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(57) Re%eni se tykd nového rekombinova-
ného plasmidu pPM882 s obsahem anadno
vydélitelné genetické informace v 6925
kp velkém HindIII fragmentu kodujfcim
resistenci k antibiotikim neomycinu

a thiostreptonu. Charskteristickjmi
znaky rekombinovaného plasmidu pPM882
Jpmol. hmotnost 11,3 kb a schopnost
zvySovat svij poldet kopif{ v bunce hos-
titelského kmene E. coli pro pfriddn{
chloramfenikolu. Rekombinoveny plasmid
pPM882 je mnoZfen a uchovdvdn v bunkéch
kmene E. coli HB10! uloZeného v Cesko-
slovenské sbirce mikroorganismd Univer-
sity J. E. Purkyn& v Brné pod &{slem
CCN 4007.
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Vyndlez se tykd nového rekomdinovandho plasmidu pPMBB2 o velikosti 11,3 kb s obsa-
hem genetické informace, kodujic{ resistenci k neomycinu a thiostreptonu v bunkdch
streptomycet.

Rozvojem genetického infenyrstv{ vznikla rozsdhld potfeba vy¥lenit genetickou in-
fcrmaci na snadno manipulovatelny extrachromosomovy replikon, ktery potom slouif Jako
vektorovd molekula pro prenos genetické informace do svolené hostitelaké bunky nebo jako
snadny sdroj genetické informace pii rekombinalnich pokusech in vitro. Nejvhodn&ji{ ex-
trachromosomovymi molekulami DNA pro genetické inZenyrstvi ve streptomycetdch jsou ve
streptomycetovych bunkdch prirozend se vyskytujfic{ molekuly plasmidd. V letech 1980 a%
1986 byla z rliznych streptomycetovych kmenl) isolovéna Fada plasmidd a i kdyZ tyto plasmi-
dy neobsahovaly %4dné snadno detekovatelnd geny, byla vét3ina z nich okamZitd patentovd
chrdnéna., Namdtkou uvddime kryptické streptomycetové plasmidy patentované v letech 1983
a¥ 1985. Plasmid pOA29 ze Streptomyces griseus-japonsky patent 5914593, plasmid pOAlg ze
S. griseus-japonsky} patent 59143588, plasmid pSJ2 ze S. jumonjinensis-japonsky patent
59213391, plasmid pSJ! ze S. Jumonjinensis-japonsky patent 59220188, plasmid pSANI8' ze
S. fulvoviridis-US patent 4517300, plasmid pATM3 ze S. castaneoglobisporus-US patent
4518698.

K udinnému genetickému inienyrstvi ve streptomycetdch je viak bezpodm{nelnd nutné
provést oznaleni kryptickych plasmidd snadno selektovatelnymi znaky. Takovymi znaky mohou
byt 1 geny kodujfc{ resiatenci k antibiotikim thiostreptonu (tsr gen) a neomycinu (aph
gen). Tyto geny byly v John Innes Institute v Anglii vyllen¥ny z chromosomu Streptomyces
sntibioticus a Streptomyces fradiae na n&kolik streptomycetovych plasmidy (Hopwood et al.
Genetic Manipulation of Streptomyces, Laboratory Manual. John Innes Foundation, Norwich
1985), z kterych jsou v3ak manipulac{ in vitro té&2ko vydlenitelné a isolované plasmidové
DRA pii isolaci Zasto kontaminovédny chromosomovou DNA streptomycet. '

Pokusy o klonovédni celého streptomycetového plasmidu v E. coli konstruovénim tzv.
shuttle vektoru vedou p#i prenosech do streptomycet k zna¥nému podkozenf{ shuttle vektoru
zpisobendho rozsdhlymi delecemi, majfcimi poldtek v plasmidu pBR322, ktery zajistuje
replikace shuttle vektoru v bunkdch E. coli.

Klonovéni:aph a tsr gen) xodujfcich syntézu enzymi aminoglykosidofosfotransferdzy
a 168RNA metylézy, (jejichZ produkce streptomycetovou bunkou zajistuje resistenci strepto-
mycetové bunky k antibiotiku neomycinu a thiostreptonu) v plasmidovém vektoru pBR322,
podle vynélezu‘umoiﬁuje bezpelnd uchovdni aph a tsr genu v rekombinalnd deficientnim
hostiteli E. coli. Odtud lze oba geny snadno prenést na streptomycetové replikony a pre-
nesen{ podstatn¥ krat3ich usekid DNA, navic streptomycetového pivodu, pirekondvd problém
delec{ nalezenych p¥i pouZit{ shuttle vektorid.

Rekombinovany plasmid pPM882 je mnoZen a uchovdvdn v bunkdch kmene Escherichia coli
HB101, kde vykazuje vysokou stabilitu. P¥{tomnost rekomdbinovaného plasmidu v bunkédch E.
coli HB10!} je snadno detekovatelnd resistenc{ kmene k ampicilinu a jeho citlivosti

k tetracyklinu.
Kmen E. coli HB101, ve kterém je rekombinovany plasmid uchovédvdn je uloZien v Cesko-
slovenské sbirce mikroorganismd University J. E. Purkyn# v Brn& pod &fslem CCM 4007.

Charakteristickym znakem rekombinovaného plasmidu pFM882 je molekulovd hmotmost 11,2
kb a p¥{tomnost 6 925 bp velkého HindIII restrik&niho fragmentu isolovaného ze strepto-
mycetového plasmidu pIJ6! (Thompson et al. J. Bacteriol. 151:668, 1982), ktery obsahuje
geny determinujici resistenci k neomycinu a thiostreptonu v bunkdch streptomycet a ddle
zachovdvd schopnoat plasmidd zvySovat jeho polet kdpif v hostitelské bunce E. coli po
piidén{ chloramfenikolu. ZvjSeni podtu xopif rekombinovaného plasmidu pPM882 vyrazné
zjednodu3{ proces isolace tiaekd deoxyribonukleové kyseliny (DNA), kterd koduje resisten-
¢ci x neomycinu a thiostreptonu v bunkdch streptomycet, a tim umoZnuje rychlé a spolehli-
vé znalen{ konstruovanych extrachromosomovich vektord poufivanych pro genové manipulace
v 3iroké 3kédle primyslové vyznamngch streptomycet. Rekombinovany plasmid byl z{skén nésle-
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dujf{c{m postupem: £ kmene E. coli'byla isolovédna plasmidovd DNA mnohokopiového plasmidu
pBR322 (Bolivar et al., Gene 2:95, 1977) o velikosti 4 363 bp (Pekn, Gene 22:277, 1978}
kodujfef{ reafstenct k antibiotikim mmplcilinu n tetracyklinu. DNA plaamidu pBR3I22 byln
dtépena restrik¢n{ endonukledzou HindIII, pro kterou je jejf jediné zdsahové m{sto v mo-
lekule DNA plasmidu pBR322 situovéno v oblasti kodujfc{ resistenci k antidiotiku tetra-
cyklinu. Do tohoto HindIII restrik&niho mista byl vpraven ligac{ in vitro pomoci enzymu
T4-DNA ligdzy 6 935 bp velky HindIII fragment, isolovany} z molekuly DNA plasmidu plJé',
jeho? prirozenym hostitelem jsou bunky kmene Streptomyces lividans.

Po vytvoleni rekonbinovanych molekul plasmidu pPM882 byly tyto molekuly transfor-
movény do xompetentnich bunék kmene E. coli HBI101 a bunky obsahujfc{ rekombinovany
plaemid byly detekovény na zdklad® avé citlivoati k antibiotikim ampicilinu a tetra-
cyxlinu. Bunky Xmene E, coli HBI0! transformované plasmidem pPMB82 byly detekovany jako
ampicilin resistentn{ a tetracyklin senzitivni. Takto piripraveny rekombinovany plasmid
si uchoval schopnost vektorové molekuly plasmidu pBR322 zvy3ovat svij polet kopif
v hostitelské bunce E. coli, jestlife byl pridén chloramfenikol k exponencidlné rostou-
eim kulturdm hostitele.

K ovéren{ celistvosti klonované genetické informace dbyly z klond E. coli HBIO!
obsshujfcich rexombinovany plasmid pPM882 isolovédny DNA rekombinovaného plasmidu a pod-
robeny restriknf snalfze. Restrikini analyza prokdzala, fe rekombinované plasmidové DNA
pPM882 ixiované ze sledovanych klonl, obsahuji 6 925 dp velky HindIII restrikéni fracment.

Ligace 6 925 bp velkého plasmidu pIJ61 do vektorové molekuly pBR322 ddvd moinost
pouift zvyieny polet restrikinfch endonukledz k vy3tépen{ restrikinich fragmenty s gene-
tickou informaci pro syntézu neomycinfosfotransferdzy a 16sRNA metyldzy, jejich? syntéza
ve streptomycetové buﬁce‘deterninuje resistenci k neomycinu a thiostreptonu. Restrikénf
fragmenty s{skané 3tépenim rekombinované plasmidové molekuly pFM882 vhodné k zavedeni ge-
nu kodujfciho resistenci k neomycinu do streptomycetovych replikond Jsou uvedeny v tabul-
ce ' a k zaveden{ genu kodujiciho resistenci thiostreptonu do streptomycetovych repliko-

nd v tabulce 2. 0

Rekombinovany plasmid pFM882 pisobf jako zdroj snadno islovatelnych selekénich zna-
xd pro oznafeni plasmidovych a fégovych vektord pouivanych jako vektord k pfenosu gene-
tické informace ve streptomycetdch. Dal3f mofnost yyuiit{ rekombinovaného plasmidu pFM882
je pri konstrukei shuttle vektord pro pfenos genetické informace z E. coli do strepto-

mycetové bunky a vice versa.

Tabulka !
Restrikén{ fragment Inserce Velikost v bp
SatIl - SstIl + ‘ 1 564
Clal -~ Xhol + 3 106
Clal - Kpnl + 3 026
Clal - HindIII + 3 756
Clal - EcoRI + 3 785
Clal - Pstl + 4 506
Clal - BamHI - 4 102
EcoRV -~ Xhol + 2 833
EcoRI - Sphl + 2 753
EcoRV ~ Kpnl + 2 273
EcoRV - HindIII + 3 4832
EcoRV - EcoRI + 3 512
EcoRV - Pstl + 4 262
EcoRV -~ BamHI - 3 829 .
6 925

HindIII - HindIII +




CS 269 184 B! 3

HindIII - BglIl + 4 925
HindIIll - Xhol + 6 275
HindIII - Sphl + 6 195
Xhol - Bglll K

SpH - BglIll +

Sphl - Sphl + 6 572
Pstl - Bglll + 5 374
EcoRI - BgllI + 4 324
EcoRI - Xhol - . 6 34
EcoRI - Sphl - 6 224
Tabulka 2

estrikinl Tragent Taseres T e v o
BglII - BamHI + 2 420
HindIII ~ BamHI + 5 0590
BamHI - BamHI + 5 3%6
SpHI - BamHI . + 5 587
EcoRI - BamHI - 5 079
Patl -~ BamHI - 5 80¢C
BglII - Satl + 2 326
HindIII -~ Sstl + 4 956
Sphl - Sstl + 5 307
EcoRI - SstI - 4 985
Pstl - Sstl - 5 706
Bglll - PstI 2 677
HindIII -~ Pstl 5 307
SpHI - Pstl 5 844
EcoRI - Pstl - 5 326
Pstl - Pstl - 6 057

PREDMET VYNALEZU

Rekombinovany plasmid pPMB882 s obasahem genetické informace, kodujic{ resistenci
k neomycinu a thiostreptonu, charakterizovany} uvedenou restrikin{ enzymovou mapou, ma-
Jlci molekulovou hmotnost 11,3 kb a uchovdvany v kmenu Escherichia coli HB!191 CCM 4007.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

