskytuje
polynukleotid, ktery je schopen selektivné& hybridizovat se '
a) sekvenci id. &. 1 nebo k ni komplementarni sekvenci,

b) sekvenci z plazmidu velikosti 3,6 kb z Propionibacterium
freudenreichii CBS 101022, |

..sekvenci z plazmidu velikosti 3,6 kb z Propionibacterium :

o)

freudenreichii CBS 101023,
d) sekvenci kédujici polypeptid podle vyndlezu, jako je napi.
| aminokyselinové,'sekvence id. &. 2 nebo 3 (nebo alespoii

Cast), nebo sekvenci k ni komplementarni.



Sekvence id. &. 1 popisuje DNA sekvenci endogenniho
plazmidu z'Propionibactérium ILMG 16545, ktery byl objeven
pavodci. Prvni kédujici sekvence ijde’ od nukleotidu 273 do
nukleotidu 1184 a predikovand aminokyselinové sekvence této
kédujici sekvence je ukazéna jako sekvence id. ¢. 3. ‘

Pivodci vynédlezu provedli screening rozsahlé kolekce
izoldtd Propionibacterium a identifikovali dva kmepy nesouci
kryptické plazmidy velikosti 3,6 kb.»Jeden z téchto kmena byl
Propionibacterium freudenreichii IMG 16545, ktery byl
deponovéan 19. Cervna 1998 ve sbirce CBS (Centraélbureau voor
Schimmelcultures, Oostérstraat 1, Postbus 273, NL-3740 Ag
Baarn, Nizozemi 101022) jménem p¥ihlaSovatele (Gist-Brocades,
B.V., Wateringsweg 1, P.0O. Box 1, 2600 MA Delft, Nizbzemi)
v souladu s BudapesStskou smlouvou, pod pEirustkovym cCislem
CBS 101022. Druhy kmen Propionibacterium freudenreichii IMG
16546 byl stejnym ukladatelem deponovan také 19. &ervna 1998
ve stejné sbirce (CBS) pod pfirtstkovym &islem CBS 101023.

Diky ﬂﬁlné | charakterizaci a poclitacové analyze
nukleotidové sekvence IMG 16545 byli pavodci = schopni
identifikovat inzer&ni mista pro fragmenty cizorodé DNA. Tato
mista pak umoZnila konstrukci plazmidq, které Jjsou stale
schopny autonomni replikace v Propionibacterium.

Pfekvapivé bylo zjisténo, Ze gen rezistence
k erytromycinu z aktinomycety_Saccharopolyspora‘erythraea je
uc¢inné exprimovédn v Propionibacterium, a’ mﬁfe byt tudizZ
vyuzit jako selekéni marker pro transformované bﬁﬁky.

'Byly také pripraveny bifunké&ni vektofy, které mohou byt
trvale -udrZovany a selektovany Jak- v E. coli tak 1
v Propionibacterium. To umoZnilo vwvyuZit pro. konstrukci
vektord E. coli a soulasné& funk&ni expresi homoldgnich nebo
hetrolognich genl v Propionibacterium. Kohstrukce vektora

pomoci E. coli Jje nesrovnatelné snaz3i a Jje moZné Ji



realizovat rychle.
Polynukleotid podle p¥edklddaného vynédlezu je autonomnéd

se replikujici nebo extrachromozomalni, nap?. v baktérii jako

'je Propionibacterium.

Dal3i aspekt pfedkladdaného vyndlezu poskytuje vektor,
ktery obsahuje polynukleotid podle vynélezu. ‘
Pfedklédany vynalez dale 'poskytuje zpusob pfipravy‘

polypeptidu, kteryZto  zplsob obsahuje krbk kultivace

hostitelskych bunék transformovanych nebo transfekovanych
pomoci vektoru podle vyndlezu v podminkéch, které \vedou
k expresi polypeptidu. o

Vynalez dé&le poskytuje polypeptid, ktery obsahuje
sekvenci uvedenou zde jako sekvence id. &. 2 nebo 3 nebo
sekvenci v podstaté s ni homologni, nebo fragment kterékoliv
z téchto sekvenci, nebo vprotein kédovany polynukleotidem

podle vynélezu.
Polynukleotidy

Polynukleotidy podle vynédlezu Jjsou schopné selektivné
hybridizovat se sekvenci id. &. 1 nebo s uUsekem sekvence
id. &¢.1 nebo sekvenci k témto sekvencim nebo  Useklim
komplementarni. Polynukleotid podle wvynalezu Jje schopen
selektivné hybridizovat se sekvenci plazmidu o velikosti
3,6 kb z P. freudenreichii CBS 101022 nebo CBS 101023 nebo
s usekem  téchto sekvenci. Typicky polynukleotid‘ podle
vynadlezu Jje souvfslé sekvence nukleotidi, ktera Jje échopna
selektivné hybfidizovat se sekvenci id. &. 1 nebo s plazmidem
velikosti 3,6 kb nebé Casti téchto'sekVenci, nebo sekvenci,
kterd je komplementdrni ke kterékoliv z téchto sekvenci nebo
Usekum kterychkoliv z té&chto sekvenci.

Polynukleotid podle vynélezu>a sekvence id. ¢&. 1 nebo‘
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sekvencé jednoho z plazmidd velikosti 3,6 kb nebo sekvence
kédujici polypeptid, nebo useky t&chto sekvenci, hybridizuji
na hladiné vyznamné vy33i neZ je zakladni hybridizace (pozadi
hybridizace). K zakladni hybridizaci miiZe - dojit napt.
v disledku pfitomnosti dal3ich polynukleotidl v preparatu.
Hladina‘signélu generoVaného interakci mezi polynukleotidem

podle Vynélezu\a sekvenci id. ¢&. 1 nebo jednim.z“plazmidﬁ

velikosti 3,6. kb nebo useky té&chto sekvenci, Je typicky

alesponi 10x, vyhodné alespoii 100x intenzivnéj3i neZ interakce
jinych polynukleotida se sekvenci id. €C.. 1 nebo jednim
z plazmidﬁ‘ velikosti 3,6 kb nebo’ Useky téchto sekvenci.
Intenzita interakce se mé&¥i nap¥. pomoci radioaktivniho
znaCeni sondy uZitim ?*P. Selektivni hybridizace je typicky
dosaZeno v podminkam stfedni stringénce (t. napf. 0,3M
chlorid sodny a 0,03M citrét sodny p¥i 50 °C) aZ vysoké
. stringence (stejné koncentrace ale pfi 60 °C).

Polynukleotidy podle vynédlezu Jjsou obecné& ze 70 g,

oe

vyhodné alespoii 80 az 90 %, vyhodné&ji alespoil = 95
a nejvyhodnéji alespoii 98 % homologni se sekvenci podle boda
a) az d) v uUseku souvislé sekvence» alesponn 20 nukleotidu,
vyhodné alesponn 30 nukleotidd, napf. alespoii 40, 60 nebo 100
a vice nukleotidl. |

Jakakoliv kombinace vySe uvedenych stupii? homologie
a minimalni velikosti definuje polynukleotid podle vynalezu,
pficemZ thodnéjéi jsou vice stringehtni kombinace (tj. vys$si
mira homologie na delSim dseku). Tak .napf. polynukleotid
ktery je homologni alespoi z 80 aZ 90 % na useku 25
nukleotidﬁ,.~v9hodné 30 nukleotidd je Jednim provedenim
pfedklédanéhb vynadlezu, stejné jako.polynukleotid s 90 azZ 95%
homologii na useku del$im neZ 40 nukleotidu.

Useky zmin&né vyZe mohou byt kédujici sekvence id. ¢. 1

"nebo  jeden z plazmidd velikosti 3,6 kb. Jinymi vyhodnymi
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useky sekvence id. &. 1 Jjsou replikadni éoéétek, promotor
nebo reguladni sekvence, nebo sekvence schopné zajistit nebo
se alespont podilet na autonomni replikéci v hostitelské buﬁce
jako je napf¥. Propionibacterium. o | |

Bylo zji3téno, Ze ﬁsek,plazmidu od restrikéniho mista
Sall do mista AIwNI Je ﬁsekem, ktery Jje  nezbytny pro
| replikaci plézmidu. Jiné casti plazmidu byly odstranény
(deletovany) a pPfesto to nem&lo Zadny &kodlivy dopad na
feplikaci. TudiZ sekvence podle vynédlezu v bodech b) a c)
mohou bytfﬁseky vymezené restrikénimi misty Sall a AIwNI. To
pfedstavuje uUsek asi velikosti 1,7 kb. Alternativné sekvence
uvedené v bodech b) nebo <¢) mohou byt nahrazeny sekvenci
odpovidajici nukleotidim 1 aZ 1800, napf. 100 aZ 1700,
pfipadné 150 aZ 1500, vyhodné& 200 aZ 1300 a nejvyhodn&ji 250
az 1200 ze sekvence id. &. 1. ’

Proteiny (sekvence id! c. 2 a.3) kdébdované ORF 1 a ORF2
zfejmé napomdhaji replikaci plazmidu. Plazmid se replikuje
metodou tzv. ofééejiciho se kruhu, kdy je pavodni plazmidova
dsDNA roz3tépena Jjednim z proteinﬁ,‘ coZ napomé&hé vytvofeni
kopie vnéj3iho Ffetézce za uZiti vnit¥niho Fet&zce Jjakoito
templatu. Kopie vnéjSiho fet&zce je pak odstranéna a konée
Fetdzce jsou spojeny (ligbvény). Hdstitel pak"replikuje
vnit#ni kruh pomoci vn&j&iho kruhu uZitého jako templat.

Kédujici sekvence podle-vynéleiu miZe byt modifikovéna
substituci nukleotidd, napf. 1, 2,3 aZ 10, 25, 50 nebo 100
substitucemi. Pol?nukleotidy sekvenci podle bodul a) az d)
mohou byt alternativnd nebo navic modifikovany jednou nebo
nékolika - inzercemi - nebo delecemi ~ a/nebo extenzi
(prodlouZenim) na jednom z konct nebo na obou'koncich.vMohou
byt. provedeny degenerované substituce a/nebo substituce,
které vedou ke konzervativni aminokyselinové substituci, kdyz

je modifikovand sekvence_  translatovana, jak bude pro
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polynukleotidy podle vynadlezi je3ts& podrobnéji disku&ovéno
déle. |

Polynukleotidy podle vynéiezu mohou obsahovat RNA nebo
DNA. Mohou to byt polynukléotidy, které obsahuji syntetické
nebo modifikované nukleotidy. V oboru je vzﬁéma celd fada

raznych typd modifikaci polynukleotidli. Pat#i sem napf.

'methlyfosfonétové nebo fosforothiodtova kostra, adice

akridinového nebo polylysinového Fetézce na 3°'- nebo 5’-konec
molekuly. Ve smyslu pfedklédaného vynélezu je tfeba chépat,
Ze polynukleotid podle vynélezu maZe byt modifikovan
jakymkoliv odbornikovi zndmym zplsobem. Takové modifikace
jsou provadény s cilem zvy3it in vivo aktivitu a/nebo
prodlouZit Zivotnost. '

Pdlynukléotidy podle vyndlezu se mohou uZit jako
primery, napt. primery"prO' polymerézovou Feteézovou reakci
(PCR), primery pro alternativni amplifika&ni reakce, jako
sonda, napf. Jako sonda znaéené detekovatelnou znackou
konvenénim zplsobem uZitim radioaktiVni_ nebo neradioaktivﬁi
znaéka, nebo polynukleotid mdZe byt klonovan do vektoru.

Takové primery, sondy nebo jiné fragmenty jsou dlouhé

alespon 15, thodné alespon 20, napf¥. alespoil 25, 30 nebo 40

nukleotidl. typicky maji velikost do 40, 50, 60, 70, 100 nebo

150 nukleotidd. Sondy a fragmenty mohou byt i del3i neZ 150
nukleotidﬁ,‘ napt. az 200; 300, 500, 1000 nebo 1500
nukleotid, nebo naopak kratké jen mé&lo nékolik nukleotidu,
jako nap¥. 5 nebo 10 nukleotidd ze sekvencé a) az d).

| Polynukleotidy jako DNA polynukleotidy nebo primery

podle vynalezu mohou byt pfipraveny rekombinantni technikou,

synteticky nebo jakymkoliv jinym zplsobem odbornikovi znémYm.‘

Mohou byt také standardnim zpUsobem klonovany. Polynukleotidy
jsou typicky pfipraveny v izolované a/nebo purifikované

formé. ' . -
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Obecné jsou primery p#ipravovany synteticky, coZ
pfedstavuje ‘pEipravu sekveﬁce nukleové kyseliny postupnym
p¥iddvanim jednoho nukleotidu. ZpﬁsoEy pro takqvé syntézy
uZitim automatickych zafizeni jsou v oboru k dispozici.

Delsi ‘polynukleotidy se _pfipravuji rekombinantni
technikou, napf¥. uZitim PCR klonovani. Tento ipﬁsob zahrnuje
pfipravu dvou oligonukleotidovych primerd (napf¥. velikosti 15
aZ 30 nukleotidd) pro usek sekvence id. &. 1 nebo jeden

z plazmidd velikosti 3,6 kb, ktery méd byt klonovan, dale se

-tyto  primery pfivedou ‘'do ‘kontaktu ‘s DNA ziskanou

z Propionibacterium, provede se PCR ve vhodnych podminkéach,

-aby se amplifikoval poZadovany uUsek sekvence, amplifikovany

fragment se izoluje (napf._ purifikaci reak&ni smési
elektroforézou na agardzovém gelu). Pfimery mohou byt
navrzeny tak, aby obsahovaly vhodnad rozpozndvaci mista pro
restrikéni enzymy, takZe amplifikovand DNA pak . miZe byt
snadno klonovana do vhodného vektoru. Tento zpﬁsob‘mﬁie byt
vyuZit k ziskdni budto &asti nebq i celych sekvenci id. &. 1 .
nebo obou plazmid velikosti 3,6 kb.

Viechny tyto uvedené metody jsou odbornikim znamy*°.

Polynukleotidy, které néjsou ve. 100 % homologni se

sekvenci. id. &. 1 nebo jednim z plazmidua velikosti 3,6 kb

mohou byt ziskdny ridznymi zplhsoby.

Polynukleotidy homologické se ,sekvehci id. ¢&. 1 nebo

jednim z plazmidd velikosti 3,6 kb mohou byt ziskany napf.

prohledadvanim knihoven genomové DNA pfipravenych z rﬁzchh
druht Propionibacterium, . napt. P.  freudenreichii,
P. jensenii, .P.  ‘thoenii, P. acidipropionici nebo kment
bakterii ze tridy Actinomycetes, nebo jinych Gram-pozitivnich
baktérii, nebo baktérii bohatych na G:C pary. Viechny tyto

organismy jsou vhodnymi zdroji homolognich nebo heterolognich

gent, promotor®Q, enhancerl (zesilujicich elementd) nebo




hostitelskych buné&k pro pouZiti podle vynalezu.

Takové homology a jejich fragmenty jsou'obecné schopné
selektivné hybridizovat s kédujici sekvenci sekvence id. ¢c. 1
nebo sekvenci k ni komplementdrni nebo jednou ze sekvenci
plazmidd velikosti 3,6 kb.. takové sekvence lze ziskat
prohledavanim DNA knihoven z Propionibacteriunl pomoci éond,
které obsahuji C&st nebo celou sekvenci id. &. 1 nebo jednoho
z plazmidd velikosti 3,6 kb v podminkdch st¥edni aZ vysoké
stringence (tj. napf. 0,03M chlorid sodny a 0,3M citrat sodny
pEi 50 az 60 °C). |

Homology lze také ziskat pomoci degenerované PCR, kdy se
uziji primery =zacilené na konzervativni useky v homologu.'
Konzervativni sekvence lze predikovat srovnénim‘ sekvehce
id. &. 1 nebo sekvence plazmidd velikosti 3,6 kb se éekvenci
homologa. Primery obsahuji jedno nebo né&kolik degenerovanych
mist a pouziji se za podminek'niZéi stringence, neZ kdyZ se
uZivajl primery s jedine&nou sekvenci‘pro znamou sekvencii

Alternativné 1lze takové polynukleotidy ziskat mistné
cilenou mutagenezi sekvence id: &. 1 nebo plazmidi velikosti
3,6 kb nebo jejich homologli. To je uZite&né nap¥. tehdy, kdyZ
jsou poZadovany umléené zamény kodont kvﬁli optimalizaci
preference kodonl pro ur&itou hostitelskou buiku, kde méa byt
polynukleotidovd sekvence exprimovana. Jiné zmény sekvenci
jsou tfeba pro vneseni rozpoznavacich mist pro restrik&ni
enzymy nebo Jje-1li ¢ilem zménit vlasﬁnosti nebo funkci
polypeptidu, ktery je polynukleotidem kdédovan.

Metody stanovéni homologie polynukleotidu - jsou
odbornikovi znémy. Tak napf¥. soubor programi UW GCG poskytuje
program BESTFIT, ktery lze uZit pro vypolet homologie, nap?.
se standardnim nastavenim parametrd’. Pro homologii
aminokyselinovych sekvenci tykajicich se polynukleotidd podle

vyndlezu 1lze. uZit program BLAST (Basic Local Alignment




- 10 -

Tool'), ktery umoznuje srovnavéani aminokyselinovych sekvenci
(2 pokud je trfeba i nukleotidovych sekvenci) pro stanoveni
sekvencnl podobnosti. - Program BLAST mtZe byt uZit ke
stanoveni miry pfesného parovani nebo " pro identifikaci-
homologﬁ,a Je zejména uZitedny pfi takovém parovani, které
neobsahuje mezery. Metoda BLAST uZiva algoritmus zaloZeny na
metodé HSP (High-scoring Segment Pair). |

Predmétem vynalezu jsou také dvoufeté&zcové
polynukleotidy,. které obsahuji Vpolynukleotidovqu sekvenci
podle vynalezu a sekvenci k ni‘komplementérni} |

Polynukleotidy (napf. sondy nebo primery) podle vynélezu
mohou obsahovat detekovatelnou znadku. K vhddnYm znackam
patfi radioizotopy Jjako nap¥. **P nebo °°S, enzymové znadky
nebo jiné proteiny jéko naprt. biotin. Detekcni metody té&chto
znadek jsou znamé. | ' B

Polynukleqtidy (znac¢ené nebo neznadené) se mohou vyuZit
v testech =zaloZenych na nukleovych kyseliﬁéch pro detekci
nebo sekvencovani jiného polynukleotidu podle vynalezu.

K polynukleotidim podle vyndlezu patf¥i také wvarianty
sekvence id.»é. 1 nebo obou plazmidﬁ velikosti 3,6 kb, které
Jsou schopné 'autonomni replikace nebo zﬁstévaﬁi
extrachromozomdlni v hostitelské buifice. Takbvé vérianty jsou
stabilni v baktérii jakobje-napf. Propionibacterium.

Obecné polynukleotid podle vyndlezu obsahuje replikaé&ni
polatek a/nebo koédujici usek (Useky) sekvence id. &. 1 nebo
jednoho =z plazmidd velikosti 3,6 kb, ~nebo homology téchto
sekvenci. Polynukleotid podle vynalezu, ktéry’ je stabilni
v hostitelské buiice, jak- napt. v Propionibacterium nebo
E. coli, je takovy polynukleotid, ktery neni ztracen
z hostitéle v prubéhu pé&ti generaci, pripadné& 15 genéraci,
vyhodné& 30 generaci. Obecné je takovy polynukleotid =zd&dén

obéma dcefinnymi bunkami v kaZdé generaci.
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Polynukleotid miZe obsahovat promotor nebo replikaé&ni
pdéétek (napf. "upstream", tj proti sméru transkripce, od
sekvence kdédujici replikacdni prdtein).“

Polynukleotid podle_vynélezu maZe byt transformaci nebo
‘transfekci vneéen do baktérie, jako Jje nap¥. E. coli nebo
Propionibacterium, metodou k‘tomu vhodnou'!. MiiZe byt pFitomen
v baktérii v poétu.S aZ 500kopii, napf. 10 aZ 100 kopii.

Polynukleotid je schopen autonomni replikace v baktérii
jiné neZ Propionibacterium. takovou baktérii jenap¥. E. coli,
nebo Gram-pozitivni, na G:C bohatéd baktérie, nebo baktérie ze
tfidy Actinomycetes. Takovy polynukleotid obecn& obsahuje
sekvence, které 'umoiﬁuji, aby byl polynukleotid v baktérii
autonomné replikovan. Takové sekvence mohou byt odvozeny
z plazmida, které jsou schopné'replikace v béktérii. '

Polynukleotid podlé vynalezu mﬁie byt polynukleotid,
ktery byl 'pfipraven/ replikaci v Propionibacterium.
Alternativné mbZe byt pfipraven replikaci v jiné baktérii/
napf. v E. coli. Polynukleotid je schopen obejit restrik&ni

systém hostitele Propionibacterium.

Vektory

Druhy aspekt predklddaného vyndlezu se tykd vektoru,
ktery dbsahujev polynukleotid podle vynéiezu. Vektor Jje
schopen replikace v hostifelské burice jako je napf. baktérie,
napf. Actinomycetes, Propionibacterium nebo E. coli.;Vektor
je. linearni polynukleotid nebo, coZ je <Cast&jsi, kruhovy
polynukleotid. Vektor miZe byt hybridem polynuklebtidu podle
vynélezu a jiného.vektoru. Jinym vektor v tomto pfipad& je
napf. vektor E. coli jako je pBR322 nebo vektory z rodiny pUC
vektordu, R1l, ColD nebo RSF1010 nebo z nich odvoiené vektory.

Polynukleotid nebo vektor podle vynadlezu miZe byt
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plazmid. Takovy plazmid méa restrikéni mapu stejnou nebo
v podstaté podobnou s restrik&énimi mapami uvedenymi na obr.
1, 2a a 2b. | |

Polynukleotid nebo vektor podle vyndlezu mé& velikost 1

‘.

az 20 kb, nap¥. 2 ai 10 kb, vyhodn& 3 aZ 7 kb.

Polynukleotid nebo vektor pédle vynalezu miZe obsahovat
vicefetna funkCni klénovaci mista. Takova klonovaci mista
obecn& obsahuji rozpoznadvaci sekvence restrik&nich enzymi.
Polynukleotid nebo vektor miZe obsahovat sekvenci ukdzanou
zde jako sekvence id. &. 1 a/nebo_obsahuje restrikéni mista
EcoRI, SacI, AlwNl, BSMI, BsaBI,'BclI, Apal, HindIII, SalIl,
Hpal, PstI, SphI, BamHI, Acc651l, EcoRV a BglII. Polynukleotid
nebo vektor podle vynédlezu tédy obsahuje jedno, vice neZ
jedno nebo viechna tato vYée uvedend restrikéni mista, obecné
v pofadi, které je ukéééno na obréazcich.

Vyhodné, ?okud je pfitomen v baktérii, jako je naprt.
Propionibacterium pebo E. coli, se polynukleotid nebo wvektor
podle vynédlezu neintegruje do chromozému baktérie. Obecné
neintegruje do chromozému baktérie po 5 generaci, vyhodné jole)
20 nebo 30 generaci.

Poiynukleotid nebo vektor mlZe Dbyt | autonomné. se
replikujici plazmid, ktery se udriuje extrachromozomalnd
uvnitf hostitelské bunky, pficemZ plazmid e odvozen‘
z endogenniho plazmidu Propionibacterium, a kdyZ obsahuje

heterologni gen (vzhledem k hostiteli) je schopen tento gen

exprimovat uvnit# hostitelské buiky. Termin "derivované
forma" nebo ‘"odvozend forma" =znamend, Ze autonomné se
replikujici plazmid obsahuje sekvenci shodnou -

s polynukleotidem podle vynalezu.
Vektor podle vynadlezu mtZe obsahovat selek&éni marker.
Selekéni marker miZe Dbyt gen poskytujici rezistenci

. 'k antibiotiku, nap¥. gen rezistence k ampicilinu, kanamycinu
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‘nebo  tatracyklinu. MaZe to také 'bYt gen  rezistence
k erytromycinu. Gen rezistence k erytromycinu pochazi

z Actinomycetes jako nap¥f. Saccharopol&spora erythraea, napft.
Saccharopolyspora erythraea NRRL '2338; K dalsim selekénim
markertim, které mohou byt ve vektor podle vynalezu, patf#i
geny rezistence ke chloramfenikolu, thiésterthnu, viomycinu,
neomycinu, apramycinu, hygromycinu, bléomycinu nebo
streptomycinu. |

Vektor miZe byt expresni vektor, takZe obsahuje
heterologni gen (ktery se pfirozend nevyskytuje v hostitelské
bufice, nap¥. Propionibacterium), nebovendogehi nebo homologni
gen hostitelské buﬁky, napt. Propionibacterium. V expresnim
vektoru jé obvykle gen, ktery méa byt eXprimovén, operativné
spojen s kontrolni sekvenci, kterd je schopna exprimovat geh
v hostitelské buiice.

Termin '"operativné - spojeny" znamend takové vzajemné
spojeni (pfiloZeni), Ze vySe popsané sloZky jsou v takovém
vztahu, ktery umoZiiuje zamy3lenou funkci. Kontrolni sekvence
“operativné spojend" s kédujici sekvenci je ligovéna takovym
zplisobem, Ze Jje dosazZeno exprese kédujici sekvence
v podmink&ch, které jsou kompatibiini s kontrolni sekvenci.

- ‘Heterologni nebo endogenni geny mohou byt vloZeny mezi
nukleotidy 1 a 200 nebo mezi nukleotidy 1500 aZ 3555 sekvenée
id. c. 1 nebo do ekvivalentni pozice v homolognim
polynukleotidu.

Takové geny obsahuji homologni nebo endogenni geny napt.
pro elongacni faktory, promotordvé regulacni sekvence nebo
elementy a replikaéni proteiny. K dal3i genim (které mohou
byt vzhledem k hostifeli heterologni) pat?#i geny, kédujici
pfimo nebo podilejici se na tvorbé vyZivovych faktorﬁ,
imunbmodulétorﬁ, hormonti,, proteint ‘nebo enzymd (jako Jsou

napf. protedzy, amylazy, - peptididzy a 1lipazy), ¢&inidla
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ovlivinujici texturu, cﬁutové latky (napt. diacetyl; aceton),
genové klustry, antimikrobidlni C¢inidla (napf. nisin)} latky
pouZivané v potravinéach (napt. v klobéséch,’l syrech),
metabolické enzymy, vitaminy (nap¥. Bi,), uroporfyrinogen
(III)methyltransferéza‘(UP IIT MT), cobA, antigeny (nap¥#. pro
ofkovani) a terapeuticka &inidla. Jak se je3td objasni dale,
hoétitelské buﬁky'mohou produkovat celou.fadu’rﬁZnYch‘létek,
nejen polypeptidl, které jsou pfimo poiadovanYm produktem
ﬁebo se uéivaji k pfipravé poZadovaného produktu.

Heterologni gen miZe mit terapeuticky u&inek pro élﬁvéka
nebo zvife. Takovy gen miZe byt gen‘ pro antigen, napf.
z patogenniho organismu. Hostitel, napf. Propionibacterium,
obsahujidi.polynukleotid s takovym heterolognim genem se mfiZe
uZit jako vakcina a mlZe poskytovat ochranu‘proti patogenu.

- Heterologni antigen miZe byt ~cely protein nebo &ast
proteinu obsahujici epitop. Antigen miZe pochézet z baktérie,

kvasinky, viru nebo houby.
Hostitelské buriky a exprese

Tfeti aspekt pfedkladaného ’vynélezu predstavuji
hostitelské bunky, které obsahuji polynukleotid nebo vektor
podle vynalezu. Hostitelské bunlky jsou baktérie, napt. tridy
Actinomycetes. Mohou  to byt  baktérie E. coli nebo
Propionibacterium. V pfipadé& Propionibacterium jde o baktérie
P. freudenreichii, P. jensenii, P. thoenii nébo
P. aéidopropionci.

Ctvrty aspekt vynalezu poskytuje zpuisob pfipravy
hostitelskych  bunék, ktery obsahuje transformaci nebo
transfekci hostitelskych bunék polynukleotidem nebo vektorem
podle vyndlezu, napf¥. zplsobem transformace'!, ktery je

odbornikovi znéamy. .
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Paty aspekt vynédlezu poskytuje zplisob pfipravy
polypeptidu kédovaného polynukleotidem nebo vektorem podle
vynalezu pfitomnym v hostitelské bufice podle vynélezu,
kteryZto zplsob obsahuje umisténi nebo kultivaci
hostitelschh bunék v podminké&ch, kde dojde k exprési
polypeptidu. | |

Tento aspekt ‘vynalezu déle poskytuje zpasob pfipravy
polypeptidu kédovaného danYm'genem, kteryZito zplsob obséhuje
kultivaci hostitelské buifiky transformované nebo fransfekované
expresnim Vektorem obsahujicim gen, v podminkach, které vedou

k expresi polypeptiduy, a pripad€ izolaci exprimovaného

'polypeptidu. Hostitelské 'bunky mohou byt ze  tfidy

Actinomycetes, nebo Gram-pozitivni baktérie Jako napt.
Propionibacterium nebo E. coli.

Promotory, inicidtory translace, terminédtory translace,

. geny elongalnich  faktord, . geny ribozomové  RNA, geny

rezistence k antibiotiklm, syntetické promotory (napt.

zkonstruované na =zaklad® kanonickych sekvenci) nebo daldi

'signaly regulujici expresi p¥itomné v polynukleotid nebo

vektor podle vyndlezu Jsou takové, Ze Jsou kompatibilni
s expresi v hostitelské bufice. K promotortm patfi také
promotory endogennich genli hostitelské buiiky.

Kultivaéni podminky mohou byt Jak aerobni tak i
anaerobni, v zavislosti na hostiteli. Pro fermenta&ni proces
se'umiéti hostitel do anaerobnich podminek a pak pfipédé do
aerobnich podminek. produkované slou&eniny, napf. exprimované
polypeptidy, se pak izoluji, nap?. z hostitelschh bunék nebo
fermentacniho média. Exprimované polypeptidy mohou byt
secernovany hostitelskymi burikami do média. V takovém pripadé
jsou polypeptidy exprimoVény na povrchu hostitelskych bunék.
To je Zadouci napf¥. tehdy, kdyZ polypeptld obsahuje antlgen,

na ktery ma reagovat imunitni systém &lov&ka nebo zvifete.
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Homolbgni gen pfitomny ve vektoru podle vynalezu miZe.
byf cobA. Hostitelska buiiky obsahujic tento vektor je fudiz
schopna produkovat ze substratu slouéeﬁiny jako je vitamin B,
nebo venzymovy produkt. Pfedklédany &ynéléz Specificky
poskytuje zplsob pFipravy vitaminu Biz, ktery obsahuje
kultivaci  nebo-1li fefmentaci hoStitelschh». bunék
v podminkéach, kde je exprimovan ‘gen UP(III)MT. Takto
exprimovany enzym je pfivedeh do  kontaktu s vhodnym
substrdtem v podminkach, kde je.substrét pfeménén na vitamin

Biz. To vede ke zvy3eni produkce vitaminu Bi,.
Léciva .

~Jak bylo jiz popséno‘vYée,-polynukleotid podle vyndlezu
‘maZe obsahovat heterologni‘ gen, ktery  je terapuetickym
(LéCivym) genem; Takie pfedmétem vynadlezu Jje 1 hostitelska
bufiky obsahujici vektor podle vynalezu, - ktery obsahuje
terapeuticky gen, pro pouzZiti pfi'\lééeni clovék a nebo
zvifete. Hostitelkou buﬁkou miZe ' byt | Propionibacterium.
Hostitelska bufika miZe byt Ziva nebo mrtva.

Hostitelské buﬁky_jsoﬁ pfo klinické podavani formulovany
smichédnim s farmaceuticky prijatelnymi  nosié&i nebo
rozpouStédly. Mohou byt formulovéany napf. pro topické,
parenterdlni, intravendzni, intramuskularni, subkutéanni,
perordlni nebo transdermdlni podavani. Hostitelské bunky
mohou byt smichdny s vehikulem, které musi byt farmaceuticky
prijatelné a vhodné pro poZadovany zpﬁsob pbdévéni.
Farmaceuticky pfijatelny nosié nebo roZpouétédlb pro injeké&ni
podavani je nap¥. sterilni isotonicky roztok, nap?¥. voda pro
injekce nebo fyziologicky roztok. '
Davka hostitelskych bund&k se urd&i v zavislosti na

ruznych parametrech, zejména v zavislosti na typu pouZitych
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‘bunék, v&ku, hmotnosti a stavu lé&eného pacienta, . zplsobu
podavani, nemoci, kterd md byt léCena a poZadovaném klinickém
reZimu. Jako zakladni voditko, pocdet pédévanYCh hostitelskych
bunék p¥i peroralnim podavani je 107 aZ 1011 hostitelskych
bunek v jedné davce pro dospé&lého &lovéka o hmotnosti 70 kg.
Zpusoby podavani a popsané davky jsou zamy3leny poﬁze
jako voditko' ¢i ilustrace, nebot zkuSeny odborni je schopen
okamZité urcit nejvhodnéjéi\zpﬁsob podavéni a optimédlni davku

pro urCitého pacienta a urcity stav.
Polypeptidy

Sesty aspekt pFedkladaného vynalezu poskytuje
polypeptid, ktery‘ obsahuje jednu z nédsledujicich
aminokyselinovych sekvenci: sekvence id. &. 2 nebo 3 nebo
v podstaté homologni sekvence, nebo fragment jedné z téchto
sekvenci. Poiypeptid. podle vyﬁélezu je polypeptid kbédovany
polynukleotidem podle prvniho aspektu pfedklddaného vyndlezu.
‘Obecné feceno, vyhodné jsou p¥irozen& se vyskytuijici
aminokyselinové sekvence uvedené zde jako sekvence id. ¢&. 2
a 3. Avsak k polypeptidim podle vynalezu patfi homology
téchto pfirodnich sekvenci, a také fragmenty té&chto sekvenci
a .jejich homology, které maji aktivitu pfirozené se
vyskytujiciho polypeptidu. Jednou takovou aktivitou je
replikace polynukleotidu podle vynalezu. | ’ |

Polypeptid podle vynélezu obsahuje:

a) protein se sekvenéi id. ¢. 2 nebo 3,4nebo
- b) jejich homologq z Actinomycetes, jako - napf.
z Propionibacterium .freudenreiéhii nebo Jjiného
kmenu Propionibacterium, nebo
c) protein s alesponl 70% homologii s a) nebo b).

Homolog se miZe pfirozen& vyskytnout v Propionibacterium
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a fungo&at vV podstaté& podobné jako polypeptid se sekvenci
id. & 2 nebo 3. Takovy homolog se miZe vyskytovat
v Actinomycetes 1 Gram-pozitivnich baktériich.

Protein homologni aiespoﬁ v 70 % k proteintm se sekvénci
id. &. 2 nebo 3 nebo jejich homologlim je vyhodné& z 80 % nebo
90 % homologni,vyhodné&ji z 95, 97 a 99 % homologni v tdseku
alesponn 20 nukleotidl, vyhodn& alespoii 30, nap¥. 40, 60 nebo
100 pou sobé& souvisle -nésledujicich aminokyselin. Zpusoby-
stanoveni homologie proteint jsou . odbornikum znamy
a v kontextu popisu vyndlezu Jje odbornikim zfejmé, Ze
homologie je ur&ovéna na zdklad& identity aminokyselin (tato
homologie je nékdy ozna&ovana jako "tvrda" homologie).

Sekvence proteint se sekvenci id. ¢&.° 2 nebo 3 nebo
homologniﬁi mohou byt modifikovany, CimZ poskytnou dalsi
polypeptidy podle vynélezu. | |

Mohou bYt.provedény substituce aminokyselin, napf. 1, 2
nebo 3 aZ 10, 20 nebo 30 aminokyselin.lModifikovany peptid si
uchovava svou puvodni aktivitu. Lie provést konzervativni
substituce, napf. podle nésledujici tabulky Amlnokysellny ve
stejnem bloku ve druhém sloupc1 a vyhodné v tomtéZ radku ve

tfetim sloupci mohou byt vzdjemné substituovany.

'ALIFATICKE ‘ Nepolarni GAP
I LV

Polarni-nenabité |C S T M

N Q

Polarni-nabité D E

K R

AROMATICKE ‘ HFWY

- K polypeptidim podle‘vynélezufpatfi»také fragmenty vySe
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uvedenych polypeptidd plné délky‘a‘jejich varianty, vcetné
fragméntﬁ sekvencil uvedenych jako sekvence id. &. 2 a 3.
takové fragmenty si uchovavaji pfirodﬁi aktivitu polypeptidna
plné délky.

Vhodné fragmenty jsou alespon 5,‘napf. 10, 12, 15 nebo

20 - aminokyselin dlouhé. Fragmenty polypeptidd sekvenci

id. &. 2 nebo 3 e jejich homology mohou obsahovat jednu nebo

vice (napf. 2, 3 nebo 10) substituci, deleci nebo inzerci,
véetné konzervativnich substituci. ‘

Polypeptidy podle vynéiezu jsou v podstaté& izolované
formé. Polypeptidy podle vyndlezu mohou byt také v podstaté
purifikované formé&. V takovém pfipad& obecné polypeptid podle
vynéiezu pfedstavgje Vv polypeptidovém preparidtu vice neZ
90°%, nap?. 95, 98 nebo 99 %.

Polypeptidy podle Vynélezu' mizZe byt oznaclen
detekovatelnou “znaékou..,Detekoﬁatelné znacka je vhodnéa .
znacka, kterd dovoluje aby byl polypeptid detekovan.
K vhodnym znalkdm patfi radioizotopy, napf. '?°I, %3, enzymy,

protilatky, polynukleotidy a linkery, jako nap¥. biotin.

Primyslova vyuiitelnost

Hostitelské buniky podle vynédlezu mohou byt pouZity nejen
pro pripravu rekombinantnich proteind, ale také Jjinych
poZadovanych sloudenin véetné slouéehin neproteinové povahy
jako jsou napf. anorganické slouceniny, a zejména vitamina. ‘

Sedmy aspekt. predkladdaného vyndlezu se proto = tyka
zpﬁsobu' vyroby sloucenin, ktery obsahuje kultivaci nebo-1li
fermentaci hostitelskych bunék podle vyndlezu v podminkéach,
kde se tvori poZadovand sloucenina. Agkoliv slouéenina mazZe

byt polypeptid, nap¥. polypeptid podle 6. aspektu vynalezu,
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niZe to byt také sloucenina zmindnad v diskusi tykajici se

exprimovanych genl. Zjevné anorganické sloudeniny nejsou

~exprimovany z gend, ale mohou byt pfipraveny pomoci enzyma

nebo polypeptidﬁ, kdy enzym nebo polypeptid napoméha
hostitelské buiice ve tvorbé poZadované sloueniny. Tyto
slouCeniny mohou byt tvofeny uvnit? butiky a pak izolovéany,
nap¥. po lyzi hostitelské buiky, nebo mohou prochézet sténou
hostitelské bunky do okolniho média, cdi miZe byt fermeﬁtaéni
ﬁédium, napf. vodny roztok. TakZe hostitelské bunky se mohou

kultivovat ve vodném médiu, které obsahuje bufiky a Ziviny

ipotfebné pro bunky, napt. asimilovatelné zdroje uhliku a/nebo

dusiku.

Takto vyrébéné polYpeptidy mohou slouiit také pro
terapeutické pouZiti. 'Mohou to byt 1lé¢iva nebo jiné
farmakologicky ﬁéinné slouceniny, nebo to mohou byt antigenni
nebo imunogenni slouéeniny, = které mohou byt -uiity jako
vakciny. '

Vynélez dale zahrnuje slou&eniny vyrébéné timto

'zp&sobem, at se jednéd o rekombinantni polypeptid nebo jinou

slou€eninu. Specifickou slou&eninou podle' vyndlezu Jjsou
vitaminy, zejména B., (kobalamin).

V nékterych pripadech se nemuseji sloudeniny izolovat

ani Zz hostitelskych  bunék ani z fermenta&niho média.

Hostitelské buiky samy o sob& se uZivaji pro specidlni Ucely,
napf. pfi vyrobé potravin, jako jsou napf. klobasy nebo syry,
nebo jsou hostitelské bufliky soudidsti potravy pro zvifata,
napf. kdyZ hostitelskéa bﬁﬁky obsahuje slouéeninu,.které ma
byt zvifetem strévena. vynéléz se tedy tykd také pouZiti
téchto sloucenin nebo hostitelskych bun&k pro vyrobu potravin
jako jsou nap¥. klobadsy nebo syry. Vynélez také zahrnuje
potraviny a krmiva pro zvifata obsahujici hostitelské burky

nebo sloudeniny vyrAb&né zplisobem podle vynélezu.
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Ve 2zvlasté vyhodném provedeni vyndlezu se hostitelské
buiiky uZivaji pfi vyrobé& syrd, takZe vynadlez =zahrnuje
i vyrobu syrt, kdy se jako mikroorganismy uiivaji hostitelské
buﬁky’ podle vynédlezu. Hostitelské buiky podle vynalezu se

uziji misto a nebo navic k obvykle uZivanym baktériim, napf.

. baktériim mlécného kvadeni (tvoticim kyselinu mlécnou).

Baktérie tvorici kyselinu propionovou se uZivaji pfi vyrobé
sYrﬁ napf. s mesofilnimi kulturami (typ syru "Maasdam") nebo
termofilnimi kulturami (typ syru "Emmental"). Jak mesofilni
tak 1 termofilni kultury jsou zodpovédné za kysnuti mléka
nebo syru. Hostitelské buiiky podle vynédlezu mohou byt vyuZity
nejen pro vyrobu syril, ~ale i jinych fermentovanych
potravinafskych vyrobka (napf¥. Jjogurtll). Baktérie tvorici
kyselinu propionovou se uZivaji pfi vyrobé syru pro jejich
schopnost pfeméfiovat laktdt a cukry na kyselinu propionovou,

kyselinu octovou a oxid. uhlicity. Hostitelské bunky podle

vynalezu, zejména pokud jde o Propionibacterium, mohou byt

-pouZity, nebot jsou mélo citlivé k nitradtim a .soli, "coi

umozZni redukci nebo vynechani baktofugace mléka (kterd se
uziva ke sniZeni hladiny Clostridia) .

'Fefméntace hostitelskych bunék miZe probihat v jedné
fazi nebo dvoufazové. To mohou byt nap¥. rlstova fézg a/nebo
produk&ni fdze, nebo anaerobni a/nebo aerobni féaze. Vyhodné
je ‘rlistova a/nebo anaerobni- fédze a pfipadné& (napf. jako

nadsledujici) produké&ni a/nebo aerobni faze.

Jak zdroj uhliku tak i dusiku jsou komplexni zdroje nebo -

jednoduché slouceniny. Vyhodnym Zdrojénl uhliku je glukdza.
Vhodnym zdrojen dusiku je napf. kvasinkovy extrakt, amoniak
nebo amonné ionty.

VYhodné charakteristiky jednoho aspektu vynélezu jsou

vhodné pro ostatni aspekty vyndlezu mutatis mutandis.
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Popis obrazkd

Vynélez je ilustrovan pfipojenYmi*obrézky.

Obr. 1 Jje restrik&ni mapa vektoru podle vynélezu, p545 byl

ziskdn z P. freudenreichii LMG 16545 (CBS 101022).
Obr. 2a a 2b jsou mapy dvou é dvou vektorl podle vynélezu.
Vyndlez Jje déle podrobnéji vysvétlen a ilustrovan

nésledujicimi pfiklady, pficemZ tyto pfiklady vynédlez nijak

neomezuji.

Priklady provedeni vyndlezu

Pfiklad 1
Screening kmenu Propionibacterium

Soubor 75 nepatogennich kmenll Propionibacterium byl
podroben screeningu na pritomnost plvodnich piazmid&. Vétéina
kmend byla =ziskédna ze sbirky BCCM/LMG (Ghent, Belgium), .
a nékteré kmeny pochézely ze sbirky ATCC "(Rockville, Md.,
USA) nebo DSM. (Braunschweig, Némecko); Screening se provadél
izolaci plazmidd v malém méritku. Baktérie byly nejprve
kultivovany \anaerobhé v médiu MRS po dobu 48 hodin pfi
teplot& 30 °C. J

Plazmidy  pak byly purifikovany 2z baktérii postupem,
ktery byl puvodnd vypracovan pro E. coli!, s uréitymi.
modifikacemi: Bunky z 5 ml kultivac¢niho média byly opléchnuty

v roztoku 25% sacharézy v 50mM Trié—HCl, pPH 8, pak

Sosecoad
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resuspendovény\ v 250 ul roztoku TENS (25%l sacharbéza +
50mM NaCl + 50 mM Tris-HCl + SmM EDTA, pH 8), obsahujicim
10 mg/ml lysozymu (Boehringer Mannheiﬁ), a pak inkubovény 20
‘ai 30 minut  ve 37 °C. Bakterialni bufiky pak byly lyzovany
v 500 pl 0,2N NaOH/I$ SDS (2 a% 5 minut inkubovany na ledu).

Po pridéni 400 pl 3M NaAc, pH 4,8 (inkubace 5 minut na ledu)

a nésledné extrakci smési fenol/chloroform byla DNA
precipitovéna pfidanim isopropanoclu. | |
DNA pak byla analyiovéna elektroforézou na 1% agardzovém
gelu a vizualizovéna etidiumbromidem. A&koliv vé&t&ina kment
byla negativni, tj; neobsahovaly Z&dny vlastni vnit#ni

plazmid, =z kmenl, které byly pozitivni, v&tsina obsahovala

velky plazmid (velikosti 20 kb nebo v&t3i). Men3i plazmidy

byly pozorovany u Sesti kmen@. Z nich P. jensenii LMG16453,
P. acidipropidnici ATCC4875, P. acidipropionici 1IMG16447

a nespecifikovany kmen Propionibacterium (LMG16550)

obsahovaly plazmidy velikosti 6 aZ 10 kb. . Dva kmeny'

P. freudenreichii 1MG16545 a P. freudenreichii LMG16546)
ukazaly identicky profil dvou plazmida. | Jeden plazmid byl
velky (pfesnd velikost nebyla uréena) a ‘druhy plazﬁid byl
men$i, pEitomny ve vétSim poltu a mé&l velikost 3,6 kb. Tyto
plazmidy velikosti 3,6 kb z kmenl LMG16545 a LMG16546 byly

vybrény pro dal3i analyzy.

Priklad 2

Analyza vlastnich plazmidd z kmenl LMG16545 a LMG16546
Plazmidy velikosti 3,6 kb byly izolovény z obou kment

a dale purifikovany pomoci centrifugace na hustotnim

“gradientu  CsCl-etidiumbromid!l. 7 obou  preparatd  byly

sees
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provedeny omezené restrikéni mapy, které se ukédzaly jako
shodné''. Restrikéni mapa plazmidu velikosti 3,6 kb je uvedena
na obr. 1. restrikéni'enzymy a T4 ligédza byly od firem New
England Biolabs nebo GIBCO BRL.. Plazmid wvelikosti 3,6 kb
z kmenu IMG16545 (déie oznacovany Jjako p545) byl radioaktivné
~oznaCen a pouZit v Southernové hybridizaci. ﬁybridizaéni
pbdminky byly 0,2 x SSC, 65°C. Reagoval stejné dobfe s DNA
extrakty z obou kmenl, LMG16545 a LMG16546, coZ ukazuje na
blizkou pfibuznost téchto kmenﬁ,_zatimco extrakty plazmidové
DNA z P.acidipropionici ATCC4875, nesouci plazmid pTYI nebo
 PR501B velikosti 6,6 kb, nereagovaly. '

Sekvence DNA plazmidu byla = uréena uzZitim
dideoxyribonukleotidd znacCenych fluorescencnim barvivem
pomoci autocamatického zafizeni pro sekvencovani Applied

Biosystems 373A, ‘tato sekvence je zde v seznamu sekvenci

~

uvedena Jjako sekvence id. .&. 1l.. Rnalyza sekvence byla .

provedena na plazmidu, ktery byl linearizovéan EcoRI a vloZen

do plazmidu pBluescript SKII+ DNA (Stratagene, La Jolla, Ca.,
{ .

- UsAa) pfedtim naStépeného také EcoRI. PocCitaCovd analyza
sekvence pomoci programu BLAST ukazala homologie s proteinem,
ktery se UCastni replikace plazmidﬁ' Z nekolika organismi
bohatych na GC (nap?. pAL5000 kédujici repA and repB
z Mycobacterium fortuitum® '*  vykazuje 28 aZ 30% identitu
a 34 aZ 38% podobnost s predpokladdanym replikalnim proteinem
z plazmidu pb545, pXZ 10142 =z  Corynebacterium glutamicum

‘[PIR 532701] je jinym =~ pfikladem plazmidu kédujiciho
replikaéni protein homologni s ﬁfedpoklédanYm replikaénim
proteinem p545). Vysledky srovnavani. homblognich sekvenci

a sekvenci 2z databdzi jsou podrobné shrnuty v p¥ikladech 7

a 8.
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Pfiklad 3
Konstrukce kyvadlového vektoru E. coli/Propionibacterium
Plazmid pBR322 z E. coli byl Stépen EéoRI a Aval a meﬁéi
fragment takto =ziskany (velikosti 1,4 kb a nesbuci gen

rezistence k tetracyklinu) byl nahrazen syntetickou duplexni

(dvoufet&zcovou) DNA. Syntetické duplexy DNA byly

konstruovany tak, aby spojily EcoRI a Aval konce a pfitom

poskytly fadu restrik&nich mist:

5'- AATTCAAGCTTGTCGACGTTAACCTGCAGGCATGCGGATCCGGTACCGAT
ATCAGATCT - 3' (sekvence id. &. 4)

3' - GTTCGAACAGCTGCAATTGGACGTCCGTACGCCTAGGCCATGGCTATAGT
. CTAGAAGCC - 5' (sekvence id. &. 5)

Timto zpusobem byla vnesena rozpoznavaci mista 'pro
nasledujici restfikénimi enzymyf . |
‘ EcoRI (obnoveno), HindIII, SallI, HpaI} PstI, SphlI,
BamHI, Acc6SI, EcoRV, BgIII (Aval nebylo obnoveno).

Synteticka DNA 'byla ligovéna s velkym fragmentem

a ligaénif smés byla pfenesena do £E. coli (byla uZita T4

ligéaza). Byl tak ziskan plazmid poZadovaného - sloZeni

(PBR322AI) . Vicecetné klonovaci misto miiZe byt vyuZito prob

v vloieni selek&niho markeru a také plazmidu p545 DNA.

' Dale priklad popisuje, Jak byla provedena konstrukce
kyvadlového plazmidu E. coli/Propionibacterium nesouciho
rezistenci k erytromycinu. | ‘

- Acc65I fragment wvelikosti 1,7 kb z klastru gent

biosyntézy erytromycinu ze Saccharopolyspora erythraea

NRRL2338 nesouci gen rezsitence k erytromycinul® 2%, -byl.

aeso
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vloZen do plazmidu‘ PBR322AI linearizovaného Acc65I. Nové
pfipraveny konstrukt nazvany pBRES, byl linearizoVén EcoRV
a ligovédn s p545 DNA4. kterd byla pfédtinl na3tépena BsaBI.
Byly pak nalezeny transformanty E. coli nesouci vektor se
spravnym inzertem v obou orientacich. Vysledné plazmidové
vektory byly oznaeny pBRESP36Bl1 a PBRESP36B2 (obrazky 2a
a 2b). _ |

Konstrukty plazmidonch ~vektorl byly také pEipraveny

$ p545 DNA linearizovanou v jiném restrikénim mista leZicim

vné predpokladaného replika&niho useku, zejména AIwNI. Pro.

~tyto- konstrukce musel byt vektor PBRES opatfen vhodnym
klonovacim mistem. Byl zkonstruovén adaptor, sloZeny ze dvou
komplementarnich oligonukleotidl nadsledujicich sekvenci

(sekvence id. &. 6 a 7):
5'- GTACCGGCCGCTGCGGCCAAGCTT ~3!

5'- GATCAAGCTTGGCCGCAGCGGCCG -3

Nasednuti té&chto oligpnukleotidﬁ vytvofilo‘ fragment
dvouretézcové DNA s kohezivnimi konci Acc65I 5 a BgIII, ktery
ﬁavic obsahoval vnitini misto_ Sfri, které poskytlo
kompaﬁibilitu s plazmidem p3545 na3tépenym AlwNI. Tento
adaﬁtor byl klonovadn do pBRES mezi misto BQIII a proximalni
misto Acc65I. Takto ziskany vektor pBRES;Sfi byl'pak Stépen
SfiI a ligovan do plézmidﬁ p545 _naétépenéhov AIwNT,

Transfbrmace E. coli poskytla' transformanty se spravnym

vektorem, - jak bylo potvrzeno restricéni vanaleou. Takto

pfipraveny vektor byl oznaen pBRESP36A (obr. 2).
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Priklad 4
Transformace Propionibacterium 'kyvaleVYmi ~ vektory

E. coli/Propionibacterium

Tento ptiklad popisuje transformaci bakterii
Propionibacterium freudenreichii kmenu ATCC 6207 vektorem
PBRESP36B. |

Bakteridlni buniky byly kultivovany v médiu SLB (médium
- obsahujici laktat sodny'’) p¥i 30 °C a? do stacionadrni féaze
a pak bylo kultivac&ni médium’nafedéno 1:50 ¢&erstvym médiem
SLB. Po inkubaci pfibliZné& 20 hodin ve 30 °C byly buifiky (nyni

v exponencialni rfistové fazi sklizeny a ddkladné& propléachnuty

v chladném roztoku O)SM sacharézy. Pak byly bufiky jednou

oplachnuty elektroporaénim pufrem, coZ je 0,5M sacharéza
pufrovana 1mM 'acetétem draselnym, pH 5,5, a nakonec
resuspéndovény‘ v tomtéZ elektroporaénim pufru v 1/100
plivodniho objemu. V pribéhu celého postupu byly buiky drZeny
na ledu.

Pro elektroporaci (na zafizeni od firmy BIORAD) bylo 80
az 100 ul suspenze bunék smichdno s p¥ibliZn& 1 pg DNA (nebo
mensim mnozstvim) v chlazené 1 nebo 2 mm ‘elektroporadni
kyveté . a pak bYly aplikovany elektrické pulzy. Optimalni
parametry byly 25kV/cm pf¥i rezistanci 200 Q a kapacitanci
25 puF. AvSak 1 pouZiti niZ3iho a vy3&iho napé&ti (také pEi
100 Q) poskytlo transformanty. ‘

‘ Bezprostfedné& po aplikaci pulzu bylo k suspenzi bunék
pfidano 900 pl SLB obsahujiciho 0,5M sacharézu a butiky pak
byly inkubovany 2,5 aZ 3 hodiny ve 30 °C je3té& pfed tim, neZ
byly wvysety ve vhodném fedéni na SLB/agarové plotny

obsahujibi 0,5M sachardézu a 10 ug/ml erytromycinu. Po 5 aZ 7

D0

L2

e

-
ssoase



: | - 28 -

dnech inkubace ve 30 °C v anaerobnich podminkdch byly
detekovany transformanty. »

PouZiti DNA izolované z £. coli DH5a (Promega) vedlo
k transformadni U&innosti 20 aZ 30 transformant na 1 ug DNA.
10x aZ 100x Vyééi' Ucinnosti bylo dosaZeno, kdyZ DNA byla
izolovéna =z kmenu E. coli JM110 (dam”, decm™). Transformace
E. coli byla provedena podle instrukci firmy BIORAD. ‘ |

Transformanty obsahovaly autenticky; “vektor,
nerbzliéitelny od plvodni DNA pouZité pro transformaci
ATCC6207. To bylo prokéazano ‘restrikéni analyzou plazmidové
DNA izolované =z transformant preparaci v malém meéritku, jak
bylo jiZ zminéno vyse.

Vektory byly pfitomny‘ vyluéné = jako autonomné se
replikujici  plazmidy. Analyza celkové izolované DNA
Southernovou hybridizaci'® ukéazala, Ze chromozom&lni DNA
' nehybridizovala s vektorovou DNA pouzitou jako sonda, coZ
ukazuje, Ze nedo3lo k Z4dné integraci plazmidové DNA do
‘chromozdému. ”

Transformace byla také Usp&3nd s vektory PBRESP36B2
a pBRESP36A, coZ ukazuje, Ze funkénost téchto vektord neni
z4visld na orientaci p545 nebo na uZitém klonovacim mist&.
Také v tomto pfipadé byla autenticita vektorﬁ‘potvrzena.

Kromeé toho transformace kmenu P. freudenreichii ATCC6207
DNA izolovanou z transformant Propionibacterium vedla k 105-
aZ 10%°-nasobnému zvysSeni transformaéni uc¢innosti ve srovnani
5 trénsformaéni ﬁéinndsti dosaZenou s DNA izolovanou
z E. coli DHS5«. A

Transformace dal3iho kmenu P.freudenreichii ILMG16545
(tentyz kmen, ze kterého byl ziskdn plazmid p545) byla se

stejnou Ucinnosti jako u ATCC kment.

Vysledky transformaci a vliv na produkci .vitaminu By,

jsou ukdzany v nésledujici tabulce.
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identifikace transformovany vitamin Bj,
kmenu - plazmid h ~ (mg/g sudiny)
COB 1 PBRES36COB 0,57
COB2 ' _ pBRESB 6COB , 0,67
COB3 T PBRES36COB 0,83
CoB4 PBRES36COR ‘ 0,68
COBS PBRES36COB »‘ 0,69
COB6 4 PBRES36COB | 0,61
CQB7 -PBRES36COB 0,53
COBS PBRES36C0OB ‘ 0,64
COBY PBRES36C0B 0,50
COB10 ' PBRES36COB 0,74
recATCC6207 PBRESP36B2 ' \ 0.54

o)

Osm z desetl transformant poskytlo aZ o 50 % vy33i obsah

vitaminu B;, neZ kontrolni kmen.

P¥iklad 5
Konstrukce plazmidového vektoru obsahujiciho gen cobA

Tento ptiklad popisuje konstrukci a aplikaci
plazmidového vektoru ke zvySeni syntézy vitaminu Bi,
v(kobalaminu) v kmenu P. freudenreichii ATCC6207.

Promotorovy usek | genu kédujiciho rezistenci
k erytromycinu v Saccharopolyspora erythraea&3 byl pfipraven
pomoci PCR uZitim nasledujicich oligonukleotidovych primert

(sekvende id. &. 8 a 9):
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Ptimy primér: {5'" - 3")

- AAACTGCAGCTGCTGGCTTGCGCCCGATGCTAGTC

Zpdtny primer: (5' -3")

»AAACTGCAGCAGCTGGGCAGGCCGCTGGACGGCCTGCCCTCGAGCTCGT

CTAGAATGTGCTGCCGATCCTGGTTGC

Takto pEipraveny PCR fragment obsahoval misto AIwNI na
5'-konci nasledované .autentickou ‘promotorovdu -oblasti
a usekem prvnich 19 aminokyselin koédujici sekvence genu
rezistence k erytromycinu, aby byla zajisténa spravné
iniciace transkripce a translace. Na 3'-konci jsou mista
XbalI a XhoI (pro vloZeni génu cobA v dalsim kroku),
terminaéni sekvence "downstream" (po sméfu transkripce) od
genu rezistence k erytromycinu a misto AleI.‘

. PCR produkt byl Stépen AIwNI a klonovidn do pRRESP36B2
parcialné 3Stépeného AIwWNI. Ze dvou mist AIwNI pFitomnych
v pBRESP36B2 Jje pouze misto pfitomné ve specifickém useku
p545 vhodné pro vloZeni fragmentu. Byly ziskény transformanty

E. coli nesoucl ocCekavany konstrukt 'oznaéeny pBRE836pEt.

tento vektor byl pouZit pro daldi konstrukce, jak Dbude

popséno déle.

Kédujici sekvence CobA, tj. genu kébduijiciho-

uroporfyrinogen III methyltransferdzu, byla pfipravena pomoci
PCR z kmenu Propionibacterium freudenreichii ATCC6207, uZitim
nadsledujicich oligonukleotidovych primerd (sekvence id. &. 10

a 11):

Pfimy: (5'- 3'")

CTAGTCTAGACACCGATGAGGARACCCGATGA

L X X
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Zpétny: (5'- 3')
'CCCAAGCTTCTCGAGTCAGTGGTCGCTGGGCGCGCG

Amplifikovany gen cobA nese misto Xbal na N-konci
kédujiciho useku a mista HindIIT a XhoI na C-konci kédujiciho
useku.

Funké&nost tohoto cobA genu'byla:ovéfena klonovénim PCR
produktu jakoZto XbaI-HindIII fragmentu do vektoru pUC18

a naslednou transformaci do E. coli kmen JM109. Transfomanty

s funkénim genem cobA vykazovaly Jjasn& &ervenou fluorescenci

pEi ozafeni UV  svétlem. Plazmid izolovany z - téchto
transformant byll Stépen Xbal a XhoI a ligovan do stejnd
naStépeného pBRESP36B2 a pduiit pro trénsformaci E. colli. DNA
z nékolika transfofmant pak Dbyla analyzovdna 3tépenim

restrikénimi enzymy a elektroforézou na agardzovém gelu. Bylo

zjisténo, Ze transformanty obsahovaly v expresnim vektoru

spravny inzert. Tento novy vektor byl oznaden PBRES36COB.
Tento vektor byl poté pfenesen do P. freudenreichii ATCC6207

zplisobem jiz vySe popsanym. Deset transformant bylo

analyzovano a bylo zjisténo, Ze nesou vektor pBRES36COB,

“ktery byl nerozliSitelny od puvodniho vektoru pouZitého pro
transformaci, jak ukdzala restrik&ni analyza. U t&chto deseti
transformant byla stanovena hladina vitaminu Blz‘nésledujicim
zpUsobem:

Zmrazené kultury Propionibacterium transformant 1 az 10
a kontrolniho kmenu ‘obsahujiciho pouze vektorovy plazmid
pBRBSP36B2 byly inokulovany do 100ml kultiva&nich lahvi
obsahujicich 50 ml média BHI (Brain Heart Infusion, Difco)
~a inkubovédny 72 hodin ve 28 °C bez tFrepadni. 2Z téchto
pfedb&Znych kultur byly 4 ml pfeneseny do 200 ml produk&niho

média nésledujiciho sloZeni: Difco kvasni¢ny extrakt 15 g/1,

laktat sodny 30 g/1, KH,PO, 0,5g/l, MnSO, 0,01 g/1l, a CoCl,
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0,005 g/l, do 500ml prot¥fepavané kultivaéni = lahve
a inkubovalo se 56 hodin ve 28 C bez tfepéni a pak 48 hodin
na rota¢ni tfepadce (New Brunswick) pf#i 200 rpm.

- Titry wvitaminu B12 byly méfeny pomoci HPLC zndmym
postupem. Devét =z deseti transformant vykazovalo pfiblizZné

© 25 % vyS3i tvorbu vitaminu B;, neZ kontrolni kmen.

Pfriklad 6
Stabilita plazmidﬁ

VSechny tfi kyvadlové vektory pBRESP36A, pBRESP36B 1
a pBRESP36B2 byly stabilné udrZovany po Vice'nei 30 generaci
kultivace pfislusSnych transformant. Pfitom nedo3lo ke ztratd
- genu rezistence  k- erytromycihu, Jak se da soudit
z vyhodnocenl porovnani Zivotaschopnosti na selektivnich (tj.
obsahujicich erytromycin) a neselektivnich agarovych
plotnéch. Strukturni stabilita plazmidu v transfromantach
byla stanovena izolaci plazmidové DNA po 30 erneracich
a restrikénim mapovanim jék bylo popséno vy3e. Vysledkenm
bylo, Ze\‘byly pozorovany pouze stejné fragmenty Jjako

u autentického plazmidu.

Priklad 7

Analyza sekvenéni homologie v databazi pro predikci
polypeptidu kédovaného prvnim otevfénYm ¢ctecim réamcem

(sekvence id. é, 2)

.
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MDSFETLFPESWLPRKPLASAEKSGAYRHVIRQRALELPYIEANPLVMQSLV
ITDRDASDADWAADLAGLPSPSYVSMNRVTTTGHIVYALKNPVCLTDAARR
RPINLLARVEQGLCDVLGGDASYGHRITKNPLS TAHATLWGPADALYELRA
LAHTLDEIHALPEAGNPRRNVTRSTVGRNVTLFDTTRMWAYRAVRHSWGG

PVAEWEHTVFEHIHLLNETIIAD |

Vy5e zndzorn&nd sekvence 227 - aminokyselin (ORFl) byla

pfifazena a porovndna s ndkolika dalZimi proteinovymi

sekvencemi (cil NBRF-PIR, verze PIR R52.0 brezen 1997,

parametry "cut-off" 45 a "KTUP" 2).

S proteinem z plazmidu PAL 5,000 (J50052)

z Mycobacterium fortuitum byla nalezena»37,l% shoda v useku

194 aminokyselin (INIT 167,292). S proteinem
z Corynebacterium glutamicum (532701) byla nalezena 32,0%
shoda v Useku 125 aminokyselin (INIT 125, '116). S proteinem
ColE2 z E. coli (S04455) byla nalezena 29,9% shoda v tseku
221 aminokyselin (INIT 86, 259).

Priklad 8

Analyza sekvenéni homologie v databazi pro predikci
polypeptidu kdédovaného  druhym otevienym &tecim réamcem

(sekvence id. &. 3)

MTTRERLPRN GYSIAAAAKK LGVSESTVKR WTSEPREEFV ARVAARHART
RELRSEGQSM RAIAAEVGVS VGIVHYALNK NRTDA

" sekvence

VYée zndzornéna aminokyselindvé druhého
proteinu (ORF2) byla také porovnadna s nékolika dal3imi
proteiny, a sice stejn?m programem za uZiti stejnych

Rarametrﬁ jako v predchozim p¥rikladu 7. Tato sekvence je
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dlouhéa pouze 85 aminokyselin.

Pfi srovnéni sekvence ORF2 s proteinem z Mycobacterium

fortuitum (532702) byla nalezena 53,3% shoda v useku 75

aminokyselin (INIT 207, 207).

priklad 9

- Funk&ni analyza plazmidu p545

Aby bylo moZné dal3i zlepSovadni vektorového -systému,>

- byly plazmidové funkce esencidlni pro replikaci a stabilitu
vymezeny podrobnéji pomoci deleci rozséhlych tseku puvodniho
plazmidu pS45. Vysledkem byl men3i klono&aci vektor, ktery
umoZiuje pouZit vektorovy systém zaloZeny na p545 pro
- klonovéani vétéich fragmentd DNA. ,

Pro tento el byl vektor pBRESP36A  (Obr. 2) Stépen
Sstll and BcII, coZ poskytlo fragmenty velikosti 1,7 a 6,5
kb. Fragment velikosti 1,7 kb, ve skuteinosti AIWNI-Bcll
fragment wvelikosti 1,6 kb z plazmidu p545 byl nahrazen
syntetickym DNA duplexem (dvoudroubovicovou DNA) vytvoZfenym
ze sekvenci id. &. 12 a 13 s kompatibilnimi konci SstIT

a BcII a fadou rozpoznadvacich mist pro restrikéni enzymy.
sekvence id. &. 12: 5'- GGAGATCTAGATCGATATCTCGAG -3
sekvence id. &. 13: 5'- GGAGATCTAGATCGATATCTCGAG -3

Timto zplsobem byla vnesena nasleduijici mista:
SstIl (obnoveno), BgIII, XbaI, CIaI, EcoRV, XhoI, (BcII

nebylo obnoveno).

Liga¢ni  smés byla transformovana do E. coli a byly

LX ]
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selektovany transformanty obsahnjici ’Vektor oCekavaného
sloZeni. Vektor byl ozna&en pBRESAAS-B. Nésledna Uspésna
transformace P. freudenreichii ~ATCC6207 = timto vektorem
ukdzala, Ze usek velikosti 1,6 kb mezi misty AIwNI a BcIT
v p345 neni esenciédlni pro replikaci plazmidu. Daldi delece
byla provedena'odstranénim Useku velikosti 240 bp mezi misty
SaIl a Bcll v plazmidu p545. Toho bylo dosaZeno &Sté&penim
PBRESRAS-B enzymy Sall se SstI a Sstl s XhoI 'a pak iiolaci
fragmentu SalI-SstI velikosti 1,3 kb a fragmentu Sstl-XhoI
velikosti 6,6 kb. Fragmenty pak byly ligovany a ligaéni smés
byla transformovédna do P. freudenreichii ATCC6207, co?
poékytlo Cetné transformanty. Nové ziskany konstrukt nazvany
"PBRESAAS-S byl ‘izolovén a Jjeho struktura byla potvrzena
restrikénim mapovanim. | ‘

Bylo tak zjisténo, Ze véechny esencialni informace pro
replikaci plazmidu p545 leZi na fragmentu velikosti 1,7 kb
vymezeném restrikénimi misty Sall a AIwNI a zahrnujicim
predikované replikaéni proteiny kédované ORF1 a ORF2, a 3e
fragment velikosti'i,S kb mlZie byt odsﬁranén, aniZz by dodlo

k poSkozeni replikace nebo stability plazmidu.
Priklad 10
Exprese genu rezistence k chloramfenikolu z Corynebacterium

Gen rezistence k chloramfenikolu (cml)

z Corynebacterium'® = byl identifikovdn jako gen koédujici

protein exportujici chloramfenikol. Tento gen byl vlioZen do
kyvadlového vektoru .Propionibacterium ~ E. coli pBRESP36B2.
Vektor byl pak 3tépen BgIII s HindIII a BgIII s HpaI. Byly
izolovany fragmenty BgIII - HindIII velikosti 2,9 kb

*eee
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‘a BgIII-Hpal 5,2 kb. fragmént obsahujici gen cml &éetné jeho
vlastniho promotoru byl ziskadn 3&tépenim PvuIl a HindIII
a izolovanim fragmentu velikosti 3,3 kb. vektorové spegificky
fragment a fragment obsahujici gen byly ligovéany. Konce Pvull
a HpaI Jjsou tupé, takZe vloZeni genu cml souéasné vedlo
k obnoveni genu eme ptvodniho &ektoru. Ligaéni smés pak byla
transformovana do E. coli a bylo selektovano 20 transformant,
kde vektor obsahoval spravny inzert cml. Vektor byl oznaden
PBRESBCM.

Transformace P. freudenreichii <ATCC6207 timto vektorem

a selekce na plotnach obsahujicich‘lo ng/ml erytromycinu nebo

5 lug/ml chloramfenikolu poskytia kolonie reziétentni
k erytromycinu a chloramfenikolu, coZ ukdzalo, Ze kromé genu
rezistence k erytromycinu (ukdzaném jiZ dfive v kyvadlovém
Propionibacterium-E. coli vektoru) ‘byl v Propionibacterium
exXprimovan také gen  rezistence k chloramfenikolu.
Transformanty mohly bYt kultivovany v tekutém médiu

obsahujicim chloramfenikol v koncentraci aZ 20 ug/ml.

Priklad 11
Exprese genu lipazy (gehRA) z P. acnes

Pro ilustraci ucinnosti klonovani  a exprese
extraceluldrniho proteinu uZitim expresniho ‘systému podle
pfedkladaného vynéiezu byl vybran gen gehA z‘P.'acnes”. | ‘
| Vektor pUL6001 nesouci gen gehA na Xhol fragmentu byl
Stépen Xhol a byl izolovdn fragment velikosti 2,7 kb
obsahujici poZadovany gen. Vektor pBRESAAS-B (z p¥ikladu 9)
byllinearizovan Xhol a konce byly defosforlyovany teleci

intestindlni fosfatizoud, aby se zabrénilo spojeni vlastnich

asee
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konct (selfligaci). Linearizovany vektor a fragment

obsahujici gen gehA byly ligovany a 5ligaéni . smés byla

>transformovéna do E. coli. Transformanty byly analyzovany

~restrikCnimi enzymy na pfitomnost spravného rekombinantniho

plazmidu, ktery byl oznaéen'pBRESALIP. Tento plazmid byl pak

(XXX ]

pfenesen do P. freudenreichii ATCC6207. Transformanty byly

podrobeny screeningu na expresi lipizového genu, a sice na

-agarovych plotnach obsahujicich'tributyrin jakoZto indikator

zvySené exprese lipadzy. Transformované P. freudenreichii
nesouci pBRESALIP ukdzaly vyznamné vétsi "aureolu" v tomto
testu ve srovnédni s netransformovanym kmenem nebo kmenem

transformovanym pUivodnim vektorem.
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PREHLED UVEDENYCH SEKVENCT

Sekvence plazmidu LMG 16545 (CBS 101022), 3,6 kb.
273 aZ 1184).

181 aZ 1438).

. aZ 13. DNA sekvence primert/oligonukleotidd
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. Aminokyselinovd sekvence proteinu ORF2 (85 zbytkd,

®-
(XY Y]

baze

béaze

(XXX ]

e



(1)
0

.
esoses
es o
oo @

-39 -

SEZNAM SEKVENCTE

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKAGNIM CISLEM 1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 3555 parfl bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
" (D) TOPOLOGIE: kruhova

- (ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(iv) PUVODNI ZDROJ:

LI

(A) ORGANISMUS: Propionibacterium freudenreichii

(B)  IZOLAT: CBS 101022 LMG 16545

(ix) DALSI ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: cDS
(C) POZICE: 273...1184
(D) DALSI INFORMACE: gen="ORFL"

(ix) DALSI ZNAKY:

(A} JIMENO/OZNACENI: CDs

(B) POZICE: 1181...1438

(D) DAL3I INFORMACE: gen="ORF2"

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. ¢. 1:

GTCGACCCTG ACAGCCGGCG AGCAGTTCAG GCGAAGATCG CACAGCTGCG CGAGGAACTA

60

GCCGCAATGC CCGAACACGC CCCAGCCATC
120 ) :

CGGGGGATGT TTGGCAGGGG ATGIGGAAAG
180

~

GGTAACTAAC TGATATGGGG TCTTCGTCGC
240

GCTGAACGTG ACTCGCATGC
293

1 5

TTCACTGCAT GT ATG GAT TCG TTC GAG ACG TTG

Met Asp Ser Phe Glu.Thr'Leu

CCTTGGAGCA GGTGGCAGCG TCAGGGGAGT
AGAGTTCGCT TTGCTCACAT GGCTCAACCG

CCACTTTGAA CACGCCGAGG AATGGACCAC

000

L[] [
(XX XXX ]



TTC CCT GAG

341

Phe Pro Glu
: 10

TCT GGG GCG

389

Ser Gly Ala
25

TAC ATC GAA

437

Tyr Ile Glu
40

CGA GAT GCT
485
Arg Asp Ala

TCA CCG TCC
533
Ser Pro Ser

GTC TAT GCC

581

val Tyr Ala
90

CGG CCT ATC
629
Arg Pro Ile
105

CTC GGC. GGC
677

Leu Gly Gly
120 '

AGC ACC GCC
725 _
Ser Thr Ala

CTG CGC GCC
773
Leu Arg Ala

GCA GGG AAC
821
Ala Gly Asn

AGC

Ser
TAC
TyT
GCG
Ala
TCG
Ser

TAC

Tyr
75

TTG

Leu

AAC

Asn

GAT

Asp

CAT

His

CTC

Leu
155

CCG

Pro

170 .

TGG

Trp

CGG

Arg

AAC

Asn

AAG

Lys

CIG

Leu

GCA

Ala

CTG

Leu

Ala

TCC

Ser

AAC

Asn

cTC

Leu,

TCC

Ser
125

ACC

Thr

cca

Pro

GTG

val
30

TTG

Leu

ATG
Met
CcCT

Pro

GCC

Ala
110

TAC

CTC

Leu

CGT

Arg

cac

His

CGC

Arg

ACC

Thr

AAC

Asn

CGC ARG

Arg Lys
15

ACT CGG

Thr Arg

GTC ATG

val Met

TGG GCC

Trp Ala

AAC CGT

Asn Arg
80

GTG TGT

val Cys
S5

CGC GTC

Arg Val

GGG CAC

Gly His

CTC GAC

Leu Asp
160

GTC ACC

val Thr

-175

CCG

Pro

CAG

Gln

CTG

Leu

GAG

Glu

CGG

Arg

ccc

Pro
145

GAG

Glu

CGA

Axg

CTG

Leu

AGG

Arg

TCC

Ser
50

GAC

Asp

ACC
Thr
CAG
Gln

ATC

Ile
130

GCA

Ala
ATC
Iie

TCA

Ser

GCG

Ala

GCG

Ala
35

TTG

Leu

CTC

GAT

Asp

GGC

Gly
115

ACA

Thx

GAC

Asp

CAC

Eis

ACG

Thr

TCA

Ser
20

CTG

Leu

GTC

val

GCT

Ala

ACC

Thr

GCC

Ala
100

CTA

Leu

Lys

GCG

Ala

GCA

Ala

GTC

val
180

GCC

Ala

GAG

Glu

ATC

Ile

GGG

Gly

GGA
Gly
85

GCG

Ala

TGC

Cys

AAC

Asn

CcTC

Leu

CTG

Leu
165

GGC

Gly

GAG

Glu

CTG

Leu

layye]

Leu
70

CaC

Eis
CGG

Arg

GAC

Asp

alale)

Pro

TAC
Tyr
150

cce

Pro

CGC

Arg

AAG

Lys

cCT

Pro

GAT

Asp
55

CCT

ATC

Ile

CGA

Arg

‘GTT

val

CTC

Leu
135

GAG

Glu

GAG
Glu
AAC

Asn



GTC ACC CTG TTC GAC ACé ACC CGC ATG TGG GCA TAC CGG GCC GTC CGG

869 .
Val Thr Leu Phe Asp Thr Thxr Arg Met Trp Ala Tyr Arg Ala Val Arg

.

185 ‘ 190 ‘ 195

CAC TCC TGG GGC GGC CCG GTC GCC GAA TGG GAG CAC ACC GTA TTC GAG

917 ,
His Ser Trp Gly Gly Pro Val Ala Glu Trp Glu His Thr Val Phe Glu
200 ' 205 . : : 210 215

CAC ATC CAC CTA CTG AAC GAG ACG ATC ATC GCC GAC GAA TTC GCC AcCA

965 .
His Ile His Leu Leu Asn Glu Thr Ile Ile Ala Asp Glu Phe Ala Thr

220 225 230

GGC.CCC CTC GGC TTG AAC GAA CTT AAG CAC TTA TCT CGA TCC ATT TCC

1013
Gly Pro Leu Gly Leu Asn Glu Leu Lys His Leu Ser Arg Sexr Ile Ser
' 235 ) 240 245

CGA TGG GTC TGG CGC AAC TTC ACC CCC GAA ACC TTC CGC GCA CGC CAG

1061
Arg Trp Val Trp Arg Asn Phe Thr Pro Glu Thr Phe Arg Ala Arg Gln

250 255 260

AAA GCG ATC AGC CTC CGT GGA GCA TCC AAA GGC GGC AAA GAA GGC GGC

1109
Lys Ala Ile Ser Leu Arg Gly Ala Ser Lys Gly Gly Lys Glu Gly Gly
265 270 - 275 '

CAC AAA GGC GGC AIT GCC AGT GGC GCA TCA CGG CGC GCC CAT ACC CGT

1157
His Lys Gly Gly Ile Ala Ser Gly Ala Ser Arg Arg Ala His Thr Arg

280 285 290 295

CAA CAG TTC TTG GAG GGT CTC TCA TGACCACACG TGAACGTCTC CCCCGCAACG
1211 ‘ ' '

Gln Gln Phe Leu Glu Gly Leu Serxr

300

GCTACAGCAT CGCCGCTGCT GCGAAAAAGC TCGGTGTCTC CGAGTCCACC GTCAAGCGGT
1271 ‘ .

GGACTTCCGA GCCACGCGAG GAGTTCGTGG CCCGCGTTGC CGCACGCCAC GCGCGGATTC
1331 . :

GTGAGCTCCG CTCGGAGGGT CAGAGCATGC GTGCGATTGC TGCCGAGGTC GGGGTTTCCG
1391

) T ——— .
TGGGCACCGT GCACTACGCG CTGAACAAGA ATCGAACTGA CGCATGACCG TAACGCCGCA
1451 ' .

CGATGAGCAT TTTCTTGATC GTGCACCGCT TGGCACTACG TTCGCGTGCG GTTGCACAGT
1511 : ’ ~ 3 '



GCGCGCCACG
1571

GGACGTTGAA
1631

GATTGACGGT
1691

AGAACCCTCA
1751

GGCGTGAGCG
1811

GTAGACCCGT
1871

GATGAGACCT
1931

AACGAGTTTT
1991

GCACACGCGG
2051

GCAGCACCGA
2111

CGGTAGCGGT
2171

GACCAGTGGC
2231

GACTGGCGGG
2291

GTGCCAACGC
2351

CGGAAGATGC
2411

GTAGCCGCGC

2471

GGGCCGCTTG
2531

TGTCACTGTG

TTCTTATCCT
CCCGGTGGGC
ATGGCAGTCG
TGGCACCCCC
TTTCTACGCT
CCGGTTGGGT
CGAATGCGCC
TACGGCGTCA
‘TGGTCTCQGC
CACTGGCACC
CAGGATCGCT
AGCAGAAGCG
TCTTGCTGCG
ACACGCCCCT
ACGTTGCCGA
AGAAATGGCA
ATGAACGCCT

CACGCTCCTC

42

GCGGCCATTG

AAGTGTTACT

TGCATGCGGC

TCGTGACACG
GCGGCGCAGG
GGTGCCACTG
CGGTCATQAC
GGTCGAGCAG
GCAGCTCACA
CGTTGARAGG
CTGGCGTGAC
AGATCGCTGC
TCCAGCCGAT
CGGCTGACAG
GGTCGTGAGT
GTGCTCGATC
CCGCGTAGAA

TCGATGGTTC

TGGCTACAGC
CAGGGGGACA
CCCACCGTCA
TTCTCGTTGC
AAATCAGAGC
CGTGCACTCA
GCTGAGTTAG
CAGGCGCGCA
CGGGTTGGCC
CEGGCTCCGE
GAGTGTGTCT
GTGGTGCTGT
CGCCTCGGCG
CTGAGTCTCG

GGCCAAGCGC

GATTCGGATC

GCGCACCGTT

TCGACGCTAC

.3

.
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CAATGGGGGG

TGCCCAGTCT

AACTCATTCA

GATCAGCTGC

TTGAGGCTGC.

AGGTCGTTTT

TGGCGCAGCT

CGATCGAACG

AGCTTGAGGC

GACGGCGGTG

GGCAGTGCGA

TCCTCGGTCA

GCCAAGGTCA

AACTGTGCAA
ACGTCAAAGA
GGCCTGCCCA
CTCGGCCCGG

CGGAGACCAC

LA d
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CATCAGCAAC
GCGGCGETCE
GGTATCAGTG
TGTGCGTGCGE
CGGAGCGACG
TGGGGTGTCA
GCGCTCTGAG
GCAGGCTGAG

CGGCGACGCA

GTGGCAGCGT:

ACAGTTGCTC
GTTCGTCGAG
GTTCCAAGCT
CTGGACCGGC
GTCCTRCTTC
GGTACATTCC
CCTCGTGATC

CGACGTTCAT

L X X 2]
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2581

GCCCAGCGCA
2651

TCCGTCGCCT
2711

CCTACCGGGT
2771

CACGATTGCT
2831

TATACGCTAA
2881

TTCAGGCATG
2951

GGCGCGGACG
3011 .

CGGCCACCGT
3071

ACGCGATCCG
3131

CGCAAGCACT
3191

GTTCTCAACT
3251

ACCGACCCAG
3311

CTGATCATCC
3371

' GAACCTGATG

3431

GATGCGCGAG
3491

TGATCCCCGC
3551

cGCC
3555

GCGACCTGAA
CTGAGGGCRA
TTGGGCACAG
ATGCTTGCTA
TGCCATGAGT
GGCAGACGAG
CCCGCCCGTA
TGCQGCTCTC
AGCCGCAGTC
ACCAACGAGA
CCCGGCCACT
CAGGCCGCCT
ACGCAATGAA

AGCGACCAGC

ACCGCGAACC

GAGGCTGCGC

AGGACCAAGC

CCACCTGCGC

CCCATAAATC

CCCCTTCAGG

GAGCATCTAC

GCCGAGGCCG
GGAGACGGTC
ACAGAACGAG
CACGAGTGGA
CCGGCTCGAC
CGACGACGAA
ACTCGAACTC
AGCCCGCACC
TAGACAGCGA
GCGTCGTCGC

ACTGGCAGGC

iKY

CGAGTTAGCC

AGCAGGTGGG

AACGCCTCCG
GTTTTCGTAT
TGCACGGCAA
GATACGACCT
CGGGCACCGT
CAACAGCCGA
CACGGGTTGC
GACACGGCCG
GACGACCCGC
GTCGCACTGA
CAATACCTCG
CCGCAACTAC
CACGTACGTT

CGAGCGATTC

.

GfGCTAacce
Cé;CAGCCCG
GTGTTGAAGC
ACAéAAATcA
aeeceTeace
GCCCARACTE
CGTACCCGTG
GGGCATCACG
CTGACCTCCA
TGCTCTACGC
GCCGCTGECT
TCTACGACGA
ACCAGCTCTA
GACCCGATGA

GCATGGGAAG

CGCACCCGGC

.

sece
*eon0e

TATAGCTTGC

CGCGCAAGCG

GATCGTGTGT

AGTTTTTTCG

AACGAG&#GA
CCCAAGCCAC
CGTCTCGA&G
AACCGTTCAG
CGACTCAGCA
GGCCACCCAC

CATGATCGGA

CGGCTACGAA

ACCARGARAG
TCTTCGACGT
ATGARGCCGC

ACGAGGTGCG

LX
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 303 aminokyselin
(B) TYP: aminokyseliny
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE

Met

Pro

Gln

Gln

Ala

65

Val

Leu

Glu

Pro
145

Glu

Trp

Trp

Asp

Leu

Arg

Ser

50

Thr

Thr

Gln

Ile

130

Ile

Ser

Ala

Glu
210

Ser

Ala

Ala

35

Leu

Leu

Thr

Asp

Gly

115

Thxr

Asp

His

Thr

135

His

Phe
Sexr

20
Leu
val
Ala
Thr
Ala
100
Leu
Lys
Ala
Ala
val
180

Arg

Thr

Glu

Ala

Glu

Ile

Gly

85
Ala
Cys
Asn
Leu
Leu
165
Gly

Ala

Vai

Thr

Glu

Leu

Thxr

Leu

70

His

Arg

Asp

Pro

Tyr

150

Pro

Arg

val

Phe

Lys
Pro
Asp

55
Ile
Axg
val
Leu
135
Glu

Glu

Asn

Arg

Glu
215

Phe

Ser

Tyr

40

Arg

Ser

val

Arg

Leu

120

Ser

Leu

Ala

vVal

His

200

His

Pro
Gly

25
Ile
Asp

Pro

Tyr

Pro.
1057

Gly

Thr

Arg

Gly
Thr
185

Ser

Ile

Glu
10
Ala

Glu

Ser
Ala

S0
Ile
cly
Ala
Ala
Asn
170

Leu

Trp

His

Ser
Tyr
Ala
Ser
Tyr
Leu
Asn
Asp
His
Leu
155
Pro
Phe

Gly

Leu

Trp Leu
Axrg His
Asn Pro

45

Asp Ala
60

Val Ser
Lys Asn
Leu Leu

Ala Ser
125

Ala Thr
140

Ala His
Arg Arg
Asp Thr
Gly Pro

205

Leu Asn
220

Pro
val

30
Leu
Asp
Met

Pro

Ala
110

Tyr

Leu

Thr

Asn

Thr

‘180

Val

Glu

Arg

1s
Thr
Val
TIp
Asn
vVal

95
Arg
Gly
Trp
Leu
Val
175

Arg

Ala

Thr

Lys

Arg

Met

Ala

Arg

80

Cys

val

His

Gly

Asp

160

Thr

Met

Glu

Ile

soen
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Ile Ala Asp Glu Phe Ala Thr Gly Pro Leu Gly Leu Asn Glu Leu Lys
225 230 235 240

His Leu Ser Arg Ser Ile Ser Arg Trp Val Trp Arg Asn Phe Thr Pro
245 250 255

Glu Thr Phe Arg Ala Arg Gln Lys Ala Ile Ser Leu Arg Gly Ala Ser
260 o : 265 270

Lys Gly Gly Lys Glu Gly Gly His‘Lys Gly Gly Ile Ala Ser Gly Ala
‘ 275 280 285

Ser Arg Arg Ala His Thr Arg Gln Gln Phe Leu Glu Gly Leu Ser
230 285 300

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 85 aminokyselin
"(B) TYP: aminokyseliny
(D) TOPCLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 3:

Met Thr Thxr Arg Glu Arg Leu Pro Arg‘Asn Gly Tyr Ser Ile Ala Ala
1 5 10 ‘ 15

Ala Ala Lys Lys Leu Gly Val Ser Glu Ser Thr Val Lys Arg Trp Thr
20 25 ' : 30

Ser Glu Pro Arg Glu Glu' Phe Val Ala Arg Val Ala ala Arg His Ala
' 35 40 45

Arg Ile Arg Glu Leu Arg Ser Glu Gly Gln Ser Met Arg Ala Ile Ala
50 5SS 60

Ala Glu Val Gly Val Ser Val Gly Thr Val His Tyr Ala Leu Asn Lys
65 70 75 80

Asn Arg Thr Asp Ala
85

L]
Seoens
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE: .
(A) DELKA: 59 part bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina
- (C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 4:

AATTCAAGCT TGTCGACGTT AACCTGCAGG CATGCGGATC CGGTACCGAT ATCAGATCT
58 :

.

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 5:
‘(i)»CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 59 part bazi : ‘
(B) 'TYP: nukleova kyselina |
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. &. 5:

CCGAAGATCT GATATCGGTA CCGGATCCGC ATGCCTGCAG GTTAARCGTCG ACAAGCTTG
58

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 part bazi

(B) TYP: nukleovai kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 4:

GTACCGGCCG CTGCGGCCAA GCTT
24 S

asee

o0 .
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 part bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: DNA'(SyntetiCké)

fxi).POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 7:

GATCAAGCTT GGCCGCAGCG GCCG
24

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 35 para bazi
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineédrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 8:

AAACTGCAGC TGCTGGELCTTG CGCCCEGATGC TAGTC
35
(2) . INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:.

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 76 par0 bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
'(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. C. 9:

AAACTGCAGC AGCTGGGCAG GCCGCTGGAC GGCCTGCCCT CGAGCTCGTC TAGAATGTGC
60 '

-

TGCCGATCCT GGTTGC
76
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 32 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (syntetick&)
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. ¢. 10:

CTAGTCTAGA CACCGATGAG GAAACCCGAT GA
32

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKAGNIM CISLEM 11:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 parl bazi

TYP: nukleovd kyselina

TYP VLAKNA: jednoduché

(
(
( TOPOLOGIE: linedrni

O Qw

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. &. 11:

CCCAAGCTTC TCGAGTCAGT GGTCGCTGGG CGCGCG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (syntetick4)
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. &. 12:

GGAGATCTAGATCGATATCTCGAG
24
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (synteticka)
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S ID. &. 13:

GATCCTCGAGATATCGATCTAGATCTCCGE
30
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v
PATENTOVE NAROKY M

‘v

Polynukleotid obsahujici sekvenci schopnou selektivné
hybridizovat se | ’
a) sekvenci id. ¢. 1 nebo.sekvenci k ni komplementarni,
b) sekvenci z plazmidu o velikosti 3,6 kb
z Propionibacterium freudenreichii CBS 101022,
c) sekvenci z plazmidu é‘velikosti 3,6 kb
z Propionibacterium freudenreichii CBS 101023, nebo
d) sekvenci kédujici polypeptid, ktery obsahuje sekvenci

id. &. 2 nebo 3, nebo aminokyselinovou sekvenci, ktera

je v podstaté homologni k jedné z téchto sekvenci nebo

je fragmentem jedné z té&chto sekvenci.

Polynukleotid, - kterym Je _ autonomn&  se replikujici
plazmid, ktery zUstavd . extrachromozomalni uvnitf
hostitelské buiiky, pPic¢emZ tento plazmid Jje odvozen
z endogenniho plazmidu Propionibacterium, a ktery
obsahuje heterologni gen schopny exprese Vv hostitelské

burice.

Polynukleotid podle naroku 1, ktery se autonomné

- replikuje v hostitelské bufice.

Polynukleotid podle ndroku 3, kde hostitelsk& bufika Jje

Propiconibacterium.

Polynukleotid podle néaroku 4, kde Propionibacterium je

Propionibacterium freudénreichii.

Polynukleotid podle kteréhokoliv =z pfedchozich narokt,
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ktery je schopny selektivné hybridizovat s jednou nebo
vice sekvencemi ze sekvence id. &. 1, které'jsou nutné

pro autonomni replikaci v Propionibacterium.

Polynukleotid podle naroku 1, ktery ‘obsahuje budto
fragment velikosti 1,7 kb ze sekvence id. " &. 1 vymezeny
restrikénimi misty Sall a AlwNI nebo fragment vymezeny

nukleotidy 1 aZ 1750 sekvence id. &. 1.

Vektor, ktery obsahuje polynukleotid 'podle kteréhokoliv

z predchozich naroku.
Vektor podle néaroku 8, ktery Jje plazmid.

Vektor podle naroku 8 nebo 9, ktery mnavic obéahuje

seleké&ni marker.

Vektor podle kteréhokoliv z naroklt 8 aZ 10, ktery se

autonomné replikuje v E. coli.

Vektor podle kteréhokoliv -z naroka 8 a3z 11, ktery je

expresni vektor.

Vektor podle néaroku 12, ktery obsahuje endogenni gen
z Propionibacterium nebo heterologni gen operativng
spojeny s kontrolni sekvenci, ktera je schopna zajistit

expresi genu.’
Vektor podle néaroku 13, kde gen je gen cobA.

Vektor podle naroku 13, kde heterologni gen kéduje

polypeptid, ktery je lé&ivem pro &lov&ka nebo zvite.
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Polypeptid, ktery obsahuje sekvenci id. &. 2 nebo 3, nebo
sekvenci s ni v podstaté homologﬂi, nebo fragment jedné

z téchto sekvenci, nebo je kédovan polynukleotidem podle

. kteréhokoliv z nirokl 1 aZ 7.

Hostitelska bunika, ktera obsahuje heterogenni

polynukleotid nebo vektor podle kteréhokoliv z naroka 1
az 15, nebo kterad je transformovédna nebo transfekovana

vektorem podle kteréhokoliv z narokf 13 aZz 15.
Hostitelskad buiika podle naroku 17, ktera je baktérie.

Hostitelska  bufka podle naroku 18, ktera = je

Propionibacterium nebo E. coli.

Zpﬁsob pfipravy hostitelské buriky podle kteréhokoliv .
z narokt iZ az 19 vyznaduijicdi s e T im, Ze
obsahuje krok transformace nebb transfekce hostitelské
buifiky polynukleotidem nebo vektorem podlé kteréhokoliv

z narok 1 aZ 15.

Zpltsob  pEipravy polypeptidu nebo ‘jihé sloueniny
vyznadcdujici se tim Ze obsahuje krok, kdy
se 'kultivuji nebo fermentuji hostitelské builky podle
kteréhokoliv z narokl 17 aZ 19 v podminkach, které umozni

expresi nebo tvorbu polypeptidu nebo jiné sloudeniny.

Zpusob podle ndroku 21 vy znac¢uijici se £ 1 m,
Ze je to fermentacni proces, kdy hostitelské bunky jsou

kultivovény v aerobnich nebo anaerobnich podminkéch.
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Zp&sob podle naroku 21 nebo 22 vy znacdujici se
t im, Ze eXprimovany polypeptid nebo vytvéfené

sloucCenina se ziskavaji z hostitelékych bunék.

Zpusob podle ndroku 23 vy zn a & u jici se t im,
Ze polypeptid dJe proteéaza, amylaza, lip4dza nebo

peptidaza, a nebo sloudenina je vitamin Biz.

Zplisob ' podle  kteréhokoliv  z naroki 21 az 24
vyznacuijici s e t im, Ze polypeptid je

secernovan z hostitelskych bunék.

. Zpusob podle naroku 25 v Y z ﬁ acdujici se tinmnm,

Ze polypeptid je exprimovin na povrchu hostitelské buﬁky‘

a/nebo polypeptid je antigen nebo imunogen.

Polypéptid nebo sloulenina pZipravend zplUsobem podle

kteréhokoliv z naroktl 20 aZz 26.

Zpuasob . . Vyroby vitaminu BQ (kobalaminu)
vyznacujici se tim Ze obsahuje krok, kdy
se kultivuji hostitelské burniky podle kteréhokoliv
z nérokﬁ 17 aZ 19 v podminkédch, kdy se tvori vitamin Bi:

a pfipadné dle pot¥eby krok, kdy se izoluje vitamin.
Vitamin B;; vyrobehy zpﬁsbbem podle néroku 28.

Polypeptid podle naroku 27 pro pduZiti k léCeni ¢lovéka

nebo zviftete.

Hostitelska buika podle ktéréhokoliv z'nérOMﬁ,17 az 19

pro pouZiti k léfeni &lovdka -nebo zvifete nebo pro
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pouZiti v krmivu pro zvire.

L X I

PouzZiti hostltelskych bunék podle kterehokollv z naroku

17 aZ 19 nebo polypeptldu nebo sloucenln podle naroku 27

budto k vyrobé syra nebo v syrafstvi,

PouzZiti hostitelskych buné&k podle kteféhokoliv z narokua

17 az 19 nebo polypeptldu nebo sloucenin podle’ naroku 27

k vyrobé potravin nebo v krmivech pro zvirata.

Potravinovy vyrobek vy znaédujici se t i1 m, Z

obsahuje polypeptid nebo sloudeninu podle narocku 27 nebo

hostitelskou bunku podle kteréhokcliv z nédrokt 17 a3 19.

Potravinovy vyrobek podle naroku 34 VY Z

s

n
e urcen. ke konzumaci &lov&kem (nap#,

iN¢

E
i I, e 3

klobdsa) nebo zviFfetem

e

Zplsob pfipravy syra nebo jinych fermentovanych potravin,

vyznacujici se tim, Ze obsahuje krok,

kd

y

se pouZiji hostitelské bufiky podle kteréhokoliv 2z naroku

17 aZ 19.

Zpisob podle néaroku 36, v yznadc¢au Jici

t 1

m,

S

e

Ze hostitelské bufiky se uZivaji misto a nebo navie

k uZiti bakterii mlééného kvaSeni.

Zplsob
Tt i

m,

podle nnvoxu 36 nebo 37 vyznacuijici

Ze hostitelskd buifika je Propionibacterium.

s

e
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