CZ 2009 - 277 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zverejnéna podle § 31 zakona ¢&. 527/1990 Sb.

(19 (22) Pribiseno:04,08,2009
CESK/\ (40) Datum zveteingni prihlasky vynalezu: 18.11,2010
REPUBLIKA (Véstnik ¢. 46/2010)

URAD )
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2009-277

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. Cl.:

CI2P 19/64
COTH 15/16
CI2R 1/565
CI2N 1121

CI2N 15/31

(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)

(71) Ptihlagovatel:
Mikrobiologicky Gstav AV CR, v.v.i., Praha 4, CZ

{(72) Pivodce:
Ulanova Dana Mgr., Praha 7, CZ
Novotnd Jitka Ph.D., Praha 4, CZ
Smutna Yvona Mgr., Jevany, CZ
Kamenik Zdengk Mgr., Kunstit, CZ
Gazdk Radek Ing. Ph.D., Vlkantice, CZ
Janata Jifi Ing. CSc., Psary, CZ
Kopecky Jan Ing., Praha 1, CZ
SpiZek Jaroslav Prof. RNDr. DrSc., Praha 7, CZ

(74) Zastupce:
Stredisko spole&nych Zinnosti AV CR, v. v. i.; Patentové
a licenéni sluzby, Nérodni 1009/3, Praha 4, 14000

(54) Nazev ptihlasky vynalezu:
Zpiisob biotechnologické pFipravy derivata
linkomycinu

(57) Anotace:
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Zpasob biotechnologické ptipravy derivatd linkomycinu a jeho pouZiti

Oblast techniky
Vynalez se tykd vyuziti mutantnich kmenl producentli linkomycinu defektnich

v biosyntéze linkomycinu k vyrobé hybridnich latek na bézi linkosamidovych antibiotik.

Dosavadni stav techniky

V posledni dobé vzhledem k vysokému poétu patogennich mikroorganismi, rezistentnich
ke zndmym antimikrobidlnim litkdm nartstd zajem o vyzkum a vyvoj novych, u€innych
antibiotik. Jednou z moZnosti vedouci ke vzniku mnoha potencidlné u€innych latek je
kombinatorni biosyntéza. Timto zplsobem lze pomoci genetické tpravy jiz znamych gentl,
kédujicich biosyntézu G¢innych latek nebo celych shlukd genil ziskat mikroorganismus,
produkyjici slou¢eniny s novou strukturou a novymi vlastnostmi. Jednou z takovych to
biologcky uéinnych latek je linkomycin a jeho derivaty. Linkomycin je metabolit
produkovany rliznymi druhy aktinomycet véetné kmenu Streptomyces lincolnensis a je
vyuzivan k 1é¢bé infekci zpasobenych grampozitivnimi patogeny. Klindamycin je
ngjznaméj$im semisyntetickym derivitem linkomycinu a jeho antimikrobidlni spektrum je
rozéifeno o grampozitivni anacrobni bakterie a piivodce malarie Plasmodium falciparum.
Ostatni derivaty linkomycinu byly pfipraveny pfevazné chemicky. Zarovefi byly provadény
obohacovaci pokusy kmenu S./incolnensis na principu pfidavani rGznych prekurzorh do
kultivaéniho media vedouci ke vzniku novych latek na bazi linkomycinu. Nové latky byly
testovany in vitro a in vivo vi&i riznym patogennim mikroorganizmum.

V biosyntéze linkomycinu dochdzi k oddélené syntéze dvou prekurzord 4-L-propylprolinu
(ddle PPL) a methylthiolinkosamidu (MTL), které jsou kondenzaci spojeny na N-
demethyllinkomyein (NDL) a ten je dale methylovan na vysiedny linkomycin.

V roce 1995 byla publikovana sekvence shluku genii kodujicich proteiny pro biosyntézu
linkomycinu v nadprodukénim kmenu — !mb shluk. Tento shluk obsahuje geny pro biosyntézu
obou prekurzord, geny pro kondenza¢ni reakci, regulani geny a geny pro rezistenci
k antibiotiku. Nedavno byla publikovana sekvence linkomycinového shluku pro typovy kmen
Streptomyces lincolnensis ATCC 25466.

Ke dne$nimu dni byla experimentalné prokazana a publikovana pouze funkee proteint

LmbB1 a B2 zodpovédnych za prvni kroky biosyntézy PPL ¢asti molekuly. Funkce ostatnich




gend jsou bud’ nezndmé, nebo byly navrzeny na zdkladé homologii s jinymi geny z databaze

BLAST .

Podstata vynalezu

Pro ptipravu novych latek na bazi linkosamidovych antibiotik 1ze vyuZzit soubor kmeni
producenti linkomycinu defektnich v jednom &1 vice krocich v biosyntéze.

Pro tyto téely byly provedeny v typovém kmenu Sireptomyces lincolnensis ATCC 25466
mutace uréitych genti pro biosyntézu linkomycinu. Byl vytvofen soubor kment S./incolnensis
defektnich v biosyntéze PPL (geny /mbA, Bl, B2, W, X, ¥) a zavéretné methylaci (gen ImbJ).

Takto pfipravené kmeny jsou uréeny k daldimu testovani na produkei novych latek a to i
v zavislosti na zvolenych kultivaénich podminkach. Podle toho co kéduje konkrétni gen, ktery
byl piipravou kmene zablokovan, je do kultivaéniho média potfeba pfidavat komponenty,
které jsou schopny toto nahradit, coz jsou derivaty linkomycinovych prekurzori, biosyntéza
tak neni zablokovana a probihd za vzniku naprosto novych latek, biologicky aktivnich
derivati linkomycinu.

V téchto kmenech je biosyntéza linkomycinu kédovana /mb shlukem, ktery obsahuje geny
ImbA, B, B2, W, X, Y kédujici proteiny pro tvorbu prekurzoru 4-L-propylprolinu a gen /mbJ,
kodujici  zavéreCnou methylaci  N-demethyllinkomycinu.  Zablokovanim  tvorby 4-L-
propylprolinu lze do kultivaéniho média pfiddvat jiny derivdt prolinu, ktery bude
mikroorganismus schopen v biosyntéze vyuzit a 4-L-propylprolin jim nahradit. Timto
zpusobem lze pFipravit celou Ffadu novych derivati linkomycinu aniz by se musely

pfipravovat synteticky.

Prehled obrazku

Obr.1: Primery pro syntézu inaktivaénich kazet

Obr.2: Chromatogram analyzy UPLC, detekovany jsou piky butyllinkomycinu a
pentyllinkomycinu

Obr. 3: Struktura linkomycinu

Obr. 4: Seznam pouzitych kmend E.coli véetn# obsazeného plasmidu a antibiotika ptitomného
v jeho kultivaénim médiu pfipadng potfebna kultivaéni teplota

Obr, 5: Seznam pouzZitych antibiotik v&etn jejich pouzivané zkratky a koncentrace




v kultiva¢nich médiich

Obr.6: Seznam pouZitych médii vEetné jejich sloZeni

Priklady provedeni vynalezu

Priklad i

Pro ziskani kmene Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 defektniho v biosyntéze
linkomycinu byla provedena inaktivace jedncho z genu udastniciho se syntézy propylprolinu
za pouziti kitu pro cilenou mutagenezi streptomycet (REDIRECT PCR targeting system, Proc
Natl Acad Sci U S A. 100(4), 1541-1546. 2003).

Kosmid LK6, ktery je uchovavan v E. coli BW25113/plJ790, pochazi ze Streptomyces
lincolnensis a nese cely Imb shluk. V tomto kmeni byl gen /mbX nahrazen inaktivaéni kazetou
aac(3)IV /oriT kddujici rezistenci k apramycinw. Tato inaktivaéni kazeta byla vytvoiena PCR
reakei s pomoci primeru Xf a Xr obsahujicich homologni useky okoli genu ImbX. Jako
templét byl pouzit 1383 pb fragment vznikly Stépenim plazmidu plJ773 restrikénimi enzymy
EcoRI a HindIIl. Kmen E. coli BW25113 obsahujict kosmid LK6 a plazmid plJ790 s geny
potfebnymi pro rekombinaci byl elektroporaéné transformovén inaktivatni kazetou a
selektovan na rezistenci k apramycinu (50 mg/L), kanamycinu (50 mg/L) a karbamycinu
(100 mg/L) na LB médiu. Kazeta byla rekombina¢né integrovana do kosmidu LK6 vyménou
za gen ImbX.

Takto pfipraveny kosmid byl konjugatné vnesen do kmene S. lincolnensis ATCC 25466
podle protokolu Kieser T., Bibb M.J., Bittner M.J., Chater K.F., Hopwood D.A. : Practical
Streptomyces genetics, John Innes Centre, Norwich Research Park, Colney, Norwich,

England. (2000)

Transformace S. lincolnensis plasmidovou DNA mezidruhovou konjugaci s E. coli

Kompetentni buiky E. coli ET12567/pUZ8002 byly elektroporaci transformovany
kosmidem pLK6 s inaktivagni kazetou a selektovany na LB médiu s apramycinem (50 pg/ml)
a karbenicilinem (100 pg/ml). Jedna z kolonii byla zaotkovana do 10 ml LB média
obsahujiciho apramycin (50 pg/ml), chloramfenikol (25 pg/ml) a kanamycin (50 pg/ml) a
kultivovana pfes noc. 100 pl pfes noc narostlé kultury bylo preoc¢kovano do 10 ml cerstvého
LB média obsahujiciho apramycin (50 pg/ml), chloramtenikol (25 pg/ml) a kanamycin (50
pg/ml) a inkubovéno na tfepa¢ce do dosaZeni ODeov= 0,4 (cca 4 h). Antibiotika byla z kultury

odstranéna dvojndsobnym promytim bunék 10 ml LB média centrifugaci (1000 g, 10 min,
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20°C) a buriky byly poté resuspendovany v 1 ml LB média.

K 10 pl sporové suspenze Streptomyces lincolnensis (10° cfu) bylo piidano 500 pl 2 x YT
meédia a spory byly podrobeny tepelnému $oku v 50°C po dobu 10 min a ochlazeny na
laboratorni teplotu.

0,5 ml suspenze bunék E. coli ET12567/pUZ8002 bylo smichano 50,5 ml sporové
suspenze Streptomyces lincolnensis a centrifugovano (10 000 g, 5 s, 20°C). Sediment byl
resuspendovan v 50 pl rezidualniho média. Ze suspenze byla pripravena iedici fada od 107 do
107 (suspenze byla fedéna sterilni destilovanou H,O). 100 ul kazdého fedéni bylo vyseto na
MS agar s 10 mmol/l MgClz bez selekce a inkubovano ve 30°C. Po 16 — 20 h byla kazda
miska o priméru 8 cm rovnomémé pielita 1 ml sterilni destilované H,O obsahujici 0.5 mg
kyseliny nalidixové a 1,25 mg apramycinu a dale inkubovana pfi 30°C 3 - 5 dnil.

Klony S.lincolnensis obsahujici inaktivaéni kazetu ve své DNA byly selektovany na
rezistenci k apramycinu (50 mg/L) nejdiive na MS agaru, pak na DNA agaru.

Pro eliminaci vlivu inaktivaéni kazety na transkripci genl ve stejné transkripéni jednotce
bylo vkmenu FE.coli DH5a provedeno v kosmidu 1.K6 vystépeni kazety pomoci FLP
rekombinazy, kodované genem nesenym na plazmidu pBT340. FLP rekombinaza odstranila
centralni ¢ast inaktivacni kazety a na jejim misté zanechala 81 pb dlouhy Gsek DNA - ,jizvu®
(teplota nutna pro indukcl exprese rekombindzy je 42°C, buriky E.coli DH5a s plazmidem
BT340 a kosmidem LK6 byly proto péstovany pfi této teploté).

Mutovany kosmid sjizvou byl pak vnesen transformaci protoplasti podle protokolu
Jandova Z., Tichy P.: Transformation of Streptomyces lincolnensis protoplasts with plasmid
vectors. in Folia Microbiol (Praha),37(3),181-7.(1992) do bunék streptomycetového kmene,

které mély jiz funkéni gen /mbX nahrazen za inaktivaéni kazetu.

Ptiprava protoplastl S. lincolnensis

Inokulum bylo ptipraveno zaotkovanim 50 ml YEME média s 10 % sacharézou a
5 mmol/l MgCly sporami kmene Streptomyces lincolnensis s inaktivaéni kazetou ze Sikmého
agaru a inkubaci na tfepacce pfi 30°C po dobu 24 h. Poté byl 1 ml inokula pfeoc¢kovan do
¢erstvého YEME média s 10 % sacharézou, 3 mmol/l MgCly a 0,5 % glycinem a kultura byla
inkubovana na tfepatce pfi 28°C po dobu 16-17 hod. Bufniky byly sklizeny centrifugaci
(10 min, 12°C, 6000 g), dvakrat promyty 15 ml P pufru za tychZ podminek a resuspendovany
v 10 ml P pufru slyzozymem (2 mg/ml). Suspenze bunék byla inkubovana pii 30°C
s obasnym promichanim. Tvorba protoplastt byla sledovana mikroskopicky. Zbytky mycelia

byly odstranény centrifugaci (10 min, 20°C, 1 000 g). Protoplasty byly ptefiltrovany pres




sterilni vatovy filtr, centrifugovany (10 min, 20°C, 3000 g) a dvakrat promyty P pufrem za
tychZz podminek, Nakonec byly sedimentované protoplasty resuspendovany ve 200 ul P pufru

a ihned pouZity pro transformaci.

Transformace protoplastii S. /incolnensis

500 ng v objemu 5 pl plazmidové DNA mutovaného kosmidu s jizvou bylo smichano
s 5 pl 50 % sacharozy a ke smési bylo pfidano 100 pl suspenze protoplasti. Po promichani
bylo k suspenzi pfidano 200 ul T pufru, suspenze protoplastd byla opét promichdna a ihned
vyseta na R2YE agar. Po 16 hodinach inkubace pii 30°C byly ob& misky pielity 2 ml vodného
roztoku kanamycinu o koncentraci 200 pg/ml R2YE agaru a inkubovana pii 30°C po dalich
7-10 dni.

Homologni rekombinaci se inaktivaéni kazeta vymeénila za jizvu. Dvojité rekombinanty
ziskan¢ho kmene Strepiomyces lincolnensis AlmbX byly selektovany na ztratu apramycinové
rezistence.

Buiiky E. coli byly kultivovany v tekutych nebo na pevnych médiich (LB, SOC) p#i 37°C.
Kmen BW25113/LK6/plI790 byl kultivovan pti 30°C. Po transformaci kazetou dany kmen
byl péstovan pii 37°C. Kmen DHS5a obsahujici plazmid pBT340 byl péstovan pfi 30°C.
Tekuté kultury byly inkubovany na rotacni tfepacce pii 200 RPM.

Bunky Streptomyces lincolnensis byly kultivovany v tekutych nebo na pevnych médiich
(R2YE, M§, DNA, YT) pfi 28— 30°C. Tekuté kultury byly inkubovany na rotaéni tepadce pfi
230 RPM a byly zakladany v Erlenmayerovych barikach o objemu 500 ml, které byly
opatieny vlisy pro zabranéni tvorby shlukil mycelia. Pro selekci bunék nesoucich vektor byla

do kultivaénich médii pt¥idana odpovidajici antibiotika.

Piiklad 2

Kmen Sireptomyces lincolnensis AlmbX defektni v biosyntéze PPL byl v koncentraci
10% spor naotkovéan do 50 ml inokulaniho média YEME a kultivovan 30 hod pii 28°C. Poté
bylo do 20 ml produkéniho média AVM s pridavkem 4-L-butyl prolinu (100 mg/f)
naotkovano 5 % inokula¢ni kultury. Kultivace trvala 120 hod pfi 28°C. Po jejim ukoneni
byla kultivaéni kapalina od narostlé kultury oddélena centrifugaci a ziskany supernatant byl

pouZit na analyzu pro stanoveni produkovaného derivatu linkomycinu - butyllinkomyeinu.

Piklad 3




Kmen Streptomyces lincolnensis AlmbX defektni v biosyntéze PPL byl v koncentraci
10% spor nao¢kovan do 50 ml inokula¢niho média YEME a kultivovan 30 hod pi 28°C. Poté
bylo do 20 ml produkéniho média AVM s piidavkem 4-L-pentyl prolinu (100 mg/l)
naockovano 5 % inokulaéni kultury. Kultivace trvala 120 hod pfi 28°C. Po jejim ukondeni
byla kultivaéni kapalina od narostlé kultury oddélena centrifugaci a ziskany supernatant byl

pouZit na analyzu pro stanoveni produkovaného derivatu linkomycinu — pentyllinkomycinu,

Piiklad 4

Pro analyzu butyllinkomycinu (ddle BuLIN) byl pouzit Acquity UPLC systém (Waters,
Milford, Massachusetts) s 2996 PDA detektorem nastavenym na 194 nm. Vysledky byly
zpracovany pomoci potitatového programu Empower 2 (Waters). Supernatant kultivaéniho
média byl piecistén pomoci SPE Oasis HLB 3cc extrakénich kolonek. Vzorek (4 ml) byl
nanesen na kolonku pfedem kondicionovanou a ekvilibrovanou methanolem (3 ml) a vodou
(3 ml). Cést matrice vzorku byla vymyta vodou (3 ml) a 10% methanolem (v/v, 1 ml). Frakce
obsahujici derivaty linkomycinu byly vymyty 80% methanolem (v/v, 1ml), edpafeny do sucha
a znovu rozpustény ve 200 pl methanolu.Vzorky byly analyzovany na chromatografické
koloné BEH C18 column (50 x 2.1 mm, pramér ¢dstic 1.7 um, Waters); mobilni faze byla
slozena ze slozky A, | mmol/l mravenéan amonny (pH 9.0), a slozky B, acetonitril,
izokratickd eluce (24 % B); prittokovd rychlost: 0,4 ml min™, teplota kolony: 35°C, rychlost
shéru dat: 20 pis s, davkovany objem: 5 pl, ¢as analyzy: 3.5 min. Po kaZdé analyze
nasledoval vyplach kolony (100% acetonitrilem, 1 min) a j¢ji ekvilibrace (1,5 min). Eluent za
kolonou obsahujici BULIN (retenéni ¢as 5,05 min) byl odebran, vysu$en do sucha a pouzit pro

MS analyzu, ktera pfitomnost butyllinkomycinu ve vzorku potvrdila.

Ptiklad 5

Pro analyzu pentyllinkomycinu (déle PeLIN) byl pouZit Acquity UPLC sysiém (Waters,
Milford, Massachusetts) s 2996 PDA detektorem nastavenym na 194 nm. Vysledky byly
zpracovéany pomoci poitaového programu Empower 2 (Waters). Supernatant kultivaéniho
média byl piedistén pomoci SPE Oasis HLB 3cc extrakénich kolonek. Vzorek (4 ml) byl
nanesen na kolonku ptedem kondicionovanou a ekvilibrovanou methanolem (3 ml) a vodou
(3 ml). Cést matrice vzorku byla vymyta vodou (3 ml) a 10% methanolem (v/v, | ml). Frakce

obsahujici derivaty linkomycinu byly vymyty 80% methanolem (v/v, 1ml), odpafeny do sucha




a znovu rozpudtény ve 200 pl methanolu. Vzorky byly analyzovany na chromatografické
kolon¢ BEH CI8 column (50 x 2.1 mm, primeér &astic 1.7 um, Waters); mobilni faze byla
sloZena ze sloZky A, 1 mmol/l mravenéan amonny (pH 9,0), a slozky B, acetonitril; linearni

gradientova eluce min/% B: 0/5, 10/52,5; pritokova rychlost: 0,4 ml min’

, teplota
kolony: 35°C, rychlost sbéru dat: 20 pts s, davkovany objem. $ pl, Cas analyzy: 3.5 min. Po
kazdé analyze néasledoval vyplach kolony (100% acetonitrilem, 1 min) a jeji ekvilibrace
(1,5 min). Eluent za kolonou obsahujici PeLIN (retenéni ¢as 7,10 min) byl odebran, vysusen

do sucha a pouzit pro MS analyzu, kterd ptitomnost pentyllinkomycinu ve vzorku potvrdila.

Priklad 6

Pro ziskani kmene Streptomyces lincolnensis ATCC 25466 defektniho v biosyntéze
propylprolinu a v zavéretné methylaci N-demetyllinkomycinu byla souasné provedena
inaktivace genll /mbX a ImbJ za pouZiti kitu pro cilenou mutagenezi streptomycet
(REDIRECT PCR targeting system, Proc Natl Acad Sci U S A. 100(4), 1541-1546. 2003).
V kosmidu LKé nesoucim cely /mb shluk byl gen ImbX nahrazen inaktivaéni kazetou
aac(3)[V/oriT kodujici rezistenci k apramycinu (50 mg/l). Tato inaktivani kazeta byla
vytvofena PCR reakei s pomoci primeru Xf'a Xr (tab. 2.) obsahujicich homologni Gseky okoli
genu /mbX. Jako templat byl pouzit 1383 pb fragment vznikly tépenim plazmidu plJ773
restrikénimi enzymy EcoRI a HindIIl. Dalsi gen /mbJ byl nahrazen ve stejném kosmidu
kazetou vph, koduyjici rezistenci k viomycinu (30 mg/L). Tato inaktivaini kazeta byla
vytvotena PCR reakei s pomoci primeru Jf a Jr obsahujicich homelogni seky okoli genu
ImbJ. Jako templat byl pouzit 1622 pb fragment vznikly Stépenim plazmidu pll781
restrikénimi enzymy EcoRI a Hindlll. Kmen £ coli BW25113 obsahujici kosmid LKé a
plazmid plJ790 s geny potiebnymi pro rekombinaci byl postupné transformovan
inaktivaénimi kazetami. Kazety byly rekombinaéné integrovany do kosmidu LK6 vyménou za
geny imhX a ImhJ. Takto ptipraveny kosmid byl konjugacné vnesen do kmene S. lincolnensis
ATCC 25466. Klony Slincolnensis obsahujici kazety byly selektovany na rezistenci
k apramycinu a viomycinu. Pro eliminaci vlivu inaktivaénich kazet na transkripci genli ve
stejné transkripéni jednotce bylo provedeno vystépeni kazet pomoci FLP rekombindzy,
kodované genem nesenym na plazmidu pBT340. FLP rekombindza odstranila centralni ¢asti
inaktivatnich kazet a zanechala 81 pb dlouhé Gseky DNA — jizvy“. Mutovany kosmid
s jizvami byl pak vnesen do bunék streptomycetového kmene, ktery mél jiz geny /mbX a J

nahrazeny za inaktivaéni kazety. Homologni rekombinaci se inaktivaéni kazety vyménily za




jizvy. Kultiva¢ni, selek¢ni a transformaéni podminky byly shodné s podminkami uvedenymi
v pfikladu 1.

Primyslova vyuZitelnost

Nové pfipravené derivaty linkomycinovych antibiotik jsou vyuzitelné pro vyvoj novych

Gcinnych latek proti infekcim patogennich mikroorganismd. Tedy ve farmaceutickém
primyslu, lékarstvi.
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob biotechnologické piipravy derivati linkomycinu vyznagujici se tim,
Ze pro kultivaci je pouzit kmen Streptomyces lincolnensis ATCC 25466, kiery ma
inaktivovany alespoil jeden gen ze sluku /mb kddujici biosyntézu 4-L-propylprolinu,
pritemz do kultivaéntho média musi byt dodana néhrada za slozku, jejiz syntéza je

inaktivaci zablokovana.

Zplsob biotechnologické pfipravy derivati linkomycinu podle naroku 1
vyznafujici se tim, Ze inaktivovany je gen /mbX pro biosyntézu 4-L-

propylprolinu.

Zpisob biotechnologické pripravy derivati linkomycinu  podle ndroku 2
vyznalujici se tim, Ze jako nahrada za slozku je do média pfiddvan derivat

prolinu.

Pouziti kmene podle naroku 1 pro biotechnologickou pfipravu biologicky

aktivn&jsich derivatd linkomycinu.

PouZiti kmene podle naroku 4 ktery mé inaktivované geny ImbJ a ImbX pro

biotechnologickou ptipravu biologicky aktivngj$ich derivatl linkomycinu.

Pouziti kmene podle ndroku 4 ktery ma inaktivovany gen /mbX pro

biotechnologickou pEipravu biologicky aktivngjsich derivatl linkomycinu.

Pouziti kmene podle ndroku 4 ktery md inaktivovany gen ImbJ pro

biotechnologickou pfipravu biologicky aktivngjsich derivatii linkomycinu




ALY § §E-E..§ E:":-é ézﬂé

PY 1009 - 1%
Obr.1 15 06

[naktivaéni primery

dJt

5*-CGAGTGGCCAACGTCCTGGTGAGGAAAGAGAATTCAATGATTCCGGGG
ATCCGTCGACC- 3

dir

5*-GCGCCCTAGTCACCGTGCGCCCGGGCGTAGACGGACACGTGTAGGCTGGA
GCTGCTTC- 3°

dXf
5*-CGCGCCCATCCTGCACAGCGCACCGGAGGAAGCATGATCATTCCGGGGA
TCCGTCGACC- 3¢

dXr

5*-GAGAAAAGAGCCGCTGACGCAAGGGGCCCTCGGCGACTATGTAGGCTGG
AGCTGCTTC- 3*

Ovéfovaci primery

chJf  5*-TCCCGGTCGAAGAACAC- ¥
chlr  5*-GTCGCGCCCTAGTCAC- 3*
chXf 5°-CCGGCATCAACGACT- 3¢

chXr 5-CCAGATGGAACGAATTCA- 3°
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QObr.4:

PouZité¢ kmeny E.coli:

Bakteriélni kmen/plazmid/antb:

DH5a/pl]773/apra a amp

DH5a/plJ781/viomycin

BW25113/plJ790/cm (30 °C)

BW25113/plJ790+LK6 kosmid/karb + cm + kan (30 °C)

BW25113/ LK6 kosmid+kazeta plJ773/ apra + karb + kan

BW25113/ plJ790+1L.K6 cosmid+kazeta plJ773/ apra + cm + kan (30 °C)
BW25113/ LK6 kosmid+kazeta pl1773+kazeta pl}781/ apra + karb + kan + vio
ET12567/pUZ8002/kan (25 pg/ml) + cm

ET12567/pUZ8002+ LK6 kosmid-+kazeta plJ773/apra + ¢cm + kan
DH350/BT340/em (30 °C)

DH50/LK6 kosmid s jizvowkan
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selekéni antibiotika;

Koncentrace antibiotik v médiu:

Apramycin (apra) 50 ng/ml
Ampicilin (amp} 100 pg/ml
Karbenicilin (karb) 100 pg/ml
Viomycin (vio) 30 pg/ml
Chloramfenikol (cm) 25 pg/ml
Kanamycin (kan) 50 pg/ml
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Obr. 6

LB médium LB agar
trypton 10g LB médium 1 litr
kvasniény extract S5g agar 15¢
NaCl 10g
dH:0 ad 1 000 ml. pH

7,5
SOC médium: MS agar:
kvasniCny extract 55¢ agar 20g
ttypton 20¢g manitol 20¢
NaCl 1M 10 ml sdjova mouka 20¢
KCL 1M 2,5ml vodovodni H,O  ad 1 000 ml
d¢H,O 970 ml, pH 7,0
po sterilizaci pFidat
2 M MgCl, 10 ml
2 M glukoza 10 ml
YEME : BG agar:
kvasniCny extract Jg kvasniény 4g

extract

pepton 5g sladovy extract 10 g
sladovy extract jg glukoza 4g
sacharOza 340 g CaCO, 2g
glukoza 10g agar 12g
dH,0 ad 1 000 ml, pH dH,0 do 1 000 ml, pH

7.2 1.2
po sterilizaci pridat:
2,5 M MgCly 2 ml
AVM médium: DNA agar:
(NHg )2 SO4 2g agar 10g
kvasni¢ny extract 2 trypton 10g
NaCl 2g NaCl 5¢g
K HPO4 50 mg glukoza lg
CaCO; 5g dH:0 do 1 000 ml
FeSO, 7H, 0 50 mg
MnSO4 7H, O 50 mg
MgSO4 7TH, O 100 mg
dH,0 ad 880 ml, pH 7.4
po sterilizaci pridai: Bl agar:
25% glukoza 120 ml Hovézi extract 10 g

Pepton 10¢

2x YT médium: NaCl 5g
Difco Bacto tryptone 16 g Agar 20¢g
Difco Bacto yeast 10g dH,O ad 1000 ml, pH
extract 7.2
Na(l 5g
dH,0 ad 1 000 ml
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R2YE agar: Stopové prvky:
Sachardza 103 g ZnCly 40 mg
K;S0, 0,25 ¢ FeCly . 6 H:0 200 mg
MgCl, 6H, 0 10,12 ¢ CuCl;. 2 HxO 10 mg
Glukoza 10 ¢ MnCl,. 4 H,O 10 mg
casamino acids 01¢g Na;B407. 10 10 mg
H,O
Agar 20¢g (NH4)Mo7024 . 10 mg
4 H,0O
dH,0 ad 800 ml, pH 7,2 dH,0 ad 1 000 ml
Po sterilizaci pFidat:
kvasni¢ny extract 50 ml
{10%)
KH;P04(0,5%) 10 ml
CaCl; 2H, O (3,68 80 ml
%)
L-prolin (20%) 15 mi
TES (5,73%, pH 7.2) 100 ml
stopove prvky 2ml
IM NaOH 5 ml
T pufr: P pufr:
sachardza 25 ml sacharoza 103 ¢
HQO 75 ml KzSOq 0,25 g
stopové prvky (kap. 0,2 ml MgCla . 6H,0  2,02¢
3.1.3)
K,HPO, (2,5%) I ml stopové prvky 2 ml
{kap. 3.1.3.)
K 9,3 ml smési Doplnit H,O na §00ml
pridat:
CaCly 0.2 ml Po sterilizaci
k 50 mi pridat:
1M Tris/kyselina 0,5 ml K;HPO4 (0,5%) 1 ml
maleinova, pH 8.0
CaCly 2H,0 10 ml
(3,68%)
TES pufr 10 ml

(5,73%,pH 7.2)
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