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Oblast techniky

Vynalez se tyka sekvence DNA z genu fimbrii kmene
Escherichia coli DSM 6601.

Dosavadni stav techniky

Escherichia coli je gramnegativni bakterie, ktera se vyskytuje ve
stfevech u lidi i jinych zivogichl i v jiném prostiedi. Tento
mikroorganismus mé velké mnozstvi variant, které se od sebe li8i
antigeny pouzdra, povrchovymi antigeny a antigeny bi¢iku, takze mulze
byt rozdélen na celou fadu serologickych typl. Zafazeni podle
serotypl v8ak nevypovida téméf nic o virulenci jednotlivych kmend,
takze i v pfipadé téhoz serotypu je mikroorganismus rozdilné
pathogenni pro &lovéka i pro jiné zivodichy, tyto rozdily se mohou v
extrémnich pfipadech pohybovat od avirulence az po vysokou
pathogenitu. Kmen E. coli DSM 6601 patfi do serologicke skupiny
06:K5 a je hodnocen jako nepatogenni pro ¢lovéka i pro jiné

zivocichy.

Tento kmen ma dva chromosomalné kédované geny pro fimbrie,
a to typ | (fim) a typ F1C (foc). Je zndmo, Ze fimbrie tohoto kmene
nesou adhesin. Adhesiny jsou struktury, které hraji podstatnou tlohu

pfi pFilnuti bakterialnich bunék na jiné bunky.

Geny fimbrii maji pfevazné pouZiti v analytice a diagnostice.
Pouzit je véak mozno tyto geny také v lékafstvi a ve fyziologii vyzivy

nebo v biotechnologiich.



Geny fimbrii nebo jejich hiavni podjednotky je mozno vyuZzit
napf. k charakterizaci ur€itého kmene, takze je mozno ziskat dalsi

informace o sekvencich téchto gend.

Podstata vynalezu

Nyni byly provadény vyzkumy kmene E. coli DSM 6601 a byly
ziskany sekvence DNA pro hlavni podjednotku fimbrii fimA, ktera je
znazornéna na obr. 1 a pro podjednotku focA, ktera je znazornéna na
obr. 2. Tyto sekvence DNA, ziskané z uvedeného kmene byly
podrobeny analyze sekvence pomoci programu banky dat a byly
srovnavany se sekvencemi DNA znamych kmend. Pfi analyze
podjednotky focA kmene DSM 6601 se sekvenci z kmene AD 110, byly
prokazany odchylky v jediném misté, kdezto pfi srovnani sekvence
DNA kmene DSM 6601 (gen fimA) se srovnavacim kmenem HB 101,
byly prokazany odchylky na vétsim poctu mist, jak je zfejmé z obr. 1 a
2.

Pro analyzu obou hlavnich podjednotek gent fimbrii fimA a focA
kmene DMS 6601 a srovnavacich kment AD 110 a HB 101, byly
odpovidajici fragmenty DNA nejprve zpracovany pisobenim PCR z

chromosomu uvedenych kmend.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi

priklady, které v8ak nemaji slouzit k omezeni jeho rozsahu.

Pfiklady provedeni vynalezu
Priklad 1
Ziskani genu fimA z kment DSM 6601 a HB 101

Pro PCR-reakci byly pouzity nasledujici pary primerd:
fimA1: 5-GTG TAC AGA ACG ACT GCC-%
fimA2; 5-GTA ATG ACG TCC CTG AAC-3’



Podminky PCR: Stupefi 1: 3 min pfi 95 °C denaturace
Stupen 2: 45 s pfi 95 °C
Stupen 3: 45 s pfi 53 °C
Stupen 4: 45 s pii 72 °C
Stupefi 5: 5 min pfi 72 °C
Stupné 2 az 4 se opakuji 30krat.

Pfiklad 2
Ziskani genu focA z kmenG DSM 6601 a AD 110

Pro PCR-reakci byly pouzity nasledujici pary primer(:
focA1: 5-CTC ACA TTG CAT TTA TGA AC-3’
focA2: 5-GGT ATA TAT CCG TTA CAC TG-&

Podminky PCR: Stupen 1: 3 min pfi 95 °C denaturace
Stupen 2: 45 s pfi 95 °C
Stupen 3: 45 s pfi 51 °C
Stupen 4: 45 s pfi 72 °C
Stupeni 5: 5 min pfi 72 °C
Stupné 2 az 4 se opakuji 30krat.

Priklad 3

Klonovani a izolace plasmidu

PCR-produkty, ziskané v pfikladu 1 a 2 byly klonovany
zplsobem podle publikace Sambrook J., Fritsch E. F., Maniatis T,
Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, druhé vydani 1989, Cloning, Transformation, 1.53-18.84,
PCR: 14.00 - 14.35 ve vektoru pUC 18 a vysledna DNA plasmidu byla

pouzita k transformaci kmene E. coli K12, DH5alfa.



Izolace DNA plasmidu byla provadéna zplsobem podle
publikace Birnboim A. C., a Doly J., 1979, Nucl. Acids Res. 7:1513-
1523: A rapid alkaline extraction procedure for screening recombinant
plasmid DNA.

Postup byl provadén tak, ze 3 ml prostfedi LB byly naockovany
kolonii bakterii a zivny roztok byl pfes noc protfepavan pfi teploté
37 °C. Pak byla kultura odstiedéna v Eppendorfové nadobce a stfedni
gast byla odstranéna pipetou. Usazenina byla znovu uvedena do
suspenze ve 100 mikrolitrech roztoku I, ktery obsahoval 50 mM
glukézy, 10 mM EDTA o pH 8, 25 mM Tris-HCl o pH 8. Po 5 minutach
inkubace pfi teploté mistnosti bylo pfidano 200 mikrolitri roztoku i,
obsahujiciho 0,2 N hydroxidu sodného s 1 % SDS, smés byla michana
az do vylefeni a nadobka byla uloZzena na dalSich 5 minut do ledu.
Pak bylo pfidano 150 mikrolitr(i roztoku I, obsahujiciho 3 M octanu
sodného o pH 4,8, smés byla kratkou dobu protfepavana az do
vysrazeni chromosomalni DNA ve formé vlocek a smés byla na dalSich
5 minut ulozena do ledu. Vysrazena chromosomaini DNA a zbytky
bunék byly jesté 5 minut odstfedény a supernatant, obsahujici DNA
plasmidu, byl pfenesen do jiné nadobky. K gisténi DNA plasmidu bylo
pfidano 50 mikrolitrd fenolu a 150 mikrolitri smési chloroformu a
isoamylalkoholu v poméru 24:1 a po kratkém protfepani byla smés na
2 minuty odstfedéna. Vodna faze byla pipetou pfenesena do jiné
nadobky. DNA plasmidu byla vysrazena pfidanim dvou objemu
ledového ethanolu, nageZ byla smés odstiedéna 10 minut. Usazenina
byla promyta 70% ethanolem a vysuSena. DNA plasmidu byla znovu
uvedena do suspenze ve 20 mikrolitrech bidestilované vody a pak

uloZena pfi teploté -20 °C.



Pfiklad 4

Analyza sekvence DNA

Analyza sekvence DNA byla provedena zpisobem podle
publikace Sanger F., Nicklen S., a Coulson, A. R., 1977 Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74: 5463-5467: DNA sequencing with chain

terminating inhibitors.

Analyza sekvence DNA byla provadéna pfi pouziti balicku T7

(Pharmacia LKB) pro analyzu sekvence.

V denaturaénim stupni bylo smiseno 8 mikrolitri (1,5 az 2
mikrogramy) DNA plasmidu a 2 mikrolitri, 2 N roztoku hydroxidu
sodného, po kratkém odstiedéni byla smés inkubovéana pfi teploté
mistnosti. Pak byla DNA vysraZzena pfidanim 3 mikrolitri 3 M octanu
sodného o pH 4,8, 7 mikrolitrG bidestilované vody a 60 mikrolitru
ledového absolutniho ethanolu, sraZeni trvalo 15 minut pfi teploté
_70 °C. Vysrazena DNA byla odstfedéna 10 minut, promyta 70%

ethanolem a ususena.

Pfi vazné reakci byla denaturovana DNA uvedena do suspenze v
10 mikrolitrech bidestilované vody, bylo pfidano 2 mikrolitry pufru pro
vazbu a 2 mikrolitry primeru (40 ng). Smés byla inkubovana 20 minut
pii teploté 37 °C tak, aby bylo mozno uskutecnit vazbu primeru na
matrici DNA. Reakéni smés byla na 10 minut zchlazena na teplotu
mistnosti a pak byla okamzité pouzita pro znaéeni nebo byla
zchlazena na teplotu -20 °C a ulozena. Pfi znaeni byla vytvorena
smés 3 mikrolitry znagici smési, 1 mikrolitr [alfa->’P]dATP a
2 mikrolitry T7-polymerazy (T7-polymeraza byla zfedéna pufrem pro
Fedéni enzym® v poméru 1:5) a po kratkém promichani byla smés
inkubovana 5 minut pfi teploté mistnosti. V pribéhu této doby byla

pfedehiata smés pro analyzu a pro terminacni reakci na teplotu 37 °C



(na 1 nadobku 2,5 mikrolitrd smési ‘G’-, ‘A’-, 'T'-a ‘C’-). Po ukonéeni
znadici reakce byly vzdy 4 mikrolitry této smési pfidany do 4 smési pro
analyzu sekvence a smési byly kratce promichany pipetou. Terminacni
reakéni smési byly inkubovany 5 minut pfi teploté 37 °C. K ukonceni
reakce bylo pfidano vzdy 5 mikrolitrd roztoku pro pferusenti reakce.
Smési byly pfeneseny do inkubatoru s teplotou 95 °C, 2 minuty
denaturovany a pak ulozeny do ledu. Vzdy 2,5 mikrolitri reakéni smeési
bylo naneseno na gel pro analyzu sekvence se slozenim 25,2 g
mo&oviny, 22 ml bidestilované vody, 6 ml 10x TBE, 10 ml 40%
polyakrylamidu, 2 ml persiranu amonného s koncentraci 16 mg/ml a
60 mikrolitrd TEMED v pofadi ‘G’, ‘A’, ‘T’, ‘C’. Elektroforéza probihala
pfi 40 W a napéti 1500 V celkem 4,5 hodin.

Tyto sekvence DNA je také moZno znamym zplUsobem pfipravit
synteticky a urcité useky sekVence pak pouzit jako primery, coz
umozni identifikaci kmene E. coli DSM 6601. Rovnéz je mozno uloZit
odpovidajici sekvence DNA tohoto kmene genetickou technologii do
jinych kmenu E. coli, a tim napf. modifikovat pfilnuti bunék nebo

vlastnosti kolonii jinych kmen.
Udaje o sekvenci fimadsm:

Vlastnosti sekvence:

Délka 549 paru bazi
Typ DNA

Druh Fetézce dvojity
Topologie linearni

Pavod sekvence:
Organismus Escherichia coli
Kmen DSM 6601

Typ bunék jednobunéény organismus
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Udaje o sekvenci focadsm:
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Popis sekvence focadsm:
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PATENTOVE NAROKY Yt

1. Sekvence DNA se sledem nukleotidl, znazornénym na obr. 1

nebo ¢ast této sekvence.

2. Sekvence DNA se sledem nukleotidll, znazornénym na obr. 2

nebo ¢ast této sekvence.

3. Pouziti sekvence DNA podle naroku 1 nebo 2 v mikrobiologicke

analytice a/nebo diagnostice.

4. Pouziti sekvence DNA podle naroku 1 nebo 2 v lékafstvi a/nebo

pro Gcéely fyziologie vyzivy nebo probioticke Gcely.

5. Pouziti sekvence DNA podle naroku 1 nebo 2 v biotechnologii,

zejména jako vektoru pro expresi.

Zastupuje:
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