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(57) ReZenf se tykd rekombinovaného plasmi-
du pMP77 charakierizovaného zém¥nou 648 bp
Pstl~EcoRl restrikinfho fragmentu plasmidu .
pBR322 fragmentem Pstl-EcoRIl o velikosti 1640
bp ze stsptomycetového plasmidu pli622, ktery
obsahuje kompletn{ sekvenci mel genu viemnd
jeho regula&nf oblastl kédujfcl syntézu enzymu
tyrozindzy v buflkdch streptomycet, MoZnosti
vyuZitf rekombinovaného plasmidu jsou pFi kon-
strukc! sekrednich vektord pro klonovén{ ve
streptomycetdch vyuZitim proximéin{ oblasti mel
genu k pifpravé fézovanych proteind, Kmen
Escherichia coli HBiol pMP?77, ve kterém je
rekombinovany plasmid pMP??7 uchovén, je ulo-
Yeny v Ceskoslovenské sbfrce mikroorganismi
Univerzity J.E.Purkynd v Brné pod &fslem 4006,
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Vynélez se tykd rekombinovaného plasmidu:pMP?77, kiery:se vyznaluje pritomnostf snadno
vydélitelné genetické informace, kédujfcf syntézu enzymu tyrozindzy v bulkéch streptomycet, :

Rozvojem genetického inZenyrstvi vanikia rozséhld potfeba vy&lenit genetickou informaci na
snadno manipulovalelny extrachromosomovy replikon, ktery potom slouZf{ jako vektorovd molekula
pro pfenos genetické informace do zvolené hostitelské bulky, .nebo jako snadny zdroj genetické
Informace pri rekombina&nfch pokusech In vitro, Nefvhodn¥jiiml extrachromosomaovymi molekulami
DNA pro genetické inZenyrstvi ve streptomycelédchijsou ve streptomycetovych buXkéch se priro-
zend vyskytujic{ molekuly plasmidi. V letech 1980 a%.1986. byla z riznych streptomycetovych
kmeny izolovdna Fada plasmidd a I kdyZ tyto plasmidyyneobsahovaly #4dné snadno detekovatelné
geny, byl objev viétiiny z nich okamZité patentovd chréndn; Namétkou uvidime objevy kryptickych
streplomycetovych plasmidd pabntovand v letech 1983'eaf 1985,

Plasmid pOA29 ze Streptomyces griseus-jap, patent 5914593,

plasmid pOA19 ze Streptomyces griseus~jap. palent 59143588,

plasmid pSJ2 ze S. jumonjinensis - jap. patent 59213391 nebo

plasmid pATM 3 ze Streplomyces castaneoglobisporus -~ US patent 4518698,

K (&innému genetickému inZenyrsivi ve streplomycetdich Je viak nutné také provést oznale-
nf kryplickych plasmidd snadno seleklovatelnyml znaky, Takovymi znaky mohou byt geny kd&dujfcf
resistenci k antibiotiku & syntézu snadno detekovateiného pigmentu,

Jednfm z takovich genl je gen kédujicf syntézu hn¥dého pigmentu melaninu na pidéch ob-
sahujfcich tyrosin, Gen se naz§vé mel a byl poprvé ziskén klonovénfm restrikZnfch fragmentd
kmene Streptomyces antiblolicus (Katz et al. J. Gen. Microblol. 129 : 2703, 1983).. Znovuz{skénf
mel genu z plasmidu plJ702 je oblZné, nebol plI702 DNA musf{ b§t vysoce purifikovdna, aby pf¥i
klonovan{ mel genu nedochézelo ke kompetici s restrikinimi fragmenty streptomycetového chromo-
somu, na kterych umfstiné geny jsou bez problému expresovény ve streptomycetdch, Naprotl tomu
klonovén{ v Escherichis coll zajlithje zfskénf homolognfho materidlu (mel genu) a pifpadnéd konta-
minace restrik®nimi fragmenty nesoucimi geny chromosomu E, coli, které ve své v&EIin& nejsou
expresovény ve sireptomycetich, je zanedbatelné,

Rekombinovany plasmid pMP?7 podle vyndlezu je charakterizovany zdménou 648 bp Pstl -
EcoRI restrik&éntho fragmentu plasmidu pBR322 fragmentem Pst I-EcoRIA o velikosti 1640 bp ze
streptomycetlového plasmidu pli622, ktery obsahuje kompletnf sekvencl mel genu vieind jeho regu-
lagnf oblasti kédujicl syntézu enzymu tyroxindzy v bullkédch streptomycet a zéroven je charakteri-
zovén restrikini{ mapou zndzorndnou na obr, 1. Sliné E4ra zna¥f{ 1640 bp velky fragment zfskany
St&penim streptomycetového plasmidu pli622, Slabd Zéra znalf vektorovou molekulu pBR322,

Konstrukce rekombinovaného plasmidu pMP7??7 |

Z kmene E. coli HB1o1 (pBR322) byla izolovéna plasmidovd DNA mnohokoplového plasmidu
pBR322 (Bolivar et al., Gene 2: 95, 1977) o velikosti 4363 bp, kédujicl resistenci k antibiotikiim
ampicilinu a tetracyklinu, DNA plasmidu pBR322 byla #t¥pena restrikiniml endonukledzam! EcoRI
a Patl, pro které je v molekule DNA plasmidu pBR322 jen jedno zé&sahové mfsto, pfitemZ zésa-
hové misto pro restrikinf endonukledzu Psll je situovéno v oblasti kédujici resistenci k antibiotiku
ampicilinu,

Vyitépeny Psti-EcoRI restrikén{ fragment plasmidu pBR322 o velikosti 648 bp byl nahrazen
Psti-EcoR! restrik&nfm fragmentem o velikostl 1640 bp zfskanym ze streptomycetového plasmidu
pli622, kiery obsahuje kompleinf sekvenci mel genu viein¥ jeho regulainich oblastf, umoZiujfcf pro-
dukci melaninu sireptomycetovou bukou, Pstl-EcoRI reslriknf fragment plasmidu pll622 byl vpra-
ven do koreapondujfcich mfst pBR322 plasmidu ligacf in vitro pomocf enzymu DNA ligézy.

Po vytvofen{ rekombinovanych molekul plasmidu pMP?77 byly tyto molekuly transformovény do
kompetentnich bundk kmene E. coli HBlol a buflky obsahujicf{ molekuly rekombinované pMP?7?7
DNA byly detekovény na zékladd jejich cillivosti k antiblotikim ampicllinu a tetracyklinu na p¥islus-
nych agarovych médifch, Transformované bulky kmene E,coli HB1lol plasmidem pMP?77 byly selek-
tovany jako mnplcnln‘oensltwn( a tetracyklin resistentnf, Takio pFipraveny rekombinovany plasmid
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si uchoval schopnost vektorové molekuly: plasmidu pBR322 zvySovat svi] polet kopif'vihostitelské .
bufice E, coli, jestliZe byl pfiddn chloramfenikol k exponencidlnd rostoucf kultufe - hostitele.: -

K ovéren{ celistvosti klonované genelické Informace byla z klond E. coll HB 1ol:.obsahujicich
plasmid pMP?77 izolovdna DNA rekombinovaného plasmidu pMP77 a podrobena restrik&nfiianalyze,
Restrikin{ analyza prokézala, ¥e rekombincvanid plasmidovd DNA pMP?77 izolovand ze sledovanych
klon& obsahuje celistvy 1 640 bp velky restrik&n{ fragment streptomycetového plasmidu plJ622, Je-
hoZ orientace v molekule rekombinovaného plasmidu je urlena komplementujfcfmi kohesivnimi:konci
po 3tépeni plasmidi pBR322 a pli622 restrik&nimi endonukledzaml Pstl a EcoRl.

Rekombinovany plasmid pMP77 umoffiuje snadno zfskat ve velkém mnoZstvf a vysoké E&istotd
fragment DNA kédujfc{ ve streptomycetich tvorbu hnddého pigmentu melaninu., Tvorba melaninu je
snadno detekovatelnym znakem a lze jil 8 vfhodou pouZft k oznalenf{ nové konstruovanych plasmi-
dovych i fégovych vektord pro klonovédn{ ve streptomycetéch a proximéln{ oblast mel genu k p#i-
pravé fizovanych proteind umoZfiujicich transport stizovaného proteinu ze streptomycetové budky.

Ligace 1 640 bp velkého Pstl-EcoRl restrikénfho fragmentu kdédujfcfho syntézu melaninu ve
streptomycetové budce, do vektorové molekuly pBR322 ddvd moZnost pouZft zvyseny polel rest-
rikdnfch endonukledz k vyitdpen! restrikEnfho fragmentu s informacf pro produkci melaninu ve
streptomycetové bunce.

Rekombinovany plasmid pMP77 je uloZen v Ceskoslovenské sbirce mikroorganism& Univerzi-
ty J, E. Purkyn& v Brnd v kmeni Escherichia coli HBlol CCM 4006,

PREDMET VYNALEZU

Rekombinovany plasmid pMP77 charakterizovany zdmé&nou 648 bp Pstl-EcoRl restrik&nfho
fragmentu plasmidu pBR322 fragmentem Pstl-EcoRI o velikosti 1 640 bp ze streptomycetového plas-
midu plJ622, ktery obsahuje kompletn{ sekvenci mel genu vietn¥ jeho regula&n{ oblasti kdédujfc(
syntézu enzymu tyrozindzy v builkdch streptomycet a restrikin{ mapou, uoZeny v E. coli KBlol
CCM4o06,
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