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Zpuisob vyroby ergosterolu a jeho meziproduktii pomoci

rekombinantnich kvasinek

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka postupu vyroby ergosterolu
a jeho meziprodukti pomoci rekombinantnich kvasinek

a plasmidd pro transformaci kvasinek.

Dosavadni stav_techniky

Ergosterol je koneénym produktem syntézy steroltl
v kvasinkach a v houbach. Hospodafsky vyznam této latky
spoc¢iva jednak v ziskavani vitaminu D, z ergosterolu
pisobenim UV-zafeni a jednak v ziskavani steroidnich hormont
pomoci biotransformace, pridemz se vychazi z ergosterolu.
Skvalen se pouziva jako z4dkladni synteticky material pro
syntézu terpenli. Jeho hydrogenovana forma skvalan se pouziva
v dermatologii a v kosmetice spolu s riznymi derivaty jako
souc¢ast prostredkd pro péci o plet a vlasy. Hospodarsky
vyznam maji i meziprodukty latkové premény ergosterolu.
Nejdalezitéjsi z téchto mezipoduktd jsou farnesol, geraniol
a skvalen. Hospodarsky vyuzitelné jsou i dalsi steroly, jako
napf. zymosterol a lanosterol, pridemz lanosterol je
klicdovou prirodni i syntetickou latkou pouzivanou pro
chemickou syntézu saponint a steroidnich hormont. Lanosterol
dobte pronika do pokozZky a dobre se roztira, a proto se
pouziva jako emulgacni prostfedek a jako ucinna slozka
pletovych krémi.

Pl

Geny fridici latkovou pifeménu ergosterolu v kvasinkéach



jsou dostatecné znamy a klonovany, jako napf.
HMG-CoA-reduktasa (HMG1) (Basson a spol., 1988),
skvalensynthetasa (ERG9) (Fegueur a spol., 1991),
Acyl—CoA:sterol—acyltransferasa (SAT1) (Yu a spol., 1996)

a skvalenepoxidasa (ERG1) (Jandrositz a spol., 1991).
Skvalensynthetasa katalyzuje reakci farnesylpyrofosfatu pres
preskvalenpyrofosfét na skvalen. Reak&éni mechanismy
sterolacyltransferasy nejsou dosud zcela prozkoumény. Vysoka
exprese genu téchto uvedenych enzymi byla jiz ovérovana,
nevedla v&ak k zadnému podstatnému zvy$eni mnozstvi
ziskaného ergosterolu., V pripadé HMGl-vysoké exprese byla
popséana zvySena produkce skvalenu, pfi této reakci byly
kromé& toho zavadény mutace pro pteruseni dals$i reakce po
ziskani skvalenu (EP-0 486 290). Zvy$ena produkce geraniolu
a farnesolu byla rovnéZz popsana, zde v$ak nedochéazelo

k zadné vysoké expresi geni latkové premény ergosterolu,
nybrz k pferuseni reakéniho sledu ve sméru tvorby geraniolu
a farnesolu (EP-0313 465).

Specifické inhibitory biosyntézy ergosterolu mohou
vést i k nahromadéni veétSich mnoZstvi urditych meziprodukti,
naptiklad allylamint, které brani preméné skvalenu na
skvalenepoxid. Tak je mozZno dosahnout podstatného zvysSeni
mnozstvi skvalenu (az 600-nasobek normalniho mnozZstvi)

(Jandrositz a spol., 1991).

Pouziti inhibitort sice umoZfiuje dosahnout podstatného
zvySeni mnoZstvi napt. skvalenu, piresto neni pridavani
téchto latek vyhodné, ponévadz stejné uc¢inky maji v orga-
nismu jiZz jejich nepatrna mnoZzstvi, a proto je zplsob vyroby
produktl biosyntézy ergosterolu zpusobem zvySené produkce

vyhodnéjsi.



Cilem tohoto vynalezu je vypracovani mikrobiologického
postupu vyroby ergosterolu a jeho meziproduktl, k tomu
pot¥ebnych mikroorganismi jako jsou kmeny kvasinek, které
syntetizuji zvysSena mnozstvi ergosterolu resp. potrebnych
meziproduktt a priprava plasmidd potifebnych k transformaci

kmen@ kvasinek.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zjisténo, Ze je mozZno zvys$it mnozZstvi
ergosterolu a jeho meziprodukti, jestlize se vlozi geny
HMG1 (Basson a spol., 1988), ERGY9 (Fegueur a spol., 1991,
Current Genetics 20:365-372), SAT1 (Yu a spol., 1996)
a ERG1 (Jandrositz a spol., 1991) v pfeméneéné formé do
mikroorganismd jako jsou napr. kvasinky, pricdemz jsou tyto
geny vkladany jednotlivé do jednoho plasmidu nebo
v kombinaci do jednoho nebo vice plasmidd a do hostitelskych

bunék se vkladaji soucasné nebo postupne.

Predmé&tem predloZzeného vyndlezu je zplsob, jedoz

podstata spoiva v tom, Ze

a) se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vklada
v preménéné formé& nékolik genl vhodnych pro latkovou

preménu ergosterolu
nebo
b) se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vklada

v preménéné formé& vzdy jeden z genl vhodnych pro

latkovou pfeménu ergosterolu,



d)

e)

f)

takto pripravenym plasmidem se transformuji mikro-
organismy, priCemZz se tyto mikroorganismy transformuji
jednim plasmidem podle a) nebo nékolika plasmidy podle

b) soudasné nebo postupné,

s takto pripravenymi mikroorganismy se provede

fermentace na ergosterol,

po provedené fermentaci se ergosterol a jeho mezipro-

dukty z buné&k extrahuji a analyzuji a konecnée

takto ziskany ergosterol a jeho meziprodukty se Cisti

a izoluji pomoci sloupcové chromatografie.

Pfedmétem tohoto vynalezu je zejména zplisob, jehozZ

podstata spociva v tom, Ze

a-i)

i)
ii)
iii)

iv)

nebo

a-ii)

i)

ii)

se nejprve vytvoii plasmid, do néhoz se vkladaji

nasledujici geny:

gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG),

gen skvalensynthetasy (ERGY)

gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1) a
gen skvalenepoxidasy (ERG1),

se nejprve vytvofi plasmid, do né€hoz se vkladaji

nasledujici geny:

gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG), a
gen skvalensynthetasy (ERGY),



nebo

a-iii) se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vkladaji

iii)

nebo

a-iv)

i)

iv)

nebo

iii)

nasledujici geny:

gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG)

gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1),

se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vkladaji

nasledujici geny:

gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG)

gen skvalenepoxidasy (ERG1) ,

se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vkladaji

nasledujici geny:

gen skvalensynthetasy (ERG9)

gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1)



nebo

a-vi) se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vkladaji

nasledujici geny:

ii) gen skvalensynthetasy (ERG9Y)

iv) gen skvalenepoxidasy (ERG1),
nebo

a-vii) se nejprve vytvori plasmid, do néhoZ se vkladaji

nasledujici geny:

iii) gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1)

iv) gen skvalenepoxidasy (ERG1),

nebo

b) se nejprve vytvori plasmid, do néhoz se vklada vzdy
jeden z gent uvedenych pod a-i,

a

c) pomoci takto pfipravenych plasmidd se transformuji

mikroorganismy, pridemZz tyto mikroorganismy se trans-
formuji jednim plasmidem uvedenym pod a-i) az a-vii)

nebo nékolika plasmidy uvedenymi pod b) soucasné nebo
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postupne,

d) s takto ziskanymi mikroorganismy se provede

fermentace na ergosterol,

e) po provedené fermentaci se ergosterol a jeho mezipro-

dukty vyextrahuji z bunék a analyzuji a konelné

f) takto ziskany ergosterol a jeho meziprodukty se Cisti

a izoluji pomoci sloupcové chromatografie.

Do plasmidd uvedenych Vv a-ii), a-iii) a a-v) je mozno
dodatec¢né vlozit gen skvalenepoxidasy (ERG1) a do plasmidu
uvedeného v a-ii je moZno dodate¢né vlozit gen
acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1). Tyto plasmidy jsou

rovnéz predmétem tohoto vynalezu.

K meziproduktdm patf¥i skvalen, farnesol, geraniol,
lanosterol, zymosterol, 4,4-dimethylzymosterol, ergost-7-
enol a ergosta-5,7-dienol, zejména steroly s 5,7-dienovou

strukturou.

Pouzitymi plasmidy jsou prednostné plasmid YepH2,
ktery obsahuje stredni (mittler) ADH-promotor, t-HMG
(preménénd varianta HMG1) a TRP-terminator (viz obr.1),
plasmid YDpUHK3, ktery obsahuje stfedni ADH-promotor, t-HMG
(pteménéna varianta HMG1) a TRP-terminator, gen pro
kanamycinovou resistenci a gen ura3 (viz obr.2) a plasmid

pADL -SAT1, ktery obsahuje gen SAT1 a gen LEU2 z Yepl3.

Tyto plasmidy a jejich pouziti pro vyrobu ergosterolu
a jeho meziproduktl, jako jsou skvalen, farnesol, geraniol,

lanosterol, zymosterol, 4,4-dimethylzymosterol, 4-methyl-



zymosterol, ergost-7-enol a ergosta-5,7-dienol, zejména
steroly s 5,7-dienovou strukturou, jsou rovnéz predmétem

tohoto vynalezu.

Hostitelem pro zavadéni plasmidd podle tohoto vynalezu
mohou byt v podstaté jakékoli mikroorganismy, zejména vSak

kvasinky.

Pfednostn& je mozno pouzivat druh S.cerevisiae, zejmé-

na kmen S.cerevisiae AH22.

Ptedmétem tohoto vynalezu je i kmen kvasinek

S.cerevisiae AH22, ktery obsahuje plasmid pADL-SAT1.

Rovnéz je preferovana kombinovana transformace mikro-
organismi s plasmidy pADL-SAT1 a YDpUHK3, zejména transfor-

mace kvasinek jako napf. S.cerevisiae AH22.

Sled latkové premény ergosterolu je obecné ovliviiovan

nasledovné:

Reakéni sled ve sméru ergosterol je maximalizovan, pricemz
aktivita nékolika uzkoprofilovych (flaschenhals) enzymi se
z4roveni zvySuje. Rozhodujici roli maji pfitom rtizné enzymy,
pri¢emz rozhodujici vliv na zvyseni vytézku ergosterolu ma
kombinace deregulace resp. vysoké exprese . Jako kombinace
se pouzivaji enzymy resp. jejich geny HMG1 (Basson a spol.,
1988), ERGY9 (Fegueur a spol., 1991),
acyl-CoA:sterol-acyltransferasa (SAT1) (Yu a spol., 1996)
a/nebo skvalenepoxidasa (ERG1) (Jandrositz a spol., 1991)
vlozené v pozménéné formé do kmene kvasinek, pricemz
vkladani gendi se provadi pomoci jednoho nebo vice plasmidl

a tento plasmid (tyto plasmidy) obsahuji DNA-sekvence bud
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jednotlivé, nebo v kombinaci. "Pozménény" znamena Vv pripadé
genu HMG1, zZe z prislusného genu se exprimuje pouze jeho
katalyticka oblast bez domény véazané na membrénu. Tato
pfeména jiZz byla popsana (EP-0486 290). Cilem pifemeny HMG1
je zabranit zpétné (feed-back) regulaci zplisobené
meziprodukty biosyntézy ergosterolu. To znamena, Zze jak

u HMG1, tak i u obou ostatnich uvedenych gent nedojde

k transkripéni regulaci. Krome toho je promotor gent
nahrazen "stfednim (mittler)" promotorem ADHI1. Tento
promotorovy fragment ADHl1-promotoru se vyznaduje pribliZné
konstitutivni expresi (Ruohonen a spol., 1995), takzZe
transkripéni regulace jiz déle pres meziprodukty biosyntézy

ergosterolu neprobiha.

Produkty vznikajici pfi vysoké expresi je mozno vyu-
zivat pro biotransformace resp. jiné chemické a terapeutické
ucely, napr. pro ziskavani vitaminu D, z ergosterolu puso-
benim UV-zateni a pro ziskavani steroidnich hormonu z ergo-

sterolu s pouzitim biotransformaci.

Predmé&tem tohoto vynalezu jsou i mikroorganismy,
zejména kmeny kvasinek, které s pouzitim vysoké exprese pfi
postupu s geny uvedenymi pod a-i) umoziiuji vyrobu zvysSeného
mnozstvi ergosterolu a ergosterolu v kombinaci se zvysenym

mnozstvim skvalenu.

Preferovana je preméné€na varianta genu HMG1, v némz
byla exprimovana pouze katalyticka oblast bez domény vazané

na membranu. Tato pieména byla popséna (EP-0486 290) .

Predmé&tem tohoto vyndlezu je i postup vyroby ergoste-
rolu a meziprodukttt vznikajicich pfi této reakci, ktery se

vyznaduje tim, ze geny uvedené v postupu pod a), zejména
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v postupu pod a-i) az a-vii) (dvojnasobna, trojnasobna,
¢tyrnasobna kombinace gentl) se spolu s plasmidy nejprve
nezavisle na sob& vlozi do mikroorganismi stejného druhu,

s nimi se provede fermentace na ergosterol a takto ziskany
ergosterol se z bunék extrahuje, analyzuje, ¢isti a izoluje

pomoci sloupcové chromatografie.

Pfedmétem tohoto vynalezu jsou rovnéz expresni kazety,
zahrnujici stfedni ADH-promotor, gen t-HMG, TRP-terminator
a gen SAT1 se stfednim ADH-promotorem 2 TRP-terminatorem
a expresni kazety zahrnujici stredni ADH-promotor, gen
t-HMG, TRP-terminator, gen SAT1 se stfednim ADH-promotorem
a TRP-terminadtorem a gen ERG9 se strednim ADH-promotorem

a TRP-terminadtorem.

Ptedm&tem tohoto vynalezu je i kombinace expresnich

kazet, pricemz tuto kombinaci tvori

a) prvni expresni kazeta, na niz je lokalizovan

ADH-promotor, gen t-HMG a TRP-terminator

b) druhé expresni kazeta, na niZ je lokalizovan

ADH-promotor, gen SAT1 a TRP-terminator,

c) treti expresni kazeta, na niZz je lokalizovan

ADH-promotor, gen ERGY9 s TRP-terminatorem.

Dile je predmétem tohoto vynalezu pouziti téchto
expresnich kazet pro transformaci mikroorganismi pouzivanych
pro fermentaci na ergosterol, pric¢emz témito mikroorganismy

jsou pfednostné kvasinky.



Ptedmétem tohoto vynalezu jsou i mikroorganismy, jako
jsou kvasinky, které obsahuji tyto expresni kazety a rovnéz
jejich pouziti pfi fermentaci na ergosterol a jeho mezi-

produkty.

Nasledujici priklady jsou urc¢eny pro objasnéni

provadénych postupl.

Ptiklady provedeni vynalezu

1. Restrikce

Restrikce plasmidu (1 az 30 pg) byla provadéna
v $arzich po 30 pl. Pfitom byly k DNA obsazené ve 24 pl H,0
pfidany 3 pl pfislusného pufru, 1 pl RSA (hovézi sérovy
albumin) a 2 pl enzymu. Koncentrace enzymu byla 1 jedn./pl
nebo 5 jedn./ul podle mnozstvi DNA. V nékterych pripadech
byl pridan jesté 1 pl enzymu RNasa, aby se odbourala tRNA.
Tato restrikéni reakéni smés byla inkubovana 2 hodiny pfi
teplote 37 OCc. Restrikce byla kontrolovana s pouzitim

Minigelu.
2. Gelova elektroforéza

Gelové elektroforézy byly provadény v aparaturach
Minigel (Minigelapparatur) nebo Vide-Minigel. Minigely (ca
20 ml, 8 jamek) a Vide-Minigely (50 ml1, 15 nebo 30 jamek) se
skladaly z 1% agarosy v TAE. Jako pufr byl pouzit 1 x TAE.
Ke vzorkam (10 pl) byly pfidany 3 pl roztoku stoperu
a vzorky byly naneseny. Jako standard byla pouzita I-DNA
s Hindl1ll (pasy: 23,1 kb; 9,4 kb; 6,6 kb; 4,4 kb; 2,3 kb;
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2.0 kb; 0,6 kb). Déleni bylo provadéno pii napéti 80 V po
dobu 45 az 60 minut. Potom byl gel vybarven Vv roztoku
ethidiumbromidu a vyhodnocovan v UV-svétle pomoci videodo-
kumentacéniho systému INTAS nebo fotografovan s pouzitim

oranzového filtru.
3. Eluce gelu

Pozadované fragmenty byly izolovany eluovanim gelu.
Restrikéni reakéni smés byla nanesena na nékolik jamek
Minigelu a rozdélena. V roztoku ethidiumbromidu byly vybar-
veny pouze lambda-Hindlll a stopa néjaké latky, tyto latky
byly sledovany Vv UV-svétle a pozadovany fragment byl ozna-
&en. Tim se zabranilo poskozeni DNA v ostatnich jamkach
pisobenim ethidiumbromidu a UV-zateni. Pozadovany fragment
bylo mozno diky oznaceni vyriznout z nevybarveného gelu po
polozeni vybarvenych a nevybarvenych ¢4dsti gelu na sebe.
Podil agarosy s izolovanym fragmentem byl vlozen do
dialyzaéni trubice, bylo pridano trochu TAE-pufru bez
vzduchovych bublin a tento podil byl vlozen do aparatury
BioRad Minigel. Jako promyvaci pufr byl pouzit 1 x TAE,
napéti bylo 100 V po dobu 40 minut. Potom byla na dobu 2
minut zménéna polarita elektrického proudu, aby se uvolnila
DNA ulpéla na dialyzacni trubici. Pufr z dialyzadéni trubice
obsahujici DNA-fragmenty byl preveden do reakéni nadobky
a byl srazen ethanolem. Pritom byly k roztoku DNA pridany
1/10 objemu 3M octanu sodného, tRNA (1 pl na 50 pl roztoku)
a dvaaptilnasobny objem ledové studeného 96%niho ethanolu.
Tato reakéni smés byla inkubovana po dobu 30 minut pri
teploteé -20 OC a potom byla odstredovana p¥i 12 000 1/min po
dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Peleta DNA byla vysusena
a vyjmuta do 10 az 50 pl vody (podle mnozstvi DNA).
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4. Uprava podle Klenowa

Postupem podle Klenowa byly pfec¢nivajici konce DNA-
fragmentd vyplnény, takze vznikly "tupé konce" (blunt-
ends). Na 1 pg DNA byly pipetovéany nésledujici slozky:

Peleta DNA + 11 pl H,O
+ 1,5 pl 10x pufr Klenow
+ 1 pl 0,1 M DTT
+ 1 pl nukleotid (dNTP 2 mM)

+ 1 pl Klenow-polymerasa (1 jedn./ul)

DNA je treba pripravit srazenim ethanolem, aby se
zabréanilo inhibici Klenow-polymerasy zpisobené ne¢istotami.
Inkubace byla provadéna po dobu 30 minut pri teploté 37 oc,
nasledujicim zahtevem po dobu 5 minut na teplotu 70 OC byla
reakce zastavena. DNA byla z této reakéni smé&si ziskéana

srazenim ethanolem a byla vyjmuta do 10 pl H5O.
5. Ligace

Fragmenty DNA urcené k navazani byly spojeny. V ko-
neé¢ném objemu 13,1 pl bylo obsazeno cca 0,5 pl DNA s vek-
torovym pomérem 1 : 5. Tento vzorek byl inkubovéan po dobu
45 sekund pri teploté 70 OC, zchlazen na laboratorni teplotu
(cca 3 minuty) a potom byl po dobu 10 minut ochlazovan na
ledu. Pak byl ptidén liga¢ni pufr: 2,6 pl 500 mM Tris.HCl pH
7,5 a 1,3 pl 100 mM MgCl, a tato smés byla po dalsich 10
minut inkubovana na ledu. Po pridavku 1 pl 500 mM DTT a 1
pl 10 mM ATP a dalSich 10 minutach inkubace na ledu byl
pridan 1 pl ligasy (1 jedn./pl). Cely reakCni postup byl
provadén pokud mozno bez otrestl, aby se konce DNA lezici

u sebe opét neoddalovaly. Ligace byla provadéna pies noc pri



teploté 14 °C.
6. Transformace E.coli

Piislusné bunky Escherichia coli (E.coli) NM522 byly
transformovany DNA z ligacni reakce. Jako pozitivni kontrola
byla soucasné provedena reakce s 50 ng plasmidu pScl3 a jako
nulova kontrola byla provedena reakce bez piidavku DNA. Pfi
kazdé transformacni reakci bylo pipetovéno 100 pl 8% roztoku
PEG, 10 pl DNA a 200 pl kompetentnich bunék (E.coli NM522)
do zkumavky stolni odstiedivky. Reakéni smési byly na dobu
30 minut vlozeny do ledu a obcas protfepany. Potom byl
proveden tepelny Sok: 1 minuta pri 42 Oc. Pro regeneraci byl
k bufikam p¥iddn 1 ml LB-media a reakéni smé&s byla inkubovéana
po dobu 90 minut pfi teploté 37 OC na trepacce. Na LB +
Ampicilinové desky bylo naneseno po 100 pl neiedéné reakcni
smési, reakéni smési zredéné 1 : 10 a 1 : 100 a kultivace

byla provadéna pres noc pri teploté 37 Oc.
7. Izolace plasmidu z E.coli (minipreparace)

Kolonie E.coli byly vlozeny pites noc do 1,5 ml media
LB+Ampicilin do zkumavky do stolni odstredivky p¥i 37 °C
a 120 1/min. Nasledujici den byly buriky odstredovany po dobu
5 minut pri 5000 1/min. a teploté 4 Oc, ziskana peleta byla
vyjmuta do 50 pl TE-pufru. Ke kazdé reakéni smési bylo
pridéano 100 pl 0,2 N NaOH, 1 % roztoku SDS, smés byla
promichéana a vlozena na 5 minut na led (lyze bunék). Potom
bylo pridano 400 pl roztoku Na-acetat/NaCl (230 ul H,0, 130
ul 3 M Na-acetat, 40 pl 5 M NaCl), reaké¢ni smés byla
promichana a na dalgich 15 minut vlozZena na led (srazeni
proteinu). Po 15-timinutovém odstfedéni pri 11 000 1/min.

byl supernatant obsahujici plasmid-DNA preveden do Eppen-
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dorfovy nadobky. JestliZe supernatant nebyl zcela &iry, bylo
odstredovani provedeno znovu. K supernatantu bylo pridano
360 pl ledové studeného isopropanolu a smés byla inkubovana
po dobu 30 minut p¥i teploté -20 Oc (srazeni DNA). DNA byla
odstfedéna (15 min., 12000 1/min., 4 ©°C), supernatant byl
odstranén, peleta byla promyta 100 pl ledového 96% ethanolu,
15 minut inkubovéna pfi -20 °C a opét odstfedéna (15 min.,
12 000 1/min., 4 °C). Ziskana peleta byla vysusSena v su-
$4rn& Speed Vac a potom byla vyjmuta do 100 pl H,O0.
Plasmid-DNA byl charakterizovan restrikéni analyzou. Pfitom
byla vzdy provedena restrikce s 10 pl reakéni smési a déleni
bylo provedeno elektroforézou na gelu Wide-Minigel (viz

drive).
8. Zpracovani plasmidu z E.coli (maxipreparace)

Pro izolaci vét$iho mnozstvi plasmid-DNA byla pouzita
metoda maxipreparace (Maxiprap). Dvé banky obsahujici po 100
ml media LB+Ampicilin byly zaockovany kolonii resp. 100 pl
zmrazené kultury nesouci izolovany plasmid a byly kultivo-
vany pres noc pfi 37 °C a 120 1/min. Tato kultura (200 ml)
byla nisledujici den vlita do GSA-nadobky a odstredovana pfi
4000 1/min. (2600 x g) po dobu 10 minut. Peleta bunék byla
vyjmuta do 6 ml TE-pufru. Pro natraveni (Abdau) bunécné
stény bylo pridano 1,2 ml roztoku lysozymu (20 mg/ml
TE-pufru) a reakéni smés byla inkubovana po dobu 10 minut
p¥i laboratorni teploté. Nakonec byla provedena lyza bunék
pasobenim 12 ml 0,2 N NaOH, 1 % roztoku SDS a inkubace byla
provadéna dalsich 5 minut pii laboratorni teplote. Proteiny
byly vysréaZeny pfidavkem 9 ml zchlazeného 3 M roztoku
Na-acetatu (pH 4,8) pri patnadctiminutové inkubaci na ledu.
Po odstredéni (GSA:13000 1/min. (27500 x g), 20 min., 4 °0)
byl supernatant obsahujici DNA pfeveden do jiné GSA-nadobky
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a DNA byla vysréazena 15 ml ledového isopropanolu pri
30-minutové inkubaci pfi teploté -20 OC. Peleta DNA byla
promyta 5 ml ledového ethanolu a vysuSena na vzduchu (cca
30 - 60 minut). Potom byla vyjmuta do 1 ml H,O. Kontrola
plasmidu byla provedena restrikéni analyzou. Koncentrace
byla urdena nanasenim zfedovaného roztoku na Minigel. Pro
snizeni obsahu soli byla provedena 30 aZz 60-timinutova

mikrodialyza (velikost pért 0,025 pm).
9. Transformace kvasinek

Pro transformaci kvasinek byla pouzita predp€stovana
kultura (Voranzucht) kmene Saccharomyces cerevisiae
(S.cerevisiae) AH22. Batika s 20 ml YE-media byla zaockovana
100 pl zmrazené kultury a kultivovadna pfes noc pri 28 oc
a 12 1/min. Hlavni kultivace byla provedena za stejnych
podminek v barice se 100 ml YE-media, zaodkovaného 10 pl, 20

pl nebo 50 pl predpéstované kultury.
9.1 Piiprava kompetentnich bunék

Nasledujici den byl obsah banék vyhodnocen pomoci
Thomovy komtirky (Thomakammer) a naddle byla zpracovana barnka
s obsahem 3 - 5x107 bunék/ml. Bunky byly ziskany odstredénim
(GSA: 5000 1/min. (4000 x g), 10 minut). Peleta bunék byla
vyjmuta do 10 ml TE-pufru a rozdélena do dvou zkumavek
stolni odstredivky (po 5 ml). Buiky byly odstiedovany 3
minuty pri 6000 1/min. a je$té dvakrat promyty po 5 ml
TE-pufru. Nakonec byla peleta bunék vyjmuta do 330 pl
lithiumacetatového pufru na 10% bunék, prevedena do sterilni
50 ml Erlenmeyerovy banky a jednu hodinu protfepdvéana pri
teploté 28 ©°C. Timto zplsobem byly ziskdny kompetentni buriky

pro transformaci.



9.2 Transformace

Pri kazdé transformadni reakci bylo do zkumavky stolni
odstfedivky napipetovano 15 pl DNA slediho spermatu
(Heringssperma DNA) (10 mg/ml), 10 pl transformované DNA
(cca 0,5 pg) a 330 pl kompetentnich bunék a tato smés byla
inkubovana po dobu 30 minut pfi teplot& 28 °C (bez tifepa-
ni!). Potom bylo ptidéano 700 pl 50 % PEG 6000 a inkubace
byla provadéna dals$i hodinu pri 28 OC bez tifepani. Pak

nasledoval tepelny $ok po dobu 5 minut pri 42 °C.

100 pl této suspenze bylo naneseno na selekéni medium
(YNB, Difco), aby bylo mozZno provést selekci na leucinproto-
trofii. Pri selekci na G418-rezistenci byla po tepelném Soku

provedena regenerace bunék (viz Féze regenerace, cCast 9.3).

9.3 Faze regenerace

Vzhledem k tomu, Ze selekéni marker znamend resistenci
proti G418, pottebovaly buriky ¢as pro expresi resistencniho
genu . K transformac¢ni reakéni smési byly pridany 4 ml
YE-media a tato reakdéni smés byla kultivovadna pres noc pfi
28 ©°C na t¥epadce (120 1/min.). Nasledujici den byly buiky
odstfedény (6000 1/min, 3 min.), vyjmuty do 1 ml YE-media
a z této smési bylo naneseno 100 pl resp. 200 pl na desky
YE-G418. Tyto desky byly kultivovany nékolik dnl pfi teplote
28 ©c.

10. Reak¢éni podminky pro PCR

Reakéni podminky pro polymerazovou retézovou reakci

(Polymerase Chain Reaction - PCR) bylo nutno optimalizovat
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pro kazdy pokus, takZe nejsou v&eobecné platné pro kazdou
reakéni smés. Kromé jiného je mozno ménit mnozstvi DNA,
koncentraci soli a teplotu rozpousténi (Schmelztemperatur).
Pro nase podminky bylo vhodné pouzit kloboudek Eppendorf,
uréeny pro zafizeni Thermocycler, do n&hoz byly dany
nadsledujici 1latky: Ke 2 pl (cca 0,1 U) polymerasy Super Taq
Polymerase bylo pfidano 5 pl pufru Super Buffer, 8 pl dNTP
(po 0,625 uM), 5’-primer, 3’-primer a 0,2 pg matrice DNA
rozpus$téné v takovém mnozstvi vody, aby se ziskal celkovy
objem reakéni smési pro PCR 50 pl. Tato reak¢éni smés byla
kratce odstifedéna a prevrstvena kapkou oleje. Pro

amplifikace bylo pouzivéano 37 az 40 cykla.

Dale uvedené piiklady provedeni popisuji pfipravu
plasmid@ podle tohoto vynalezu, pripravu kmenl kvasinek
a jejich pouziti, tento vynalez se véak na uvedené priklady

nijak neomezuje.
Priklad 1
Exprese tHMG v S.cerevisiae AH22

DNA-sekvence pro tHMG (Basson a spol., 1988) byla
amplifikovana standardnimi zplsoby pomoci PCR z genomické
DNA ze Saccharomyces cerevisiae S288C (Mortimer a Johnston,
1986). Pouzitymi priméry byly DNA oligomery tHMG-5"

a tHMG-3’ (viz sekv. ID ¢&. 1 a 2). Ziskany fragment DNA byl
po tupravé podle Klenowa vlozZen do klonovaciho vektoru pUC19
(Yanish-Perron a spol., 1985) a poskytl tak vektor
pUC19-tHMG. Po izolaci plasmidu a restrikci pUC19-tHMG
pomoci endonukleas EcoRI a BamHI byl ziskany fragment vlozen
do expresniho vektoru kvasinek pPT2b (Lang a Looman, 1995),

ktery byl rovnéZz upraven pomoci EcoRl a BamHI. Vznikly
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plasmid pPT2b-tHMG obsahoval ADH1-promotor (Bennetzen

a Hall, 1982) a TRP1-terminator (Tschumper a Carbon, 1980),
mezi né&Z byl vloZzen fragment tHMG-DNA. Z vektoru pPT2b-tHMG
byl pomoci endonukleas EcoRV a Nrul izolovan usek DNA, ktery
obsahoval tzv. stfedni ADH1-promotor obsahujici tHMG

a TRPI-terminator. Tento usek DNA byl vlozen do kvasinkového
vektoru YEp13 (Fischhoff a spol., 1984), upraveného
endonukleasou Sphl a DNA-polymerasou. Takto vznikly vektor
YEpH2 (obr. 1) byl upraven endonukleasou EcoRV a Nrul .
Vznikl tak DNA-fragment s nasledujicimi oblastmi:
transkripéné-aktivni oblast z tetracyklin-resistentniho genu
(Sidhu a Bollon, 1990), ze stiredniho ADHl-promotoru, z tHMG
a z TRP-terminatoru (expresni kazeta). Tento DNA-fragment
byl vloZen do vektoru YdpU (Berben a spol., 1991),
upraveného Stul. Takto vznikly vektor YdpUH2/12 byl upraven
endonukleasou Smal a navadzan na DNA-sekvenci kédujici
kanamycinovou resistenci (Vebster a Dickson, 1983). Tento
vznikly konstrukt (YDpUHK3, obr. 2) byl upraven pomoci
EcoRV. Timto konstruktem byl transformovan kmen kvasinek
Saccharomyces cerevisiae AH22. Tato transformace kvasinek
piisobenim linearizovaného vektoru podle tohoto prikladu vede
k chromosomalni integraci celého vektoru v misté genu
(Genlocus) URA3. Aby bylo mozno z integrovaného vektoru
eliminovat oblasti které nepatfi do expresni kazety
(pochazejici z E.colti, E.coli-Ampicilinresistentniho genu,
TEF-promotoru a kanamycinresistentniho genu), byly
transformované kvasinky vystaveny selekénimu tlaku
(Selektionsdruck) pomoci FOA-selekce (Boeke a spol., 1987),
kterou pozitivné ovliviiovaly uracil-auxotrofni kvasinky.
Uracil-auxotrofni kmen vznikly touto selekci nese oznaceni
AH22/tH3ura8 a obsahuje tHMGl-expresni kazetu jako

chromosomalni integraci v URA2-genu.
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Kmen kvasinek AH22/tH3ura8 a vychozi kmen AH22 byly
kultivovany po dobu 48 hodin v YE pfi teplote 28 OCc pri 160

1/min v kultivaénich barikach (Schikanekolben) .
Podminky pri kultivaci:

Nasada pro predp&stovanou kulturu WMVIII byla nasledu-
jici:
sm&s 20 ml WMVIII + histidin (20 pg/ml) + uracil (20 pg/ml)
byla zaockovéna 100 pl zmrazené kultury a tato smés byla
inkubovéna 2 dny pfi 28 ©°C a 120 1/min (vratny pohyb). Touto
predpé&stovanou kulturou o objemu 20 ml byla zaoCkovana smeés
100 ml WMVIII + histidin (20 pg/ml) + uracil (20 pg/ml). Pfi
hlavni kultivaci bylo 50 ml YE (ve 250 ml kultivacnich
barikdch) zaockovano 1 x 102 bunék. Tyto bariky byly inkubova-
ny pri 160 1/min na kruhové tfepacce pri 28 OC po dobu 48
hodin. Potom byla stanovena HMG-CoA-reduktasova aktivita

(postup Quareshi a spol., 1981) a byly ziskany nasledujici

hodnoty:
Tabulka 1
specificka HMG-CoA-
reduktasova aktivita *
(jedn./mg proteinu)
AH22 3,99
AH22/tH3ura8 11,12

+ Jednotka je definovédna jako pfeména 1 nmol NADPH za minutu
v jednom mililitru reakéni smé&si. Méreni byla provadéna

s celymi proteinovymi izolaty.
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Steroly byly vyextrahovany (Parks a spol., 1985)
a analyzovany plynovou chromatografii. Byly ziskany

nasledujici hodnoty:

Tabulka 2
Skvalen (% hmotn.) Ergosterol (% hmotn.)
AH22 0,01794 1,639
AH22/tH3ura8 0,8361 1,7024

Procentualni tidaje jsou vztaZeny na suSinu kvasinek.

Priklad 2

Exprese SAT1 v S.cerevisiae AH22

Sekvence pro Acyl-CoA:steroltransferasu (SATI1; Yang
a spol., 1996) byla ziskana postupem uvedenym diive pomoci
PCR z genomické DNA ze Saccharomyces cerevisiae S288C.
Pouzitymi priméry byly DNA-oligomery SAT1-5' a SAT1-3’ (viz
sekv. ID ¢&. 3 a 4). Ziskany DNA-fragment byl klonovan
v klonovacim vektoru pGEM-T (Mezei a Storts, 1994) za vzniku
vektoru pGEM-SAT1. Po upravé pGEM-SAT1 ptisobenim EcoRI byl
ziskan fragment klonovany v expresnim vektoru kvasinek
pADH1001, ktery byl rovné&z upraven EcoRI. Takto vznikly
vektor pADH-SAT1 byl upraven pusobenim endonukleasy Nrul

a navazan na fragment z Yepl3, ktery obsahoval LEU2-gen.

Tak vznikl expresni vektor kvasinek pADL-SAT1



(obr.3), ktery byl vloZen do kmene kvasinek AH22. Takto
pripraveny kmen AH22/pADL-SAT1 byl inkubovan po dobu 7 dnt
v VMVIII (Lang a Looman, 1995) na Minimalmediu. Podminky
kultivace: (predpéstovana kultura viz dfive). Hlavni
kultivace: smé&s 50 ml WMVIII + histidin (20 pg/ml) + uracil
(20 pg/ml) (ve 250 ml kultivacnich bafikdch) byla zaoCkovana
1x10? bunék. Bariky byly inkubovany pfi 160 1/min na kruhové
trepatce pri 28 ©C po dobu 7 dnt. Vzniklé steroly byly

analyzovany plynovou chromatografii (viz Tab.3).

Tabulka 3
Skvalen (% hmotn.) Ergosterol (% hmotn.)
AH22 nelze stanovit 1,254
AH22/pADL-SAT1 | nelze stanovit 1,831

Procentualni udaje jsou vztaZeny na susSinu kvasinek.

Priklad 3

Kombinovani exprese zkracené 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA-reduktasy (tHMG) a acyl-CoA:sterol-acyltrasferasy
(SATI)

Priklad 3.1

Kmen kvasinek AH22/tH3ura8 byl transformovan
SATI-expresnim vektorem pADL-SAT1 za vzniku
AH22 /tH3ura8/pADL-SAT1. Tento kombinovany kmen byl
kultivovan po dobu 7 dnd v WMVIII. Steroly byly vyextra-



hovany (viz dfive) a analyzovany plynovou chromatografii.

Byly ziskany nadsledujici hodnoty (viz Tab.4).

Tabulka 4
Skvalen (% hmotn.) |Ergosterol (% hmotn.)
AH22/tH3ura8 1,602 3,798
AH22/tH3ura/pADL-SAT1 | 1,049 5,540

Procentualni udaje jsou vztazeny na suSinu kvasinek.

Priklad 3.2

Kvasinkové kultury byly kultivovany po dobu 7 dni
v WMVIII, ke kulturam vs$ak byla pridédvana rlznad mnozstvi
uracilu. MnoZstvi uracilu v mediu bylo nastaveno na 10, 20,
40 a 100 pg/ml. MnozZzstvi ergosterolu a skvalenu bylo
maximdlni p¥i suplementaci 20 pg/ml uracilu. Vysledky jsou
uvedeny v obr. 4. Z vysledkd vyplyva, Ze vytézky ergosterolu
a skvalenu v kmeni AH22/tH3ura/pADL-SAT1 byly znacné zéavislé

na mnozstvi uracilu pridaného do media WMVIII.
Priklad 3.3

Kvasinkové kultury byly kultivovany po dobu 7 dna
v WMVIII. Potom bylo postupem uvedenym drive stanoveno
celkové mnozstvi sterolfi. Volné steroly byly extrahovany

n-hexanem z kvasinek rozrusenych pomoci sklenénych perel.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.S5.
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Z téchto vysledkt vyplyva, zZe enzym sterol-acyl-
transferasa (Satl) zpusobuje vysoce efektivni reesterifikaci
predevs$im u téch sterolt, které nemaji 4,4-dimethylskupinu.
To znamenda, Ze tento postup by bylo mozZno pouzit pro oddélo-
vani 4,4-dimethylsteroldl od jejich prislusnych demethylova-

nych forem.
Tabulka 5

Procentudalni podil volnych sterold. Kazdy sterol byl stano-
vovan jako volny sterol (bez zmydelnéni) a tato hodnota byla
vztazena na celkové mnozstvi tohoto sterolu V zavorkach jsou
uvedeny piislus$né absolutni hodnoty celkového obsahu sterola
vztazené na plochu/g su$iny. Lanosterol a 4,4-dimethylzymo-

sterol jsou steroly obsahujici 4,4-dimethylskupinu.

% volnych steroll
Kontrola AH22/tH3ura/pADL-SAT1

Lanosterol 54 (0,99) 59 (2,90)
4 4-dimethylzymosterol 58 (0,77) 84 (2,37)

| 4-methylzymosterol 7 (2,43) 10 (7,62)
zymosterol 10 (1,67) 11 (5,85)
ergost-7-enol, 24 (4,55) 12 (9,00)
ergosta-5,7-dienol

Vysvétleni obrazkt na vykresech

V obr. 1 je zobrazen plasmid YEpH2 s prislusnymi misty

rozhrani.

V obr. 2 je zobrazen plasmid YDpUHK3 s prislusSnymi misty

rozhrani.



V obr.

V obr.

(1)

(A)
(B)
(©)
(E)
(F)
(G)
(H)

(ii)

3 je zobrazen plasmid pADL-SAT1 s prislusnymi

misty rozhrani.
4 je zachyceno chovani pri kultivaci a obsahy
ergosterolu a skvalenu pi#i rOzném davkovani

uracilu. V tomto obrazku znamena:

0D = opticka hustota,

cultivation time doba kultivace,

yeast dry weight = suSina kvasinek,

uracil supplementation = davkovani uracilu.
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ZADATEL:

NAZEV: Schering AG
ULICE: Miillerstrasse 178
MESTO: Berlin

ZEME: Némecko

PSC: D-13342

TELEFON: (030)-4681 2085
FAX: (030)-4681 2058

NAZEV VYNALEZU:



(iii)
(iv)
(A)
(B)

()
(D)

(2)

(2)

aeve
e
. e
.
see
ssee
e
caes

ve

.
sase

*

.

- 26 -

»
LR N ] s . .o

POSTUP VYROBY ERGOSTEROLU A JEHO MEZIPRODUKTU
POMOCI REKOMBINANTNICH KVASINEK

POCET SEKVENCI: 4

FORMA ZPRACOVATELNA NA POCITACI:

TYP MEDIA: disketa

POCITAC: IBM PC kompatibilni
OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

SOFTVARE: Patentin Release # 1.0,

Verze # 1.25 (EPO)

INFORMACE PRO SEKV. ID C.1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 25 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) USPORADANI RETEZCU

(strandedness): jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) HYPOTETICKA SEKVENCE (HYPOTHETICAL): ne
(iii) POPIS SEKVENCE: SEKV. ID C.1:

5° - ACTATGGACCAATTGGTGAAAACTG
INFORMACE PRO SEKV. ID C.2:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

asee



(2)

(2)

(ii)
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(A) DELKA: 23 bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) USPORADANI RETEZCU: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

HYPOTETICKA SEKVENCE: ne

(iii) POPIS SEKVENCE: SEKV. ID C.2:

5’ - AGTCACATGGTGCTGTTGTGCTT

INFORMACE PRO SEKV. ID C.3:

(1)

(ii)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 25 bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) USPORADANI RETEZCU: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

HYPOTETICKA SEKVENCE: ne

(iii) POPIS SEKVENCE: SEKV. ID C.3:

5’ - GAATTCAACCATGGACAAGAAGAAG

INFORMACE PRO SEKV. ID C.4:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 24 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) USPORADAN{ RETEZCU: jednoduché
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(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) HYPOTETICKA SEKVENCE: ne
(iii) POPIS SEKVENCE: SEKV. ID C.4:

5° - AGAATTCCACAGAACAGTTGCAGG
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Vyz

nebo

b)

c)

d)

f)

PATENTOVE NAROKY

Zpasob vyroby ergosterolu a jeho meziprodukti,

nac¢cujici s e t im, Ze

se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoz se
vklada nékolik gentt vhodnych pro latkovou preménu

ergosterolu

se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoz se
vkl4ada vzdy jeden z genl vhodnych pro latkovou preménu

ergosterolu,

takto pripravenym plasmidem se transformuji mikroorga-
nismy, pric¢emz se tyto mikroorganismy transformuji
jednim plasmidem podle a) nebo nékolika plasmidy podle

b) soudasné nebo postupné,

s takto pripravenymi mikroorganismy se provede fermen-

tace na ergosterol,

po provedené fermentaci se ergosterol a jeho mezipro-

dukty z bunék extrahuji a analyzuji a konecné

takto ziskany ergosterol a jeho meziprodukty se ¢isti

a izoluji pomoci sloupcové chromatografie.

Zptisob podle naroku 1,



vyznac¢ujici s e tim, Ze

a-i) se nejprve provede konstrukce plasmidu, do né€éhoz se

vkladaji nasledujici geny:

i) gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG) ,

ii) gen skvalensynthetasy (ERGY9)

iii) gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1) a
iv) gen skvalenepoxidasy (ERG1),

nebo

a-ii) se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoz se

vkladaji nasledujici geny:

i) gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG) ,

ii) gen skvalensynthetasy (ERGY) ,

nebo

a-iii) se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoZ se

vkladaji nasledujici geny:

i) gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG)

iii) gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1),

nebo



a-iv)

nebo

a-vi)

nebo

se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoz se

vkladaji nasledujici geny:

i) gen HMG-CoA-reduktasy (t-HMG)

iv) gen skvalenepoxidasy (ERG1) ,

se nejprve provede konstrukce plasmidu, do n€hozZ se

vkladaji nasledujici geny:

ii) gen skvalensynthetasy (ERG9)

iii) gen acyl-CoA:sterol—acyltransferasy (SAT1)

se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhozZ se

vkladaji nasledujici geny:

ii) gen skvalensynthetasy (ERG9)

iv) gen skvalenepoxidasy (ERG1),



a-vii) se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoz

se vkladaji nasledujici geny:

iii) gen acyl-CoA:sterol-acyltransferasy (SAT1)

iv) gen skvalenepoxidasy (ERG1),

nebo

b) se nejprve provede konstrukce plasmidu, do néhoZ se

vklada vzdy jeden z gent uvedenych pod a-i,

a

c) pomoci takto pfipravenych plasmidd se transformuji
mikroorganismy, pficemZz tyto mikroorganismy se
transformuji jednim plasmidem uvedenym pod a-i) az
a-vii) nebo né&kolika plasmidy uvedenymi pod b)
souc¢asné nebo postupneé,

d) s takto ziskanymi mikroorganismy se provede fermentace
na ergosterol,

e) po provedené fermentaci se ergosterol a jeho mezipro-
dukty vyextrahuji z bun&k a analyzuji a konec¢né

f) takto ziskany ergosterol a jeho meziprodukty se Cisti

a izoluji pomoci sloupcové chromatografie.



3. Zptsob podle naroku 2 ,

vyznadc¢ujici s e t i m , 2e se do plasmidu pod
a-ii), a-iii) a a-v) navic vklada gen skvalenepoxidasy
(ERG1) a do plasmidu a-ii) se vklada navic gen

acyl-CoA:sterol-acyl-transferasy.

4. Zplisob vyroby ergosterolu a jeho meziprodukti,
vyznac¢ujici s e t i m, Ze geny s plasmidy,
uvedené v naroku 1 pod a), v naroku 2 pod a-i) az a-vii)

a v naroku 3 pod a-ii), a-iii) a a-v) , se nejprve nezavisle
na sobé zavedou do mikroorganismfl stejného druhu a spolu

s nimi se provede fermentace na ergosterol a takto ziskany
ergosterol se z bunék extrahuje, analyzuje, Cisti a izoluje

pomoci sloupcové chromatografie.

5. Zptsob podle narokii 1 az 4 ,

vyznadc¢ujici s e t i m , Ze meziprodukty jsou
skvalen, farnesol, geraniol, lanosterol, zymosterol,
4,4-dimethylzymosterol, 4-methylzymosterol, ergost-7-enol

a ergosta-5,7-dienol.

6. Zptsob podle naroki 1 az 4 ,

vyznadcujici s € t i m , Ze meziprodukty jsou

steroly s 5,7-dienovou strukturou.

7. Zptsob podle narokdi 1 az 4 ,
vyznac¢ujici s € t i m , Ze plasmidy jsou
YEpH2 (obr. 1), YDpUHK3 (obr. 2) a pADL-SAT1 (obr. 3).

8. Zplisob podle narokt 1 az 4 ,
vyznadcujici s e t i m , Ze mikroorganismy jsou

kvasinky.



9. Zpasob podle naroku 8 ,
vyznadujici s e t i m , ze pouzitym druhem

jsou S.cerevisiae.

10. Zptisob podle naroku 9 ,
vyznadc¢ujici s e t i m , Z2e pouzitym kmenem je

S.cerevisiae AH22.

11. Kmen kvasinek S.cerevisiae AH22, obsahujici jeden nebo

vice gent uvedenych ve zptsobu pod a-i).

12. Plasmid pADL-SAT1 (obr. 3), skladajici se z genu SAT1
a z genu LEU2 z YEpl3.

13. Pouziti plasmidu podle naroku 12 pro vyrobu
ergosterolu.
14. Pouziti plasmidu podle naroku 12 pro vyrobu mezipro-

dukt® p¥i vyrobé ergosterolu, kterymi jsou skvalen,
farnesol, geraniol, lanosterol, zymosterol,
4 ,4-dimethylzymosterol, 4-methylzymosterol, ergost-7-enol,

a ergosta-5,7-dienol.

15. Pouziti plasmidu podle ndroku 12 pro vyrobu steroll

s §-7-dienovou strukturou.

16. Expresni kazety zahrnujici stfedni ADH-promotor,
t-HMG-gen a TRP-termindtor a SATl-gen se stfednim

ADH-promotorem a TRP-terminatorem.

17. Expresni kazety zahrnujici stfedni ADH-promotor,
t-HMG-gen, TRP-terminator, SATl-gen se stfednim ADH-pro-

motorem a TRP-termindtorem a ERG9-gen se strednim



ADH-promotorem a TRP-terminatorem.

18. Kombinace expresnich kazet, pricemZ tuto kombinaci

tvori

a) prvni kazeta, na niz je lokalizovan ADH-promotor,

t-HMG-gen a TRP-terminator

b) druha expresni kazeta, na niz je lokalizovan

ADH-promotor, SATl-gen a TRP-terminator

a
c) t¥eti expresni kazeta, na niZ je lokalizovan
ADH-promotor, ERG9-gen s TRP-terminatorem.
19. Pouziti expresnich kazet podle naroktl 16 az 18 pro

transformaci mikroorganismi, pouzitych pro fermentaci na

ergosterol.
20. Pouziti podle naroku 19 ,
vyznadc¢ujici s e t i m , Ze mikroorganismem

jsou kvasinky.

21. Mikroorganismy obsahujici expresni kazety podle naroki
16 az 18.

22. Mikroorganismus podle naroku 21 ,
vyznadc¢ujici s € t im, Ze se jedna

o kvasinky.

23. Pouziti mikroorganismu podle narokid 21 a 22 pro fer-



mentaci na ergosterol.

24. Pouziti mikroorganismu podle narokt 21 a 22 pro fer-

mentaci na meziprodukty ergosterolu.
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