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Zplschb vyroby & -galaktosiddzy

(57) fieSent se tykd zptsobu vyroby o -galak-
tosiddzy kultivaci mikroorganismi v Zivhém
prost¥edi s obsahem vyuZitelnych zdrojd uh-
1{ku, dusiku a anorganickych soli s nésled-
nou izolaci a &i3t&nfm vysledného produktu,
tim Ze se ke zvySeni{ Sistoty enzymu sniZe-
nim obsahu invertdzy izoluje z kmene Esche-
richia coli DSM 2092 DNA s obsahem genu prc
ot ~galaktosiddzu, tato DNA se roz¥t&pf en-
donukledzou Sal I za zi{skdnf frakce DNA s
molekulovou hmotnost{ p¥ibliZ%nZ.4 megajed-
notky s obsahem genu pro o4 -galaktosiddzu
ziskany fragment se inkubuje s vektorem pﬁR
322 po jeho roz3t¥pen{ restriktdzou Sal I s
obsahem genu pro odolnost proti ampicilinu,
za pfitomnosti DNA-ligdzy fdgu T4 za p¥i-
tomnosti ATF, dithiocerythritu a chloridu ho-
feénatého, ziskané rekombinantni DNA se in-
kubuje s bunkami E. coli, transformované
bunky se p¥stujf na Zivych prost¥edeich s
obsahem 2 a% 10 g/1 raflnozy, vznik'é kolo-
nie, odolné proti ampicilinu se izolujf a
rozrusi, ze ziskaného materidlu se izoluje
DNA plasmidu s molekulovou hmotnosti 6,9

a% 12,4 megajednotek, tato DNA se rozétépi
restrikéni endonukledzou Hind III a zpracu-
je ptisobenim DNA-ligdzy, zi{skané renaturo-
vané plasmidy pBT 102 se uvedou do syspenze
s bunkami E. coli, transformované bunky se
znovu kultivuji na Ziyném prostfed{ s obsa-
hem 2 a% 10 g/l rafinozy a ampicilinu, ko~
lonie E. coli, vyuZ{vajfcf rafinbézu se izo-
lujl a ziskané klony mikroorganismd se p&s-

tuji.
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Vynélez se tykd zplisobu vyroby d-galaktosiddzy kultivac! mikroorganismu, ktery

produkuje ob-galaktosiddzu, aviak neprodukuje invertdzu.

Extrakty z cukrové Fepy obsahuji kromé sachar6zy malé mnoZstvi rafindzy, coZ je
sestdvajfc{ z monosacharidd galaktézy, glukozy a fruktozy. Tato safinbza
pd tu nepfijemncu vlastnost, Za se hromadf nad krystalickym produktem a p¥i mnoZstvi
vy3sim neZ 1 % celkovéno cukru zt¥Zuje krystalizaci. V ka¥dém cukrovaru se nachdzi
denné v pribshu pFibliZn& t¥{mEsfénf kampand 5 a% 10 tun rafindzy v mateiném louhu po
krystalizaci. Jen v NSR je dennf mno¥stv{ rafinézy vice neZ 200 tun.

trisacharid,

{ rafinbzy na sacharozu by bylo velmi hospoddrné, protoZe toto mnoZstvi
nebylo a% dosud moZno dostatednd zpracovat, protoZe nebyla k dispozici technologie.

Nejvyhodn¥jsi by bylo selektivni St¥peni galaktdzy z molekuly rafindzy tak, aby pouZi-
té& &inidlo ne¥tdpilo dile vznikajiel sachardzu. To nebylo aZ dosud chemickym zplisoben

moZné.

Preveden

Jsou znémé enzymatické metody, pfi kterych se uzf{v4 p¥i{rodnfch enzymi, nap¥iklad
& -galaktosiddzy. Tento erzym by m&l oddtdpit kvantitativnd galaktozu z molekuly ra-
finézy. Viechny zndmé prepzrity dr_galaktosiddzy jsou viak zne¥iitény enzymem invertd-
zou, ktery St&pf sachardézu 12 glukozu & fruktozu. Vzhledem k vysoké koncentraci sacha-
rézy v pom&ru k rafinbze, kterd se obvykle pohybuje v rozmez{ 60 a% 80:1, je i malé

znedidtént o-galaktosiddzy invertdzou velmi nep¥{jemné, protoZe dochdzl k rozitépent

velkého mnoZstvi sacharozy, a tim i k nefddoucimu znedidténf tdmito cukry. Z tohoto

advodu nebylo moZno StEpeni eb-galaktosiddzou pouZit v praxi.

Je nutno se zminit o tom, %e v pFipad¥ -galaktosiddz, znefisténych invertdzami,

které byly a¥ dosud technologicky pouZity, &lo predeviim o enzymy z hub, které byly
pouZity v technologii cukrt vzhledem ke své snadné p¥istupnosti. Tyto enzymy maji kro-
af zne¥itdn{ je¥t¥ tu nevyhodu, Ze jako vSechny enzymy z hub maj{ maximum de¢innosti
pfi pom&rn& kyselém pH, coZ pisobi pIi zpracovdnf velkych mno¥stvi, napffklad v tovdr-
n&, kterd zpracovdvd nskolik set m3/h za nutného okyselenf a op&tné neutralizaci velké

problémy.

Je zném Jjediny typ d-galaktosiddzy, kterd je po gisténf prostd invertdzy. Tato

o -galaktosiddza v3ak vyZaduje jako kofsktory ionty manganu & NAD a mimoto je mélo
st4lé a nachdz{ se v biologickém materidlu jen v nfzké koncentraci. Z tohoto divodu
je pouZitf tohoto typu dr-galaktosiddzy v podminkdch kontinudlnfho provozu cukrovari

nemyslitelné.

Vyndlez si k ade za ukol nalézt o/-galaktosiddzu, kterd je p¥frodnfho pivodu a
naprcsto prostd in‘ertdzy. FromZ toho by m3l enzym mft jest¥ ndsledujici vlastnosti:

G&innost enzymu by m&la byt v blizkesti neutrdln{ reskce, enzym by m&l

teplotd a v pom&rnd koncentrovaném roztoku cukru nebo rostlinného ex-
t{ %4dné-

Nejvyssi
byt stdly proti
traktu by m&l nft dlouhou dobu piisobenf, mimoto by nem&lo byt potPebné pouZi

ho kofaktoru.
Vynélez vychdzi : toho, Ze pii pouZiti nové kombinace DNA by m3lo byt moZné na

jedné strang odstranit ¥dst genu, kterd je kodem pro enzym invertdzy, a to ireversi-
bilnim zpGsobem, na druhé stran® by mélo byt mo¥no tu ¥dst gemu, kterd Je kodem pro
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o -galaktosiddzn rozmnoZit ve vhodném vektoru a zm&nou regulace takto zlskat poZado—
vany enzym, prosty invertdzy v nejvy33{ mo¥né koncentraci. Zgdouct by dbylo, aby byl
pouZitelny ji¥ surovy bakteridlni extrakt nebo jeho imobilizovand forma. MElo by tedy
jit o zplsob, proveditelny p¥i pouZit{ vhodného operonu a vhodné restrik&ni endunukled-

zy.

Predmdtem vyndlezu je zpiscb vyroby “-galaktosiddzy kultivaci mikroorganismi v
#ivném prostfedi{ s obsahem vyuZitelnych zdrojd uhlfku, dusiku a anorganickych soli s
ndslednou izolacf a &iit¥nim vysledného produktu, vyznadujici se tim, Ze se ke zvyde-
nf &istoty enzymu sni%enim obsahu invertdzy izoluje z kmene Escherichia coli DSM 2092
DNA s obsahem genu pro -galaktosiddzu, tato DNA se rozdt¥pi endonukledzou Sal I za
z{skdnf frakce DNA s molekulovou hmotnosti pfibliZn& 4 meggjednotky s obsahem genuw pro

o -galaktosiddzu, ziskany fragment se inkubuje s vektorem pBR 322 po jeho rozStépeni
restriktdzou Sal I s obsahem genu pro odclnost proti amplcilinu, zs pP{tomnosti DNA-
ligdzy fdgu T4 za p¥{tomnosti ATF, dithioerythritu a chloridu hofe¥natého, ziskand re-
kombinantnf DNA se inkubuje s bunkami E. coli, transformované bunky se p&stujf na ¥i-
vych prostfedcich s obsahem 2 aZ 10 g/l rafindzy, vzniklé kolonie, odolné proti ampi-
cilinu se izolujf a rozrusi, ze ziskaného materidlu se izoluje DNA plasmidu s moleku-
lovou hmotnosti 6,9 a% 12,4 megajednotek, tato DNA se roz3t¥pf{ restrikni endonukled-
zou Hind III a zpracuje plsobenim DNA-ligdzy, ziskané renaturované plasmidy pBT 102
se uvedou do suspenze s bunkami E. coli, transformované bunky se znovu kultivujf na
#ivném prost¥edf s obsahem 2 a% 10 g/l rafindzy a ampicilinu, kolonie E. coli, vyuZi-
vajici rafindzu se izolujf a ziskané klony mikroorganismtt se p&stuji.

Jako DNA, obsahujic{ gen pro le—galaktosidézu se s vyhodou uZije materisl z E.
coli MNTU 2743, DSM 2092 p¥i p&stovéni tohoto kmene na vhodném Zivném prostiedi p¥i
vy881 teplotd, s vyhodou 37 aZ 47 ¢ po vysrdZeni polyetiylenglykolem a &i8t&ni na-
pfiklad hustotnim gradientem s extrakci fenolu.

Bt¥penf DNA, obsahujf gen pro o¢-galaktosiddzu i vektoru se provdd{ zndmym zpt-
sobem, pisobenfm restrikén{ endonukledzy Sal I, obvykle p¥i teplot# 35 a% 37 °C az ao
Uplného roz¥tdpeni molekuly DNA, Potom se endonukledza denaturuje, obvykle zahFdtim.
Potom se frakcionuji elektroforézou ziskané zlomky DNA, obsahujici gen pro o&-galak-
tosiddzu, a izoluje se fragment s relativnf molekulovou hmotnosti{ p¥ibliZn& 4 megadal-

tony.

Rekombinace tohoto zlomku s rozdtdpenym vektorem nastdvd jednoduchym smisenim
roztoku s pPisadou vhodné DNA ligdzy. Vyhodné Je pou?it{ DNA ligdzy fédgu T4 (EC 5.5.
1.1), Jje v3ak moZno uZit i ligézu jiného plvodu.

Timto zplsobem se zfskd rekombinanta DNA, kterd se b3Znym zplsobem smisf s bun-
kami, schopnymi transformace a se schopnostf pfijmout DNA, &fmZ dochdzf k transformal-
ni reakci.

Jako bunky, schopné transformace, se uifvajf{ bunky nejriiznjsfho pivodu. Prikla-
dem vhodnych bun&k mohou byt bunky E. coli, K, ebsiella pneumoniae, Fseudomonas aeru-
ginosa, Pseudomonas putida, Saccharomyces cerevisiae a Bacillus substilis. Zv1d4st& vy-
hodné je pouZitf{ E. coli, napifklad kmene BMTU 2744 DSM 2093.
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Uvedené pozndmky plati zejména pro prvni tpansforma&n{ stupen zplsobu podle vynd-
lezu. Ve druhém transformanim stupni zplisobu podle vyndlezu se volf{ bunky, schopné
transformace s ohledem na dalif vlastnosti t&chto bundk, jako je pouZitelnost gdstl
pundk po ziskéni o -galaktosiddzy, ristové vlastnosti a dostupnost. Zv145t¥ vhodnymi
punkami pro druhy transformafni stupeli jsou op&t bunky E. coli a Pseudomonas putida.

Volba vektoru zdvisi pFedevdim na volbE bunZk, schopnych transformace. P¥i pou-
$it{ kmend E. coli jako bundk, schopnych transformace se jako vektor s vyhodou uzije
plasmid pBR-322, (DSK 2089), ktery se b&%n& doddvd a byl popsén v publikaci Nucl. Acid.

Res. (1976) 5, 2721 a% 2728.

Pro bunky Sacharomyces se jako vekior pouzivé napfiklad plazmid pFIl, popsany Vv
163 a% 167 (1980). Pro bunky Ba-

pualikaci Marceresu-Puijalon & dalsf, Gene, sv. 1l,
kaci B.

ciilus substilis je zv143tE vhodny jako vektor .plazmid pHB 23, popsany v publi
Michel a dal3f, Gen. sv. 12, 147 aZ 154 (1980). Pro viechny dalsi svrchu uvedené mi-
E. coli je vhodny plazmid pBSF 1010, Toté% plat{ pro plazmid
"Mi crobial Degradation of Xenobio-
(1981) Lon-

kroorganismy a také pro
pKT 230, oba tyto plazmidy jsou popsény Vv publikaci
tics and Recalcitrant Compounds" Eds. Hitter und Leisinger, Acad. Press.

dyn).

Z bundk, schopnfeh transformdce, padajfci v dvahu jsou vyhodné ty, které samy ne-

obsahujf{ #4dny plasmid, napffklad shora uvedeny kmen E. coli BMTU 2744 DSM 2093.

Pyi provddéni zpisobu podle vyndélezu se nejprve provddf 3t¥peni DNA s obsahem
genu pro d-galaktosiddzu piisobenim Sal I a potom $t&pen{ plazmidové DNA po prvnf tran-—
sformaci enzymem Hind ITI nebo Eco RL, protoZe tyto restrikéni endonukledzy odpovidaji
mistdm, obsafenym v DNA. Pro rekombinaci zlomku o hmotnosti 4 meggdaltony s rozité-
penym vektorem Je zdsadn® mo¥no u¥ft jakoukoli vhodnou DNA-ligdzu. Vyhodnd je DNA 1i-
gdza fdgu T4. Op&ind vazba nastdvd smfsenfm roztokd v pfitomnosti adenosintrifosfdtu,

sulfhydrylové sloudeniny a hoPednatych iontid.

V p¥ipad¥, Ze mé byt stanoveno, které bunky obsshujf vektor s obsahem genu pro
& -galaktosidézu, je nutno provést p&stovdni na prostfedi, které jako jediny zdroj
uhl{ku obsahuje rafinbzu a mimoto obsahuje pot¥ebné soli. PFi pou¥it{ vektoru s resis-
tenci proti antibiotikim se pfiddvéd do ¥ivného prostred! jeSt¥ antibiotikum, proti kte-
rém maji byt buttky s obsahem vektoru odolné. Postupuje se napiiklad tak, Ze plazmid
pBR 372 obsahuje gen pro odolnost proti ampicilinu a tetracyklinu, takZe v tomto p¥i-
pad& s vyhcdou v&lenuje do Zivného prost¥ed{ jedno z t&chto antibiotik, které potla-
guje rst t3ch tundk, které po transformaci uvedeny gen necbsabujf. Jako prostfedf se
uZije prostiedf s minimdlnfm mnoZstvim ¥ivin, které krom# naprosto nezbytnych soli ob-

sahuje pouze rafindzu.

St&peni takto zfskané hybridnf plazmidové DNA pisobenim enzymu Hind III nebo Eco
RT mé za ndsledek znifenf sledu, ktery je kbdem pro expresi rafinézopermedzy a inver-
tézy. P¥i renaturaci plsobenfm DNA-ligdzy se tfmto zplsobem ziskajl vektory, které jiZ
neobsahujf neXddouci geny a je moZno jich uZit pro transformaci ve druhém stupni zpl-
sobu pcdle vyndlezu, pro ktery jinak plati ddaje, uvedené pro prvni stupen.

Bunky, ziskané ve druhém transformanim stupni se podrob{ selekei tak, Ze se
p8stujf na dplném Zivném prostfed{ s indikdtorem pil a s obsahem rafindzy jako zdroje
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vhliku a odpovidajfcfho antibiotika. Uplné Zivné prostifedi obsahuje krom& t¥chto 1lé-
tek jeSt¥ pepton a extrakt z kvasnic. Ty transformované bunky, ve kterych se vzhledem
k piedchozimu zpracovéni ji% nenachéz{ gen pro rafindzopermedzu a pri invertdzu, nemo-
hou vyu#ivat rafinrdzu a z tohoto dtvodu zlstdvéd pH ¥ivného prost¥edi v neutrdlni ob-
lasti a v prostfed{ tedy dochdz{ ke zm®n¥ zbarveni. Kolonie t&chto bun¥k je tedy moZ-
no snadno odlidit od kolonif, ve kterych ke znidenf genu nedo3lo, které vyuZivajf ra-
findzu a produlmjf kyselinu na zdklad® odli¥ného zbarveni, ¥ivného prostfedf v okoli
t3chto kolonif{ vzhledem ke zm3nd barvy indikdtoru pH.

Proto¥e takto zpracované bunky, které stdle jedt? produkujil ob~galaktosiddzu,
Ji% neprodukuj( rafinozopermedzu, kters rafinbzu 3t¥pf, vznikaj{ kolonie, jejichi bun-~
ky jiZ nevyuZivaj{ rafinbézu. K odli¥enf kolonif, které obsahujf nebo neobsahuji gen
pro rafinbzopermedzn a invertdzu je vyhodné pouZiti ploten podle Mac Conkeyho (Difco),
tyto plotny obsahuji neutrdlnd gerven jako indikétor pH. Kolonie, vyuiivajfci rafind-
zu, se zbarvujf Zervend, kolonie, které rafindzu nevyuffvajf, ztstdvaji bilé.
B{1é kolonie se izolujf a je moZno je péstovat zpisobem, ktery odpovidd pouZitému vy-

chozimu mikroorganismu.

Nové mikroorganismy je mo¥no pdstovat v technickém m¥ifftku a m&ly by zistat stéd-
1é. % novych mikroorganismi je moZnc ziskat enzym, jehoZ ¥innost je o n&€kolik desitek
vy§8{, neZ d¥innost enzymu z pivodniho kmene.

Ziskany enzym je prosty stop invertdzy a 3t&pf rafindézu v mate&ném louhu pii
krystalizaci sachardzy pfi neutrdlnim pH a za pou¥itf teploty. Enzym nevyZaduje %4dné
kofaktory jako ionty manganu nebo NAD, je stdly a Jje moZno jej fixovat na nosi&, na-
p¥iklad na nerozpustné polysacharidy aktivované bromkyanem. Misto izolovaného enzymu
je mo¥no fixovat na vhodny nosi& i mikroorganismus jeko takovy a je moZno jej pouZit
v této form¥. Fixac{ se stdvd pro rafindzu znovu propustné bun¥¥né membrdna, kterd se
pivodn¥ stala nepropustnou pro rafinozu v diisledku znieni genu pro permedzu. Je sa-
moz¥ejui, Ze je nutno pouiit vhodnych fixa¥nich metod.

Isolaci ol-galaktosiddzy z novych mikroorganismi je moZno provéd&t b&Znym zpliso-
bem. S vyhodou se tato izolace provddi tak, Ze se biologickd hmota podrobi tlaku, zpra-
covédni ultrazvukem a podobn¥. Tyto metody se vol{ v zdvislosti na vychozim mikroorga-

nismu,

Po rozrueni bunéné stiny se s vyhodou provddi srdZeni plsobenim polyaniontd,
pii kterém ob-galaktosiddza obvykle zldstédvd v supernatantu. Jako polyaniontd se s
vyhodou uZ%ivd polyethylenamind, zvl4§t¥ sloulenin se stPfedni molekulovou hmotnosti.

Z takto ziskané sraZeniny je moZno enzym ziskat plsobenfim sf{ranu amonného, p¥i-
demZ se uiivd zejména koncentrace 0,8 aZ 1,6 M siranu amonného. Dialyzou a lyofiliza-
ci je moZno ve vysokém vyt&fku ziskat o -galaktosiddzu o Fistotd v3t3{, neZ 9¢ %, vhod-
nou pro technické uZitf.

Pri pouZitf plazmidu pBR 322 jako vektoru a E. coli BMIU 2744, DSM 2093 jako bu-
n&k schopnych transformace se ziskd svrchu uvedenym zplisobem novy mikroorganismus E,
coli BMTU 2742, DSM 2091.
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Tento novy mikroorganismus mé nésledujici vlastnosti:

Mikroorganisms obsahuje plazmid pBT 102, je odolny proti ampicilinu v koncen-
traci 50 ug/ml a produkuje nitrobuns¥nou ¢-galaktosiddzu, kterd nevyZaduje pFito-

/
mnost kofaktoru, neprodulkuje Zddnou jinvertdzu. Zdsadnd se krom& uvedenych znaki neli-
%f od E. coli kmene K-12 a je mo¥no jej p&stovat p¥i teploté 37 %¢ ve standardnim

#ivném prostfedi, s vyhodou za provzdusnovéni.

Mikroorganismy, pstované zpisoben podle vyndlezu, se vyznaduji vysokym obsa-
hem dc-galaktos .ddzy, aZ 30 % -celkové rozpustné bilkoviny sestdvd z ob-galaktosidd-

zy a mohou piendiet své nové vlastnosti na dalSf pikroorganismy.

Mo¥nost p¥enosu spofivé nap¥iklad v tom, Ze se mikroorganismus, vypéstovany zpd
soben podle vyndlezu, p&stuje spole&nd s daldim mikroorganismem, napffklad na agaru.
V pPipad¥, Ze se Ve druhén transformadnim stupni zpisobu podle vyndlezu ufije kmen E.
coli, ktery obsahuje plasmid RP 4, jak Je uvedeno nap¥iklad v dJ. Bacteriol, 108, 1244
a¥ 1249 (1971), vznikd mikroorganismus, ktery krom¥ plasmidu RP 4 obsahuje také hyb-
ridnf vektor, napffklad pBT 103, obsahuje tedy 2 plazmidy. Tento mikroorganismus pPe-
ndsi pri 'spoleéném péstovéni s kmeny Pseudomonas plasmid pBT 103 na tyto kmeny .

schopné transformace, miZe snadno zvolit kaZdy odbornfk.

u na konei exponencidlnf ristové fdze, potom se bunky izo-
ktery je chlazen ledem.

Bunky mikrcorganismi,
Bunky se ziskdvaji s vyhodo
1ujf a uvedou v suspenzi v roztoku chloridu vépenatého,
Vv této form$ jsou buiky pF¥ipraveny k p¥ijmu DNA.

Pri pouZit{ bundk E. coll je vyhodnym prostfedim pro p&stovéni standardnf Zivny

bujén II (Merck, Darmstadt).

Vynslez poskytuje zplisob péstovéni mikroorzanismi, které vytvdfejl enzym o—
—galaktosiddzu s velmi vysokou G¢innosti, aniZ by soutasnd dochdzelo k vyrobd inver-
tézy. Ziskévd se tedy zdroj J-galaktosiddzy, kterd je daleko vhcdndjsf ke 3tépenf ra
fi: 6z~ nebo obdobnych cukrid, napffklad pfi krystalizacl cukru z tepného extraktu, neZ
dosad znémé pPipravky cb-galaktosiddzy. Timto zpisobem je tedy mo¥né ve velkém tech-
nickém mEFitku vyre$it problém ziskdvdni sacharézy z rafinbzy. Mikroorganismus, p8s-
tovany zpisobem podle vyndlezu nebo timto zpisobem ziskanou o-galaktosiddzu je moZno
uzZit v pctravinéi‘ské technologii i k jinym w&elim, p¥i kterych Je zapot:‘éebi rozdtépit
uhlohydréty, St&pitelné d-galaktosiddzou. F¥.kladen miZe byt odstrandni Stachybzy ze

sojové mouky, toto odstrz18ni se poZaduje v pifpad®, Ze sojovd mouka né byt pouZitel- -

né pro potravindrské utelys.

Vynélez bude osvétlen nésledujfcimi pFi{klady.

P¥riklad 1

7 kmene E. coli BMIU 2743, DSM 2092, ktery Jjako DNA s obs:hem genu pro A~galak~
tosiddza obsahuje P1 raf je mo¥no ziskat jiné kmeny s vysokou produktivitou ob-galak-
tosiddzs nésledujfcim zpisobem:

o
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1) Vyroba P1 raf DNA s gentickou informac{ pro raf-operon z Pl raf-lyzédtu

Kmen E. coli BMTU 2743, (thr~, leu”, thi~, lacY, tonk, raf , Plts-Lysogen), kte-
ry je odvozen od E. coli K-12, BMTU 2744, DMS 2093, se p8stuje 4 hodiny p¥i teplotd
30 °C za stdlého tiepsn{ v 1 litru bujoé.u, ktery obsahuje 1 % tryptonu, 0,5 % extrak-
tu z kvasnic, 0,2 % glukdzy a 0,5 % chl.ridu sodného p¥i pH 7,8 a po dosafeni optické
hustoty 0,5 ODggi, méFeno pii 650 nm pf. teplotd 40 %, se k indukeci represoru fégu,
citlivého na teplotu, ddle t¥epe 2 hodi.y. Ze supernatantu se ziskdvaji uvoln&né fd-
gy vysrdZenim polyethylenglykolem a &is.{ se hustotnim gradientem p#i pouZiti chlori-
du cezného. Po extrakci fenolem a dialy:e proti tris-pufru s kyselinou chlorovodikovou
o koncentraci 10 mmold a pH 8,0 se timtu zpisobem z{skd 0,6 mg IistEné DNA-figu.

2) Vyroba DNA vektoru

Ke klonovéni fragmentu Pl raf DNA se uZije DNA plazmidu pBR 322, to jest vekto-
ru, ktery jako oznafenf{ obsahuje gern pro odolnost proti ampicilinu i proti tetracykli-
nu. U%ije se plazmid, ktery se b&%n? doddvd nebo se plazmid ziskd ndsledujfcim zpfso-

Dben.

Kmen E. coli, ktery obsahuje plazmid pBR 322 se pdstuje p¥l teplot& 31 °c v 1
1itru ¥ivného bujonu stejného sloZeni jako v prvnim stupni za stdlého tiepdni aZ do
ukon&enf exponenciglni rlistové fdze. Potom se mikroorganismus ddle tiepe pc p¥idédni
150 /ug/ml chloramfenikolu 15 hodin p¥i téZe teplot&. Timto zpisobem je moZno plazmi-
dovou DNA ziskat pfibliZn& ‘re Sty¥nésobném mnoistvi. Potom se bakteridlni bunky izo-
lujf, rozrusi{ se lysozymem nebo smdfedly neiontového typu a roztok s rozruSenymi bun--
kami se odstfeduje 30 minut p¥i 48 CO0 g, supernatant se izoluje. Ze supernatantu se
potom ziskd dvojndsobnym odst¥eddnim pii pouZit{ hustotnih gradientu chloridu cezné-
ho a ethidiumbromidu s ndslednou extrakci fenolem a dialyzu proti tris-pufru s kyse-
linou chlorovod{kovou o koncentraci 10 mmold a pH 8,0 celkem 420 /U8 plazmidové DNA.

3) V&len&nf raf-operonu z Pl raf do vektoru

Vidy 10 /M8 Pl raf DNA a DNA vektoru se zpracovdvd pifi teplot® 37 °c po dobu 1
hodiny pisobenim restrik¥nf endonukledzy Sal I k iuplnému rozdtdpeni molekuly DNA, po-
tom se materidl zah#fvd 5 minut na teplotu 65 °C.

2

Pl raf DNA se potom frakcionuje v 0,7 % agardzovém gelu elektroforézou, Fragment
s relativni molekulovou hmotnostni 4 megadaltony se odd¥li a po extrakeci s fenolem a
dialyze v tris-pufru s kyselinou chlorovod{kovou o koncentraci 10 mmold & pH 8,0 se
ziskd ve form& roztoku.

Roztok takto ziskaného fragmentu Pl raf DNA se smisi s roztokem rozétépenéhd
vektoru pBR 322 a podrobf se za p¥iddni ATP, dithiocerythritu a chloridu hofednatého
po dobu 24 hodin p¥i teploté& 4 °¢ pisobeni DNA ligdzy z fdgu 74. Takto ziskany roztok
obsahuje rekombinantni DNA,

4) Genetickd transformace bakterif E. coli rekombinantnf DNA, kterd obsahuje genetic-
kou informaci pro ¢-galaktosiddzu
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Kmen E. coli BMTU 2744, DSM 2093 se pdstuje v 50 ml ¥ivného bujonu za stdlého
i41n{ ristové féze. Bunky se izolu-

tfepdni pfi teplot¥ 37 Oc a% do ukondeni exponenc
ji a uvedou se V suspenzi. v roztoku chloridu vépenztého o koncentraci 50 mmold v le-
dové 1ldzni. o

Tato suspenze se smisi s roztokem rekombinanini DNA ze stupn& 3 a udrzuje se 20

otom se zahfeje na 3 minuty na teplotu 37 O¢. Bunky se pfeod-

minut na ledové ldzni, p
T °C, gimZ se

kujf do Zivného bujonu a 40 rinut se péstujl za tf¥epdnf pii teplotZ 3
dovrdi transforma¥ni reakce.
Potom se buiky izolujf, promyjl a znovu uvedou v suspenzi. Maly podfl bunééné suspen—
ze se nanese na agarovou plotnu, kterd obsshuje v 3 litru 10,5 g KZH:PO4, 4,5 8 KH2P04,
1g (NH4)ZSO4, 0,5 g citrdtu sodného x 2 H,0, 0,1 § Mgso, x T Hy0, 1 mg thiaminu, 2 g
rafindzy, 25 mg ampicilinu a 15 g agaru pfi pH 7,2. Plotny se potom péstujl pFL teplo-
t& 37 °C. Po 2 dnech p¥stovéni vzniknou getné kolonie. Kolonie se odeberou, istf a

izoluji.

KaZdé z takto ziskanych kolonif mé schopnost vyuiivat rafinozu jako jediny zdroj
uhlfku a soudasn® je odolnd proti ampicilinu. Md tedy jiné vlastnosti, neZ pivodni
kmen. To znamend, Ze se izoluji pouze kolonie, které obsahuji plasmid pBR 322, do kte-
rého byl vilendn Sal I fragment z Pl raf s genem pro ob-galaktosiddzu.

%e ziskanych kolonii se nejprve izoluje plazmidovd DNA zpisobem popsanym Ve
stupni 2. Plazmidy ze vSech kolonii poskytuji po zpracovéni pisobenim restrikéni en-
donukledzy Eco RL nebo Hind II po analjze elektroforézou na agarozovém gelu dva frag-
menty, které je moZno zaFadit podle plivodu kolonie hybridnfho plazmidu do dvou riz-
nych velikosti, celkovE jsou v8ak stejné.

{ v pom&ru 1:1. 0dlisné analytické iddaje pro

Ob¥ velikostni skupiny se vyskytuj
gunentu po

fragmenty obou velikostf jsou zfejm& vysledkem odlisného smdru zafazeni fra
plsobent Sal I z P1 raf zpét do pBR 322.

Pro dals{ zpracovsni se voli plazmid z kolonie, kterd po pisobeni restrigkniho

enzymu Eco RL nebo Hind ITIT pc skytuje men3f druhy fragment, ne¥ plazmidy jinyeh kolo-
pif. Tento plazmid se oznafuje pBT 100 BMIU 2741 bakterif DSM 2090, tyto bakterie,
nesouct uvedenf plazmid mohou vyuZivat rafindzu jako jediny zdroj uhlfku a produkujf

vSechny enzymy raf-cperonu.

5) Vidy 10 JUE DNA plazmidu pBT 1CO z MBTU 2741 DSM 2090 se zpracovdvd plsobenim res-
trikin{ endonukledzy Hind III nebo Eco RT p¥i teplot# 37 °C po dobu 1 hodiny k roz-
§t&pen{ molekul DNA, Potom se smés zah¥fv4 5 minut na teplotu 65 .

Takto z{skané roztoky plasmidové DNA se zfed{ a zplsobem podle odstavce 3 pod-
robi pisobeni T4-ligdzy.

Poton se buiiky kmene E. coli ze stupn¥ 4 uvedou ve styk s roztokem renaturované
DNA z poslednfho stupné transformadni reakce. Maly pod{il takto zpracovaného genu se
nanese na Mac Conkeyovu plotnu (Difco) s obsahem 25 /ug/ml ampicilinu. Na plotn¥ po

transformaci plazmidovou DNA pFedem zpracovanou enzymem Hind III je moZno pozorovat

#
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p¥ibliZn& 20 kolonif po p&stovéni 24 hodin p#i teplotd& 37 oC, na plotnu s pcuZitim DNA,
5t&pend enzymem Eco RI je mo¥no za stejnych podminek pozorovat pfibliZ#n& 30 kolonif.
Pom#r bflych kolonii k &ervenym je v prvnim pPfipad® 4:1, ve druhém 3:1.

lervené kolonie jsou schopiy odbourdvat rafinbzu, obsahuji tedy je$t? uplné raf-
~operon, bflé kolonie rafindzu neodbourdvajf. Tyto kolonie v¥ak je¥td produkujf enzym
o —galaktosiddzy, jak je mo¥no prokdzat v textu v bezbund¥ném extraktu pri pouZiti
p-nitrofenyl-gpl-galaktosidu (o -PNPG) jako barevného substrdtu p¥i pdstovdni bunsk bez
prisady rafindzy v Zivném bujonu pii teplotd 37 °Cc do staciondgrni polohy. Tyto bunky
majf tedy odli3¥né vlastnosti, ne? pivodni organismus nebo bunky MBT'! 2741 DSM 2090,
transformované pBT 100.

Plazmid, pHL jeho% pouZiti se po pfedchozim plsobeni enzymu Hind III na plazmid
pBT 100 na Mac Conkeyho plotndch ziskajf{ b{1lé kolonie, se oznafuje pBT 101, plazmid,
ziskand po pisobeni enzymu Eco RL, se oznaduje pBT 102. Kmen E. coli s obsahem pBT 102
se oznaduje BMTU 2742 DSM 2091.

6) Ziskéni o-galaktosiddzy z kmendl s obsahem pBT 102 BMIU 2742

V tabulce 1 Jsou uvedeny pokusné vysledky s bezbunBénymi extreikty na obsah o~
galaktosiddzy p¥i pouZitl «-PNPG pii teplot¥ 25 °¢ po vypé&stovani kmene MBTU 2742 s
klonem ze stupnd 5. Bunky se odkujf v 10 ml %ivného bujénu v bankdch o obsehu 100 ml

zim kmenem BMTIU 2743 za stejnych podminek, av3ak s pii{sadou 0,2 % rafinbzy k %ivnému
prostiedd.

Jak je z tabulky zPejmé, maj{ extrakty kmene BMTU 2742 ve srovndni s extrakty
kmene BMTU 2743 vy881 obsah o -galaktosiddzy.

Tabulka 1

Kuen &. A gal jednotky/mg ¥
BMTU 2742 10
(DSM 2091)
2743 0,4
(DSM 2092)

¥ mg rozpustné bilkoviny v surovém extraktu

Za t&chto podminek je moZno prokdzat ve zndmém kmenu E. coli BMTU 2744 d&innost
men${ neZ 0,001 jednotek/mg.
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P¥rfklad 2

Postupuje se zpisobem podle p¥ikladu 1, &imZ se z fdgu E. coli BMTU 2481 DSM
2101 zplsobem podle p¥ikladu 1 odstavec 3 od§tépi p¥isludny usek pisobenim enzymu
Teo RL. Takto ziskany prostfedek je zdrojem DNA, kterd obsahuje genetickou informa-

ci pro d-galaktosiddzu.

K ziskdni vektoru DNA se z E._‘co'li BMTU 2745 DSM 2100 zpisobem podle p¥fkladu
1 odstavec 2 ziskd DNA plazmidu pKT 230, pdstovéni bundk se viak provéd{ pPes noc p¥i
teplet& 37 OC za stélého provzdu§ﬁovémt v #ivném prostPedf, ke kterému se nepfiddvd

chloramfenikol.

Ziskand plazmidovd DNA se 5t&pi zpisobem podle p¥ikladu 1 odstavec 3 pisobenim

enzymu EcoRL.

Izolace fragmentu na INA roz&tZpeného pKT 230 se provéd{ zpisobem podle p¥ikla-

du 1 odstavec 3.

Takto ziskany roztok rekombinantni DNA se transformuje v E. coli BMTU 2602 DSM
2102 zpisobem podle p¥ikladu 1 odstavec 4. Selekce se provédi na agarové plotn& s ob-
sahem kanamycinu Vv “-oncentraci 25 /ug/ml. T{mto zptisobem se ziské piibliZn& 40 kolo-
nif odolnych proti ..ar mycinu, tyto kolonie se zkoud{ na citlivost na Streptomycin
na koncentraci 50 mg/il. Zjistf se pFibliZn& 20 kolonif, zdsadn¥ citlivych na strep-
tomycin, avSak odolnyc.: jeSt& proti koncentraci 20 /ug/ml streptomycinu. Zplisobem pop-
sanym v p¥ikladu 1 se v t&chto kolonifch prokazuje tvorba -galaktosiddzy. Takto zis-
kany novy kmen 4. coli BMTU 2746 DSM 2103 je odolny proti kanamycinu, mdlo odolny
proti streptomycinu a produkuje d-galaktosiddzu, t&mito vlastnostmi se odliduje od
vychozfho kmene BMTU 2602 DSM 2102, ostatnf viastnosti md shodné s uvedenym kmenem.
Bunky tohoto novéhc kmene obsahuji plazmid pBT 103, obsahujici gen pro o-galaktosi~
ddzu, jak je moZno také proka’za% tvorbou or-galaktosiddzy.

X pPenosu pBT 103 z BMTU 2746 DSK 2103 na Pseudomonas putida BMTU 2749 DSM 2106
se nejprve smisi bunky kmene BMTU 2746 DSM 2103 a BMIU 2747 DSM 2104 v logaritmické
fézi ristu, prifem¥ druhy z uvedenych ¥mend obsahuje pPenosny plazmid RP4 a oba kme-
ny ve smdsi se potom p&stuji na agarove plotn& standard II (Merck Darmstadt) s obsa-
hem 2C /ug/ml streptomycinu a 20 /ug/ml tetracyklinu. V prib&hu p¥stovdni pfi teplo-
t& 37 °C vyroste p¥ibliZn& 50 kolonii. dJedna z t&chto kolonii se izoluje a nanesenim
na plotny s obsai :am odpovidajfecich antibiotik je moZno prokdzat, Ze takto ziskany no-
v§ kmen BMTU 274& Dl 2105 je odolny proti 20 /ug/ml streptomycinu, 26 /ug/ml kana-
ayeinu, 20 ug/ml tetracyklizu a 50 /ug/ml ampicilinu. Uvedeny kmen obsahuje plazmi-
dy RP4 a pBT 103, jsk je mo¥: o prokdzat tvorbou o-galaktosiddzy.

Pfenos plazmidu pBT 103 z BMIU 2748 DSM 2105 na Pseudomonas putida BMTU 2749
DSHf 2106 se provddi smisenfm obou kmend v logaritmické ristové fdzi s nédslednym p&s-
tosdnim této sm¥si na agarové plotn¥ standardu II (Merck Darmstadt) p¥i teplot& 30 °c
pc dobu 24 hodin s néslednym promytim bundk sterilnfm Zivnym bujonem a nanesenim na
agarové plotny s cbsahem selektivniho %ivného bujonu standard IL s obsahem 100 /ug/ml
kanamycinu a 25 /ug/ml chloramfenikolu. Po dvou dnech vyroste p¥ibliZn& 20 kolonif,

L]
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tyto kolonie se &ist{ a identifikuj{ jako kolonie, citlivé na tetracyklin, jde o Pseu-
domonas putida s obsahem plazmidu pBT 103, ktery obsahuje gen pro tvorbu o-galaktosi-
ddzy BMTU 2750, DSM 2107 . Prlkaz tvorby o-galaktosiddzy se provadf stejn& jako v
prikladu 1.

PPr{f{klad 3
Stépend rafindzy v prob&hu krystalizace v cukrovaru

45 ml odpadu s obsahem 802 mg rafindzy se ziedf 45 ml vody. Roztok se upravi na
pH 6,5. Tento roztok se v soub&iném pokusu inkubuje s bezbuniinym extraktem a mimoto
s bunkami kmene E. coli DSM 2091, které byly piedem zpracovény pisobenim toluolu, pii-
gem# extrakt i buiky obsahujf 57 jednotek o/-galaktosiddzy.

Smés se nechd stdt 60, 120 a 180 minut p¥i teplotd 40 °C. Po této dob& se stano-
v{ enzymatickym zplsobem obsah galsktozy v roztoku a vypoditd se zbyvajlcf mnofstvi
rafindzy v takto zpracovaném vzorku.

Po uvedenych dobdch zpracovdni odpovidd zbytkovy obsah rafinbzy v jednotlivych
vzorcich o velikosti 459, 378 a 315 mg poklesu pivodniho mroZstvd rafinbzy v jednotli-
vych vzorcich na 57,2, 47,1 a 39,2 % vychoztho mnoZstvi. V ndsledujfci tabulce 2 jsou
shrnuty vysledky ziskané svrchu uvedenym zplsobem.

V tabulce 2 Jjsou uvedeny vysledky pokusu, ziskané p¥i pouZiti 90 ml krystali-
zagniho odpadu s obsahem 802 mg rafindzy po zpracovdni (7 jednotkami ol-galaktosidd-
zy pfi teplot¥ 40 °C a pH 6,5,

Tadbulka 2

Doba zpracovéni Gbsah rafinodzy % vychoz{ hodnoty
(min) (mg)
0 802 100,0
60 459 5742
120 378 47,1

180 315 39,2
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PEEDMET VYINALEZU

Zpiisob vyroby d-galaktosiddzy ultivaci mikroorganismd v Zivném prostPed{ s obsahem
vyuZitelnych zdrojh uhliku, dusfku a anorganickyeh solf s ndslednou izolac{ a &i3té-
nim vysledného produktu, vyznatujiei se tim, Ze se ke zvySeni &istoty enzymu sniZenim
obsaiu invertdzy izoluje z kmene Escherichia coli DSM 2092 DNA s obsahem genu pro & -
—galaktosiddzu, tato DNA se rozdt8pl endonukledzou Sal I za ziskdni frakce DNA s mo-
lelmlovou hmotnostf p¥ibliZn% 4 megajednotky s obsahem genu pro o¢/-galaktosiddzu,
z{skany fragment se inkubuje s vektorem pBR 322 po jeho rozstdpeni restriktdzou Sal
I s obsahem genu pro odolnost proti ampicilinu, za pi{tomnosti DNA-Iigdzy fédgu T4 za
p¥itomnosti ATF, dithioerythritu a chloridu ho¥eénatého, ziskand rekombinantni DNA se
inkubuje s bunkami E. coli, transformované bunky se p&stujf na Zivych prostfedich s
obsahem 2 a¥ 10 g/l rafindzy, vzniklé kolonie, odolné proti ampicilinu, se izolujf a
rozrusf, ze z{skaného materidlu se izoluje DNA plasmidu s molekulovou hmotnostf 6,9
a# 12,4 megajednotek, tato DNA se rozstdpl restrikénf endonukledzou Hind III a zpra-
cuje pisobenim DNA-1igdzy, ziskané renaturované plasmidy pBT 102 se uvedou do suspen-
ze S bunkami E. coli, transformované bunky se znovu kultivujf na ¥ivném prostfedi s
obsahem 2 a% 10 g/l rafindzy a ampicilinu, kolonie E. coli, vyuz{vajict rafindzu se
jzoluji a ziskané klony mikroorganismi se péstujf.

Wy o
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