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Kmen AthyA Vibrio chol erae, ktery postrddé v chromosomu
cely gen thy A, ktery mé nukleotidovou sekvenci id. £. 1, a
nebo kmen AthyA Vibrio cholerae, kiery obsahuje v genu
thyA deleci a sowtasné inzerci nekddujici DNA, a ktery je
plipraviteiny zpisobem, ktery zahrmuje kroky: poskytnut
thymin-dependentntho kmene Vibrio cholerae, provedeni
mistn&cilend inzerce gcnu kanamycinové rezistence ve forme
genového bloku Kan™ do Pstl mista genu thyA, a delece

209 part bazi z genu thyA upstream od mista inzerce a

261 pérd bazi z genového bloku Kan®. Vyhodng kmen
obsahujejeden nebo nékolik episomalnich amonomné se
replikujicich DNA elementd majicich funkéni gen thyA, co2
umoiiuje kmenu rist v ristovém médiu za neplitomnosti
thyminu, pfidem jeden nebo nékolik episomdlnich autonomné
s replikujicich DNA elemenni déle obsahuje strukturni gen
kédujici protein. Kédovany protein je vyhodn2 B-podjednotka
tepelné labilniho enterotoxinu E. coli (LTB) nebo 26 kD
protein glutathion-S-transferszy ze Schistosoma japonicum
(GST 26 kD),
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Kmen AthyA Vibrio cholerae postradajici funkci genu thyA

QOblast techniky

Predkladany vynélez se tyka kmeni AthyA Vibrio cholerae a zpisobil ptipravy téchto kmenu.
Vynélez se zejména tyka kmenu Vibrio cholerae, ktery byl zbaven genu z chromozému, tj. thy A”
kmenu Vibrio cholerae, ktery postradé funkci genu thy A. Tento kmen obsahuje jeden nebo néko-
lik epizomélnich autonomng se replikujicich DNA elementi, jako jsou napf. plazmidy, obsahuji-
cich cizorody gen thy A, napf. gen z E. coli, ktery umoZituje kmenu rist v nepfitomnosti thyminu
v kultivatnim médiu, a ptipadné obsahujicich strukturni gen kédujici homologni nebo heterolog-
ni protein. Vynalez se dale tyka nukleotidovych sekvenci gent thy A a proteind kédovanych
témito sekvencerni.

Dosavadni stav techniky

Exprese rekombinantnich gend v bakteridlni bufice se nejéastéji provadi tak, Ze se do hostitelské
baktérie vnesou epizomalni prvky schopné autoreplikace (napk. plazmidy), které koduji strukturni
gen pro pozadovany protein, ktery je fizen vhodnym promotorem. Takové plazmidy jsou zpra-
vidla udrzoviny pomoci vloZeného genu pro selekini marker, ktery koduje protein udglujici
rezistenci napf. ke specifickému antibiotiku (jako je napf. ampicilin, chloramfenikol, kanamycin,
tetracyklin a dal$i). V hostitelskych buitkach se plazmidy udr2uji tim, Ze se odpovidajici antibio-
tikum pfid do kultivatniho média. Trvaié udrfovani plazmidi v hostitelském kmenu vyZaduje
selekci uitim antibiotika, bez které by dochézelo k segregaci a vaniku vyznamného pottu bunik,
které neobsahuji plazmid a tudi? neexprimuji po¥adovany produkt. Aviak poutiti antibiotik pfi
produkci rekombinantnich proteind je z mnoha divodi nezddouci. Kromé zjevného zvySovani
nakladd je dodavani antibiotik do kultivaéniho média povaZovéno za znatné problematické pfi
vyrobé jakychkoliv rekombinantnich proteint pro pouZiti v humanni nebo veterindmni mediciné.
K tomu jsou nejméné tfi hlavni diivody. Za prvé, rezidulni antibiotika mohou u vnimavych
jedincil vyvolat silnou alergickou reakei. Za druhé, existuje momost selekce bakterii rezistent-
nich k antibiotiku v pirozené bakteridlni fléfe uivateli daného proteinového produktu, a nako-
nec za tfeti, DNA kodujici rezistenci k antibiotiku by mohla byt pfenesena do vnimavych bakterii
u jedince uzivajiciho dany proteinovy produkt, &imZ rezistence k antibiotiku v nezadouci mife
dal3i baktérie.

Existuji vynalezy, které se zabyvaji timto problémem, a jednim z nich je vyuZiti genu par, ktery
uéinné usmrti kazdou buiiku, kterd neobsahuje kopii plazmidu po kazdém bunééném déleni [1].

Jind patentova ptihladka {2), kterd souvisi s pfedmétem piedklidaného vyndlezu, popisuje vynd-
lez zaloeny na znalosti DNA sekvence thy A z E. coli. Plvodei vnesli do bunék gen thy A
v plazmidu, ale uZili hostitelsky kmen, kterym byla spontanni mutanta thy A” selektovana na
ziklad# rezistence k trimethoprimu. Takové mutanty viak nejsou dobie definovany (nesou bodo-
vé mutace nebo malé delece) a mohou snadno divoky typ (tj. thy A”) s neptijatelnd vysokou frek-
venci. To by vedlo bud’ k eliminaci plazmidu z hostitelské baktérie a tudiZ ke ztraté produkce
nebo k nekonzistentni a nespolehlivé produkei pozadovaného rekombinantniho produktu. Kromé
toho daldim problémem pti selekci trimethoprimem je moZnost, e vysledna zévislost na thyminu
vznika disledkem mutace v genu pro dihydrofolatreduktizu (fo/A) a tudiZ pak neni komplemen-
tovéna genem #hy A obsaZenym v plazmidu [3]. Rizeni o této patentové pfihlasce bylo navic
zastaveno, alespoft v Evropé.

Bylo ukazéno, e poutiti V. cholerae pro expresi rekombinantnich gend je vyhodnéjsi nez uZiti
jinych prokaryotickych expresnich systémil dosud obecn& uZivanych, a sice proto, ze rekombi-
nantni produkty se tvoii ve velkych mnoZstvich a jsou secemovany do kultivaniho média, coZ
usnadfiuje nasledujici kroky izolace a purifikace. To je odlidné od E. coli, kde se rekombinantni
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produkt zpravidla hromadi v periplazmatickém prostoru [4]. Jednim z dileZitych faktord, ktery je
ptifinou této vlastnosti, je gen eps ve V. cholerae [5].

Thymidylatsyntetiza kddovana genem thyA z E. coli a jinych baktérii katalyzuje methylaci
deoxyuridylatu (dIJMP) na deoxythymidylat ({TMP) a je nezbytnym enzymem v biosyntéze
deoxyribothymidintrifosfatu (dTTP) pro inkorporaci do DNA. V nepfitomnosti tohoto enzymu se
baktérie stava zavisld na vn&j3im zdroji thyminu, ktery je inkorporovan do dTTP nahradni meta-
bolickou drahou zprostfedkovanou geny deo [6].

Spontanni mutanty thy A~ mohou byt ihned izolovany na ziklad€ rezistence k trimethoprimu.
Toto antibiotikum inhibuje regeneraci tetrahydrofolatu z dihydrofolatu tvofeného pii syntéze
dTMP katalyzované thymidylatsyntetizou. TakZe pokud jsou bufiky thy A, stanou se zavislymi
na thyminu, ale v pfitomnosti trimethoprimu jiZ dale nespotfebovavaji tetrahydrofolat.

Podstata vynalezu

Predkladany vyndlez je zaloZen na nové nukleotidové sekvenci genu thy A z Vibrio cholera. Gen
thy A je vyhodné pouzit k udrovéni rekombinantnich plazmidi, které se uZivaji k produkci
rekombinantnich proteinii ve V. cholerae, a déle je tato sekvence uZita pro vloZeni cizorodych
genii do chromozému V. cholerae selektovatelnym a mistné-specifickym zpiisobem.

Jeden aspekt predkladaného vyndlezu se tykd zplsobu piipravy kmenu thy A" Vibrio cholerae,
ktery obsahuje krok mistné—cilené mutageneze v chromozdému V. cholerae deleci a/nebo inzerci
nukleotidi v lokusu genu thy A, ktery ma v podstaté nukleotidovou sekvenci uvedenou zde jako
sekvence id. &. | na obr. 1.

Termin ,ma v podstaté nukleotidovou sekvenci® v pfedkladaném popisu a patentovych narocich
zahrmuje nukleotidové sekvence, které obsahuji n&jaké pfirozené ¢i umélé prodlouzeni nebo
zkraceni, nebo delece a adice, ptitemZ viak nedochazi k ovlivnéni piivodni pfirozené funkce této
nukleotidové sekvence.

Daldi aspekt ptedklidaného vynilezu se tykd thy A'kmenu, kterym je thy A kmen Vibrio
cholerae postradajici funkéni gen rhy A. V tomto provedeni vyndlezu kmen Athy A Vibrio
cholerae obsahuje jeden nebo nékolik autonomné se replikujicich elementd DNA, které nesou
funkei genu thy A, coZ dovoluje kmenu rist i v nepfitomnosti thyminu v kultivaénim médiu.
Ve vyhodném provedeni je autonomné se replikujici DNA element plazmid.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu Athy A kmen Vibrio cholerae podle vynilezu obsahuje
v epizomalnim autonomné se replikujicim prvku DNA, zejména plazmidu,. cizorody gen thy A,
E. coli.

Ve zvlasté vyhodném provedeni vynélezu Athy A kmen Vibrio cholerae podle vynalezu obsahuje
v jednom nebo nékolika epizomalnich autonomné se replikujicich DNA elementech, zejména
plazmidech, kromé cizorodého genu thy A, jako je napf. gen z E. coli, také strukturni gen kédu-
jici homologni nebo heterologni protein, jako je napf. tepelné labilni B~podjednotka enterotoxinu
E. coli (LTB) nebo glutathion—S-transferdzovy protein velikosti 26 kD (GST 26 kD) ze Schisto-
soma japonicum.

Tteti aspekt pfedkladaného vynalezu se tyka iseku nukleotidové sekvence sousedici s 5'~koncem
strukturniho genu thy A z Vibrio cholerae, ktery ma v podstaté nukleotidovou sekvenci id. &. 2 na
obr. 2.
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Ctvrty aspekt predkladaného vynalezu se tyka tseku nukleotidové sekvence sousediciho s3'-
koncem strukturniho genu thy A z Vibrio cholerae, ktery ma v podstaté nukleotidovou sekven-
¢i id. €. 3 na obr. 3.

Nukleotidova sekvence id. &. 1 je uZiteénd pro vkladani cizorodych genll selektovatelnym
a mistné cilenym zplsobem do chromozému V. cholerae a pro mistné cilenou mutagenezi pfi
pfipravé kmenil thy A” Vibrio cholerae.

Pty aspekt pfedkladaného vynalezu se tyka proteinu, ,.ktery je kédovan nukleotidovou sekvenci
genu thy A z Vibrio cholerae podle predkladaného vynalezu, jako je napi. protein majici amino-
kyselinovou sekvenci id. ¢. 4 na obr. 4.

Sesty aspekt predkladaného vyndlezu se tyka proteinu, ktery je kodovan nukleotidovou sekvenci
aseku lemujiciho 5'—konec strukturniho genu thy A z Vibrio cholerae podle vynalezu, jako je
napt. protein, ktery mé aminokyselinovou sekvenci id. &. 5 na obr. 5.

Proteiny podle patého a Sestého aspektu predkladaného. jsou zvlasté uZite€né pro ilely vyzkumu
potencidlni cile antimikrobialni terapie.

Sedmy aspekt predkladaného vynélezu se tyka vakciny, ktera obsahuje jakoZto imunizalni slozku
Athy A kmen V. cholerae podle vynalezu nebo fhy A~ kmen Vibrio cholerae ptipraveny
zpisobem podle vynalezu. Vakeina je uréena pro pouZiti k profylaxi nebo k léZeni cholery
a pFipadng i jinych infekénich nemoci, zv143t& v piipadg, kdy pouity kmen byl metodami geno-
vého inZenyrstvi modifikovan tak, aby exprimoval cizorodé proteiny. Vakcina kromé imunizagni
slozky obsahuje vehikulum, napt. fyziologicky roztok, a dal¥i slozky obvykle uzivané ve vakci-
néch jako jsou pufry a adjuvans. Vhodna vehikula, pufry a adjuvans a dalsi slozky jsou odborni-
kiim znamy a jsou popsany napf. v Evropském Iékopisu nebo Lékopisu USA.

Piehled obrazkii na vykresech

Obr. 1 ukazuje nukleotidovou sekvenci id. &. | genu thy 4 z Vibrio cholerae.

Obr. 2 ukazuje nukleotidovou sekvenci id. &. 2, tj. sekvenci 5'—lemujiciho tseku strukturniho
genu thy A z Vibrio cholerae.

Obr. 3 ukazuje nukleotidovou sekvenci id. & 3, tj. sekvenci 3'-lemujiciho Gseku strukturniho
genu thy A z Vibrio cholerae.

Obr. 4 ukazuje aminokyselinovou sekvenci id. &. 4, tj. sekvenci proteinu kodovaného strukturnim
genem thy A z Vibrio cholera.

Obr. 5 ukazuje aminokyselinovou sekvenci id. &. 5, tj. sekvenci proteinu kédovaného 5'—lemuji-
cim asekem strukturniho genu thy A z Vibrio cholera.

Obr. 6 ukazuje klonovani fragmentu EcoRI/Hindlll, ktery obsahuje gen thy A z Vibrio cholerae,
do pUCI19.

Qbr. 7 ukazuje srovnani produkti genu thyA z E. coli [16}, V. cholerae a H. influenzae [17], které
demonstruje vysoky stupeii homologie mezi V. cholerae a H. influenzae, na rozdil od E. coli.

Obr. 8 ukazuje inzerci bloku genu kanamycinové rezistence Kan® do mista Pst/ v genu thy A
z Vibrio cholerae v pUCI9.

Obr. 9 ukazuje polymerazovou fetézovou reakei (PCR) pro fragmentu fyta-Kan s konci Xbal.
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Obr. 10 ukazuje ligaci fragmentu thyA—Kan s konci Xbal do plazmidu pNQ705.
Obr. |1 ukazuje Edste€nou deleci genu rhy4 a pocatku genu Kan Tf pNEB193.

Obr. 12 ukazuje $tépeni Xbal, kterym byl vystfizen gen AthyAKan z pNEB193 a ligaci do pDM4
nadtépeného Xbal.

Obr. 13 schematicky zndzoriluje strategii k Gplnému odstranéni (Oplné deleci) genu #hy A
z Vibrio cholerae.

Obr. 14 ukazuje vlozeni 5'—iseku proti sméru transkripce od genu thyA v pMT-SUICIDE
a vytvoreni pMT s Sprim.

Obr. 15 vloZeni 3'-Gseku po sméru transkripce (downstream) od genu thyd v pMT s Sprim
a vytvofeni pMTAthyA V., cholera.

QObr. 16 ukazuje expresni vektor pMT—eltB (thyA) pouZity pro expresi LTB v V. cholerae
JS 1569 AthyA.

Obr. 17 ukazuje expresni vektor pMT-GST (thyA) pouZity pro expresi GST v V. cholerae
IS 1569 AthyA.

Ptikladv provedeni vynalezu

Strategie experimentil

Pro ptipravu definovanych thy A mutant V. cholerae, které mohou byt uzity jako vhodné produk-
¢ni kmeny pro pripravu rekombinantnich proteinil kédovanych plazmidy, které jsou udrZoviny
komplementaci thy4 bylo nejdfive potfeba klonovat a charakterizovat gen divokého typu a dseky
lemujici jeho 5°— a 3"—konec. Zvolena strategie byla takova, Ze nejd¥ive byl klonovén gen thy A
z V. cholerae do plazmidu, a to pomoci komplementace thy A auxotrofie kmenu E. coli K12.

Restrikéni analyza a subklonovaci experimenty byly provedeny proto, aby byl lokalizovan struk-
turni gen thyA ve velkém fragmentu DNA, ktery byl nejdfive ziskan. Vhodny dsek obsahujici gen
thy A a tiseky lemujici jeho 5° —a 3— konec (5'- a 3"—lemujici useky) byl pak sekvencovén.

Pro ovéfeni toho, Ze byl klonovan a sekvencovan skuteéné gen thyd z V. cholerae bylo provede-
no srovnani se sekvencemi thy A z jinych organismi. Klonovany gen byl navic schopen komple-
mentovat thy A" fenotyp Vibrio cholerae ziskany selekei na rezistenci k trimethoprimu. Analyza
sekvence této mutanty ukizala, Zze v genu, ktery byl identifikovan jako gen thy A, obsahuje
skute¢né jednu nukleotidovou zaménu, kterou vznikd stop—kodon a tudiZ gen poskytuje nefunké-
ni zkraceny produkt.

Znalost sekvence genu thy A a dsekd lemujicich tento gen umoznila vyukit vhodné suicidalni
(,,sebevrazedné™) vektory pro mistné—cilenou mutagenezi. Byly zvoleny nésledujici strategie:

a) inzeréni inaktivace,
b) kombinace inzeréni inaktivace a delece genu, a
c) odstranéni celého genu,

ktere jsou dale podrobnéji popsany:
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a) Inzeréni inaktivace genu thy A byla provedena vloZzenim genového bloku Kan® (se suicidal-
nim vektorem pNQ705 [14]).

b) Delece useku ptiblizné velikosti 400 bp byla provedena u kmenu nesouciho blok Kan®, 8imz
byl odstranén Gsek velikosti asi 200 bp jak z genu thy A proti sméru transkripce od mista
inzerce, tak i z genu Kan® rezistence ke kanamycinu, ktery tim byl inaktivovan. Byl tak
ziskan deletovany gen thy A, kde delece byla v centrélni tasti genu, a pak nasledovala inzer-
ce nekodujiciho Gseku DNA. Tento konstrukt byl vioZen. do chromozému V. cholerae
pomoci suicidalniho vektoru pDM4 vysledny kmen byl pojmenovan JS 1569ArhyAAKan.

¢) Uplné odstranéni genu thy A bylo provedeno vzajemnou ligaci (spojenim) dseki lemujicich
strukturni gen, pfi¢emz byla vénovina pozomost tomu, aby se nenarusily dalsi otevien¢ Cte-
ci rémce (narudeni pilehlého genu /gt je také letdlni). DNA nesouci deleci byla klonovana
nového suicidalniho vektoru (PMT-SUICIDE-]) uZitého k vloZeni sekvence do chromozo-
mu V. cholerae. Vysledny kmen byl pojmenovan JS 1569AtAyA.

Pro expresi rekombinantnich genii v téchto Arhy4 kmenech V. cholerae byly zkonstruovany dva
expresni vektory. Kazdy obsahoval thy A gen z E. coli, replika¢ni podatek z obecné uZivaného
vicettelového vektoru pUC19, promotor tac a terminator transkripce frpA nezavisly na faktoru
rhé. V jednom z téchto vektord byl vioZen také gen lacl®, aby reguloval expresi z promotoru fac,
ktery obsahuje také sekvenci Jac operatoru. Do téchto plazmidi byly klonovany dva geny a byly
exprimovany v nov& vytvotenych kmenech V. cholerae s deleci thy A, IS1569AthyA. Prvni gen
kédoval B-subjednotku lidského tepeln& z E. coli (LTB) (viz obr. 16) a druhy labilniho entero-
toxinu byl gen sj26 kodujici glutathion—S—transferazu (GST) ze Schistosoma japonicum (viz
obr. 17).

LTB je strukturng podobny B—podjednotce cholerického toxinu pfirozené produkovaného hosti-
telskym kmenem a byl secernovan do kultivatniho média. Druhy protein je eukaryotického pavo-
du a pochazi z asijské jaterni motolice. $j26 GST exprimovana ve vysoké hladiné v E. coli a aku-
muluje se v cytoplazmé. Exprese obou rekombinantnich proteinii byla vyhodnocena v ptipadé
LTB pomoci GM1 ELISA testu supernatantu kultivadniho média a v pfipadé GST pomoci
komer&né dostupného testu. Oba proteiny byly také analyzovény pomoci SDS-PAGE a wester-
novym pfenosem.

Pivod genu thy A

Gen thy A byl klonovan z kmenu V. cholerae JS 1569. Tento kmen pochdzi z kmenu V. cholerae
Inaba 569B klasického biotypu (sbirka ATCC ¢&.25870). Kmen mé deleci v genu cix4 [7] a byl
modifikovén tak, Ze ziskal rezistenci k rifampicinu [8].

Klonovéni fragmentu HindIIl/EcoRI velikosti 1.4 kb obsahujiciho gen thyA z V. cholerae

Chromozémova DNA piipravend metodou uZivajici CTAB [9] byla dplné $tépena restrikénim
enzymem Hindlll. Najtépena DNA byla ligovana do obecné uZivaného vektoru pBR322 (New
England Biolabs, Inc., Beverly, MA, USA), ktery byl pfedtim $tépen Hindlll a oSetfen alkalickou
fosfatizou. Ligaéni smés byla elektroporaci [10] vnesena do bungk kmenu £. coli HB 101, ktery
byl feno typové thy A” (selektovén na zakladé rezistence k trimethoprimu) a kultury byly nanese-
ny na plotny s modifikovanym Syncase (MS) agarem [!1], s pFidavkem ampicilinu, ale neobsa-
hovaly thymin. Takze transformanty byly selektovany jak na zikladé toho, ze obsahovaly ziskany
plazmid, tak i na pfitomnost funkéniho genu thyA. Buiiky byly izolovany tak, Ze buriky z jediné
kolonie byly o&kovaci klitkou pieneseny na stejny typ agarovych ploten a rostly pak na médiu
MS s ampicilinem. Plazmidova DNA byla izolovana uZitim soupravy ,Wizard minipreps® (Pro-
Mega Corp. Madison Wis.) a pak najtépena HindllI. Fragment o velikosti 10 az 12 kb byl izolo-
vén a tento klon byl nazvan ThyA B2.
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Aby se zmensila velikost fragmentu, byl plazmid nas$tépen EcoRI a znovu spojen T4 ligazou.
Ligovana DNA byla elektroporaci opét vnesena do bunék kmenu E. coli popsaného vyse za
stejnych selekénich podminek pro riist transformant. Kolonie vzniklé z této transformace byly
izolovany, jak bylo popsino vyse, a byla izolovana plazmidovd DNA, kterd byla analyzovana
dvojitym &tépenim EcoRI a Hindlll. Zistal fragment DNA velikosti pfiblizné 1,4 kb, ktery
umoZioval komplementovat thy A mutaci v hostitelském kmenu E. coli. Tento fragment byl
klonovan do plazmidu pUC19 (New England Biolabs), ktery byl naStépen stejnymi dvéma
enzymy a oietien alkalickou fosfatazou. Po elektroporaci byly transformanty z tohoto experimen-
tu izolovany stejné jak bylo popsano vyse. Tento kion byl nazvan thy A 1:2 (obr. 6).

Ovéteni fragmentu Hindlll/EcoRI velikosti 1,4 kb obsahujiciho gen riy A

Pro ovéfeni toho, ze fragment skute&n& pochdzel z chromozoému V. cholerae, byla DNA z kmenu
JS 1569 pln& naStépena HindIll a EcoRI spoletné s HindIll. Fragmenty DNA pak byly analy-
zovény elektroforézou na agarézovém gelu spole¢né s klonem ThyA B2 natépenym HindlIl a
klonem thy A 1:2 nadtépenym EcoRI a HindIll. Po elektroforéze byla DNA pienesena na
nylonovou membranu, imobilizovana UV zifenim a pak hybridizovana (za stringentnich podmi-
nek) s fragmentem velikosti 1,5 kb vystiizenym z klonu thy A 1:2, ktery byl oznagen *P dCTP
uZitim soupravy Multiprime kit od firmy Amersham.

Vysledky: Jak v chromozémové DNA ¥t&pené; Hind!lI, tak klonu ThyA B2 3t&peném HindIII byl
evidentni fragment velikosti pfiblizné 10 kb. Stejné tak vchromozomové DNA §tépené
EcoRifHindIII tak klonu thy A 1:2 $tépeném EcoRI/HindIIl byl evidentni fragment velikosti
pfiblizné 1,4 kb (data nejsou ukazana). To dokazuje, Ze klonovany fragment pochdzel z DNA
V. cholerae 1S 1569.

Transformace J51569 thy A” plazmidem thy A 1:2

Pro ovéfeni toho, Ze klonovany fragment EcoRl/HindlIl podporuje rist V. cholerae fenotypu
thyA—, mutanta zavisla na thyminu IS 1569 (V. cholerae IS 1569 4.4) byla elektroporaci
transformovana plazmidem thy A 1:2. Elektroporace a selektivni médium byly popsany vyie.
Mutanta JS1569 4.4 nerostla na médiu MS bez ptidavku thyminu.

Vysledky: Byly izolovany kolonie JS 1569 4.4, které rostly na médiu bez thyminu. Bylo ukazano,
Ze viechny nesly plazmid thy A 1:2, coZ podporuje pfedpoklad, Ze klonovany fragment obsahuje
gen thyA z V. cholerae.

Sekvencovani DNA z plazmidu Thy A 1:2

Plazmidova DNA byla sekvencovana metodou vyuZivajici terminace ﬁmtézy fetézce dideoxy-
nukleotidy [12], a sice pomoci sekvenatni soupravy ABI PRISM™ Dye terminator cycle
sequencing kit (Perkin Elmer). Byly pouzity jak komeréné dostupné tak i vlastni oligo-
nukleotidové primery. Sekvence DNA byla analyzovana na automatickém sekvenaénim zafizeni
ABI PRISM 373 (Perkin Elmer) a ziskana data byla analyzovéna uZitim softwaru AutoAssembler
Software Package (Perkin Elmer). Dale byla data analyzovana vyhledavanim homologickych
sekvenci pomoci programu GCG [13].

Vysledky: Jako gen s nejlepsi homologii byla nalezena thymidylatynthetiza z riznych biolo-
gickych druhii, Za povSimnuti stoji, Ze homologie s thymidylatsynthetazou z E. coli je velmi
slaba (obr. 7).
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Strategie pro deleci genu thyA z V. cholerae )51569

Pro ziskani definovanych thy A mutant ¥. cholerae byly pouzity dvé strategie. Prvni zahrnuje
inaktivaci genu thyA vloZenim genového bloku Kan" a pak naslednou parciélni deleci genu thy A
a genového bloku Kan®.

Druhé strategie je zaméfena na uplnou deleci genu tyA z chromozému V. cholerae pomoci
nového suicidalniho vektoru pMT SUICIDE-1. Tento vektor obsahuje 5'— a 3"—lemujici dseky
genu thyA a také replika&ni poéatek R6K a geny RP4 mob.

K nahrazeni genu thyA kmenu JS 1569 bylo rozhodnuto pouZit na thyminu zavisly J51569 4.4,
nebot’ predbéiné pokusy ukazaly, ze je zde silnd selektivni nevyhoda pfi prechodu z divokého
typu na thyminovou zavislost, dokonce i za p¥itomnosti vysoké hladiny exogenniho thyminu.

Inaktivace genu thyA inzerci genového bloku Kan®

Zde strategie zahrmovala inaktivaci genu thyA inzerci (vloZenim) genu rezistence ke kanamycinu
do jedine¢ného mista Psif v genu thyA ve formé genového bloku Kan® (Pharmacia) (viz obr. 8).
Tento konstrukt byl amplifikovan pomoci PCR (uZitim systému Expand™ High Fidelity PCR,
Boehringer Mannheim) s oligonukleotidovymi primery, které vnesly do konstruktu konce Xbal,
aby mohl byt vloZen do suicidainiho plazmidu pNQ705 [14), ktery nesen jedine¢né misto Xbal
v genu rezistence k chloramfenikolu. Pro amplifikaci inzeréné inaktivovaného genu v PCR byly
pouzity nasledujici oligonuklieotidové primery:

ThyA-10: 5'~ GCT CTA GAG CCT TAG AAG GCG TGG TTC -3',

odpovidajici nukleotidim 557 aZ 575 v sekvence id. &. 2
(obr. 2) s piidanym mistem XbaI (tuZné), a

ThyA-11: 5'- GCT CTA GAG CTA CGG TCT TGA TIT ACG GTA T -3',
odpovidajici komplementarni sekvenci nukleotidd 235 ai 257

v sekvenci id. &. 2 (obr. 3) s pfidanym mistem XbaI (tulné)
{(obr. 9 + 10}.

Vysledné plazmidy byly vneseny do E. coli S—17, které byly uZity pro konjugacni experimenty.

Jelikoz recipientni kmen JS 1569 4.4 je rezistentni rifampicinu a senzitivni k chloramfenikolu
a donorovy kmen E. coli S-17 je rezistentni jak k chloramfenikolu, tak kanamycinu, trans-
konjuganty byly selektovany na rezistenci k dvéma antibiotikiim, rifampicinu a kanamycinu.
Vysledné kmeny ¥. cholerae budou viak rezistentni také k chloramfenikolu, nebot’ cely plazmid
bude na potatku vlozen do chromozomu. Exkonjuganty, které inkorporovaly inaktivovany gen
thy A nesouci genovy blok Kan® do chromozému a ztratily plazmid pNQ705 pak mohou byt
selektovany z téch, které jsou citlivé k chloramfenikolu, ale zistaly rezistentni ke kanamycinu.

Pro ovéfeni inzerce genu rezistence ke kanamycinu do genu iy A byl cely gen thy A ampli-
fikovan pomoci PCR s oligonukleotidovymi primery thyA-10 a thyA-11, a velikost takto vznik-
[ého fragmentu byla porovnana s velikosti nativniho genu thy A. Byl nalezen ofekavany fragment
velikosti 2,6 kb na rozdil od nativniho genu rhy A velikosti 1,4 kb.
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Vysledky: Exkonjuganty byly rezistentni ke kanamycinu a vnimavé ke chloramfenikolu a kdyz
byly amplifikovany pomoci PCR, ukazalo se, z¢ maji do chromozému vioZeny genovy blok
Kan". Sekvencovani amplifikovaného fragmentu ukézalo, Ze jediny defekt v genu byl zpiisoben
inzerci genu rezistence ke kanamycinu. To ukazuje, Ze rekombinaéni udalost, ktera vedla k inkor-
poraci inzeréné inaktivovaného genu do chromozému, také eliminovala bodovou mutaci, ktera
zplsobovala, Ze recipientni kmen (JS 1569 4.4) byl zavisly na thyminu. Rust ziskanych kmenid
byl pozorovan pouze, kdyZ bylo kultivaini médium obohaceno thyminem (200 pg/ml).

Castedna delece genu thyA a genového bloku Kan®

Pro dal$i zajisténi stalosti mutace thy A byl inzeréné inaktivovany thy A subklonovan jako Xbal
fragment do plazmidu pNEB 193 ,(New England Biolabs). PCR primery byly navrZeny tak, Ze
doglo k deleci Gseku 209 paru bazi z genu thyA a 261 paru bazi z genového bloku Kan®.

TakZe gen thyA byl dale naruden a také gen rezistence ke kanamycinu byl inaktivovan (tim, Ze
byl odstranén potateéni dsek kédujici oblasti). Celkovym vysledkem tohoto postupu byl kmen
nesouci deletovany gen thy A, ktery souasné obsahuje inzerci nekddujici DNA.

ThyA-14: 5'- GGG GGC TCG AGG GGC ACA TCA CAT GAA -3°
ThyA-15: 5'- CCC CCC TCG AGC GCC AGA GTT GTT TCT GAA -3

TuCna pismena oznauji 3tépné misto XhoI (obr. 11).

Po PCR amplifikaci byl ziskan fragment DNA obsahujici cely plazmid s vyjimkou deletované
oblasti. Amplifikovand DNA byla itépena Xhol, self-ligovana (konce jedné molekuly byly
navzijem spojeny) a pak byla transformovana do bunék kmenu E. coli HB 101. Kolonie pak byly
selektovany na plotnach obsahujicich ampicilin. Byly izolovany jednotlivé kolonie a znovu oéko-
vaci klitkou naneseny na plotny. DNA ziskana minipreparaci plazmida z jednotlivych kolonii po
St&peni restrikénimi enzymy Xbal, Xhol, HindHI a Rsal poskytla oéekévany restrikéni vzorec.

Neuplny gen thy A nesouci inaktivovany gen rezistence ke kanamycinu byl z vektoru vystépen
enzymem Xbal, purifikovan a ligovan do plazmidu pDM4 [15] (viz obr. 15). PDM4 je suicidalni
vektor odvozeny z pNQ705 obsahujici gen SacBR z Bacillus subtilis a modifikované vicetetné
klonovaci misto.

Po prenosu plazmidu pDM4 (AthyAAKan) do bun&k kmenu E. coli S—17 byly provedeny trans-
konjugacni experimenty. V tomto piipad€ byl kmen V. cholerae JS 1569 thyAKan pouZit jako
recipientni kmen. Konjugace byla provedena, jak bylo popsano vy3e se selekci na rezistenci
k rifampicinu a chloramfenikolu. Po ristu na tomto selekénim médiu byly kolonie dale selektova-
ny na médiu obsahujicim 10% sacharézu bez p¥itomnosti chloramfenikolu. Sacharéza indukovala
gen sacBR, ktery koduje enzym levansacharazu, ktery pfeméiluje sachar6zu na levan. Tato slou-
¢enina je toxickd pro vétSinu Gram-—negativnich organismi. Timto zplisobem byly usmrceny
klony nesouci sebevrazedny plazmid a byly zachovany pouze exkonjuganty, které plazmid zirati-

ly.

Vysledky: byla selektovana kolonie vnimava k chloramfenikolu a kanamycinu. PCR amplifikace
useku thy A s primery ThyA-10 a ThyA—11 potvrdila, ze fragment ,,thy A Kan® (2,6 kb) v chro-
mozomu byl nahrazen fragmentem ,Athy A AKan“ (2,1 kb). Riist vysledného kmene byl pozoro-
van pouze kdyz do kultivaéniho média byl pfiddn thymin (200 pg/ml). Kmen byl pojmenovan
V. cholerae JS1569 AthyAAKan.
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Piima delece genu thy A z V. cholerae

Pro tento experiment byly uZity 5~ a 3'~lemujici sekvence genu iy A. Byl zkonstruovan novy
suicidalni vektor pMT SUICIDE-I (obr. 14), ktery obsahuje replikatni potatek R6K, gen mob
z RP4, gen rezistence k chloramfenikolu a viceSetné kionovaci misto z plazmidu Litmus (New
England Biolabs). Byl ptipraven modifikovany fragment, kde kédujici oblast genu thy A byla
nahrazena vicedetnym kionovacim mistem (odvozenym z Litmus 28) a byly ponechany jen useky
femujici 5’a 3'~konec lokusu thy A V. cholerae (tzv. 5" a 3'-lemujici aseky). Takto vznikly plaz-
mid byl pouzit k vytvofeni kmenu V. cholerae, kde je odstranén cely gen thy A.

Jako vychozi materidl pro tuto konstrukci byl pouZit plazmid pMT SUICIDE-1 (poskytl
M. Lebens, nepublikovino). Na zékladé 5° a 3'-lemujicich Gsekii lokusu thy A byly navrZeny
nasledujici oligonukieotidové primery:

ThyA-33: 5°- GGA CTA GTG GGT TTC CTT TTT GCT AT -37,

odpovidajici nukleotidim 109 aZ 126 v sekvence id. &. 2 (obr.
2) (5 -tisek oblasti thy A) se 5tépnym mistem Spel (oznaleno
tu&né) a

ThyA-34: 5°- CCC CGC TCG AGA CCC TAT TTT GCT GCT AC -37,

odpovidajici komplementadrni sekvenci bizi 815 aZ 832
v sekvence id. ¢&. 2 s pfipojenym 3tépnym mistem Xhol
(oznadeno tu&né&).

Tento par oligonukleotidovych primerd poskytuje v PCR
fragment velikosti 743 bazi odpovidajici 5°-lemujicimu dseku
genu thy A.

ThyA-31: 5°- CGG GGT ACC TGG CTT GAT GGG TTT TAT -3°,

odpovidajici nukleotidim 22 aZ 39 v sekvence id. &. 3 ({obr.
3) (3°-lemujici usek lokusu thyA) se Stépnym mistem KpnI

(uvedeno tucéné), a
ThyA-32: 5°- GAA GGC CTT CGC CTC TGC TTG CGA CT -3°,

odpovidajici komplementirni sekvenci bazi 731 aZ 749
v sekvence id. &. 3 se 3tépnym mistem Stul (uvedeno tulné).

Tento par oligonuklectidovych pfimerﬁ v PCR poskytuije
fragment velikosti 746 bazi odpovidajici 3 -lemujicimu iuseku
genu thy A. '
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Jako templat pro PCR byl pouzit preparat chromozoémové DNA z V. cholerae 151569 (obr. 13).

Amplifikovana DNA byla nastépena vhodnymi restrikénimi enzymy a klonovina do vektoru
pMT-SUICIDE t (obr. 14 a 15), ¢imz byl vytvofen plazmid pMTAthyA V. cholerae, ktery
obsahuje asi 700 bp dlouhy {sek upstream (proti sméru transkripce) od 5'—konce genu thy A
a stejné velky Gsek downstream (po sméru transkripce) od 3'—konce genu fAay A (tj. 5~ a 3'—
lemujici dseky).

Tento plazmid byl vnesen do E. coli S17-1 a pouzit v konjugaénich experimentech jak bylo jiz
popsano vyse. Jako pFijemce (recipient) byl pouZit kmen ¥, cholerae JS1569 4.4. Konjugace byla
provedena na LB agaru s pfidavkem rifampicinu, chloramfenikolu a thyminu. Exkonjugaty, které
ztratily sebevrazedny plazmid byly selektoviny na zdkladé vnimavosti k chloramfenikolu.

Vysledky: Kolonie vnimavé k chloramfenikolu a rezistentni k rifampicinu byly selektovany. PCR
amplifikace thy A s primery ThyA-10 a ThyA~11 vedla ke vzniku velikosti 1,4 kb z nativniho
genu thy A a fragmentu velikosti 0,6 kb z genu Athy A. Tim bylo potvrzeno, Ze gen thy A byl
v chromozomu deletovan, Kromé toho ‘tyto baktérie byly schopné ristu pouze na médiu s pfi-
davkem thyminu. Tento kmen byl pojmenovan V. cholerae 151569.

Exprese B—podjednotky teplotné labilniho enterotoxinu z E. coli (LTB) a sj26 glutathion—S—
transferazy (GST) ze Schistosoma japonicum ve V. cholerae 181569 AthyA

Byly zkonstruovany expresni vektory, obsahujici gen thy A z E. coli, replikaéni po€atek z vekio-
ru s vysokym kopii pUC19, promotor fac a terminator transkripce frpA nezavisly na faktoru rho.
V jednom z téchto dvou vektord byl vlozen gen /acl’, aby byla regulovana exprese z promotoru
tac, ktery obsahuje také sekvenci /ac operatoru (obr. 16 a 17).

Exprese proteinu LTB v kmenu V. cholerae IS1569 AthyA

Expresni vektor ukizany na obr. 16 byl elektroporaci vnesen do bunék V. cholerae JS1569
AthyA. Transformanty byly selektovany na MS-agaru. Jednotlivé kolonie byly namnoZeny, aby
bylo moZné provést minipreparaci plazmidi, které pak byly ovéfeny restrikini analyzou. Pro
expresi byly transformanty kultivovany na, MS médiu pti teploté 37 °C v protfepavané kultufe.
Kultivaéni médium pak bylo odebrano a testovano na piitomnost LTB testem GM1-ELISA.

Vysledky: V testu GM1-ELISA bylo zji$téno, Ze kultura vyprodukovala alespoil 300 pg/ml LTB.
SDS-PAGE a westernovy pfenos se specifickymi monoklonalnimi protilatkami dale Ze secer-
novany protein byl LTB.

Exprese proteinu GST v kmenu V. cholerae JS1569 AthyA

Gen sj26 glutathion—S—transferazy (GST) ze Schistosoma japonicum byl klonovin do expresniho
vektoru uvedeného na obr. 17, Tento vektor je shodny s prvnim vektorem, a2 na sekvenci genu
lacl’, kterd dovoluje regulovat expresi rekombinantniho proteinu. Vektor byl elektroporaci
vnesen do bunék V. cholerae 1S1569 AthyA. Transformanty byly selektovany na MS—agaru. Jed-
notlivé kolonie byly namnoZeny, aby bylo moZné provést minipreparaci plazmidd, které pak byly
ovéfeny restrikéni analyzou. Pro expresi byly transformanty kultivovany na MS médiu pfi teploté
37 °C v protiepavané kultuie s pfidavkem IPTG.

Vysledky: Rekombinantni protein byl nalezen v cytoplazmé V. cholerae SDS-PAGE a wester-
novy pfenos s monoklonalnimi protilitkami specifickymi k GSM (Pharmacia BioTech, Uppsala)
potvrdily, Ze byl exprimovéna skutedné GST. Hladinu exprese bylo obtizné stanovit, nebot’ GST
protein byl exprimovan intraceluldrné, ale byla zhodnocena jako pfiblizné shodna s hladinou
LTB.

-10-
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen AthyA Vibrio cholerae postrddajici v chromozomu cely gen thyA, ktery ma nukleoti-
dovou sekvenci id. & 1, nebo kmen AthyA Vibrio cholerae obsahujici v genu thyA deleci a sou-
¢asné inzerci nekddujici DNA,

pfipravitelny zpisobem, ktery zahrnuje kroky:

poskytnuti thymin—dependentniho kmene Vibrio cholerae, provedeni mistné—cilené inzerce genu
kanamycinové rezistence ve formé genového bloku Kan® do Pstl mista genu thyA, a

delege 209 par bazi z genu thyA upstream od mista inzerce a 261 para bazi z genového bloku
Kan",

&imz se ziskd kmen AthyA.

2. Kmen AthyA Vibrio cholerae podle naroku 1 obsahujici jeden nebo nékolik episomalnich
autonomné se replikujicich DNA element majicich funk&ni gen thyA, coZ umoZziiuje kmenu rist
v rliistovém médiu za nepfitomnosti thyminu, pfitemZ jeden nebo nékolik episomalnich auto-

nomné se replikujicich DNA elementi dale obsahuje strukturni gen kddujici protein.

3. Kmen AthyA Vibrio cholerae podle naroku 2, kde episomalni autonomné se replikujici DNA
element je plazmid.

4. Kmen AthyA Vibrio cholerae podle naroku 2, kde episomalni autonomné se replikujici DNA
clement obsahuje cizarody gen thyA.

5. Kmen AthyA Vibrio cholerae podle naroku 4, kde cizorody gen thyA je gen z E. coli.
6. Kmen AthyA Vibrio cholerae podle naroku 2, kde kédovany protein je vybran z B-pod-

jednotky tepelng& labilniho enterotoxinu Escherichia coli (LTB) a glutathion-S—transferazového
26 kD proteinu ze Schistosoma japonicum (GST 26 kD).

18 vykres
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Sekvenca id. &. 1

GAGAARGGTTT
TTCGATCGGC
TGCTATGTGG
AGTCTCTGAC
TGTGATCTTC
GACTGGCGEC
TGCGCGTAAA
ATTCGGTTTG
AARCGGATGTG
ACAGCTTITAT
TGGTARACCT
CCGCTTCCTT
CATTTCAATG
TTGGTCITAC
GAAACAGTAT
ACGAACGGGC
CARTCAGTTT
GCTCGGCTAT
CTGGGATGCT
GGATGACRTG
TCATATTGAC
TGAAATTCTT
GTACRGCCAT

ATGTGATGTG

GTTATGCCIC

CCTCTAGCGG

TTGGCCARTC

TTGTTATTICG

TACARTTTTG

ATGTCCTTCC

AACCAACGCA

GGGATGGGAC

CCTTGGGCTT

GAATTCGCCT

CGTCCGCTAG

GTGGAATACG

GGGCAAATCC

AAGCGCGGTT

TTAGATCTTT

AAGCGTTGTT

CCTCTAGTGA

ATTCGTGGIT

AATGCCARTT

GGACGCGTGT

CAGTTGAAAA

AACTTCTACA

CATTTTTCAT

CCCTTGGGGT

CZ 301662 B6

AGGGTTATCT

TGCGCTGGTA

GCCGAGCGGA

CCGGCTITIT

ATCTGTTCCT

ACGCGCCGCTT

CCTTCTTTGG

GTATCGGTAA.

TTGTATTICCC

TAGAAGGCGT

GCAGCGTATC

TCCGTGAGCC

TCTCCTTACC

TGTATCARGA

GTCAGCGCAT

TGACTGTGAT

CTACACGCAA

ACGATAATGC

TAAACCARGC

ATGGYGTTCA

AGATTGTTIGA

ATCCGGGTGA

TGCTGGGGGA

TGAATTTCAA

GCAGTTTCCC

TGGCTTGATG

TCGCGCGGEC

AGGTGTAGTG

TGCTGACCCT

ATTGGGTGTG

TGTGGCCGAT

CTTTATGAAT

TAARTGGTGGC

GGTTCTGTIC

CGGACTGTTT

AGATGCTCAG

TATGGTGATC

CCGTGTAGCA

CGTCGATCAA

TAATGCCGAT

AATATTGACC

TATTTGGTIGG

AGTGGTTGGA

ATCGGTGGCC

CTTTATITAT

ATCACCGCCA

TTTGTIGCCC

AGTGAACTTT

CCACTGCCGC

TTTATTCITA

TTAGCTGGAT

TTGGGTCIGT

ATCGGTATTT

GCAARATAGG

GGIGTTTGGG

TTGACCTACG

GAGTTTTIGG

GGCGGATTTT

ATGGCTCARC

GGGTAGAGCT

TGATTTGAGC

ATTTCACATG

TACCTTGTAT

CATGGTGCAG

GATGGCACAG ATCACAGGGA AAAAGCLGGG

CTTGGCGTAT

< 13-

AMAGCTGCCG

CGCCAATTAG

RATCCTTACC

TGGGCTAAGC

CGTGGUGTTG

GGGTGTTTIGC

CTCAACAGTA

GTTTATGIGT

CACAAGATCG

Obr.

CCGTATTGTT
GTTTCCTTTT
CGCGTGAGCA
GAGTTGGTTA
TCAAAGTGIG
TGTTCTIGETA
CTTTAGTGCC
GGGGACGAGT
GCCATCCTTC
ATTGGTTTAT
ACGGTACATT
TTGGTGGCTT
TGATGATGGT
GTAGTTAGGT
TTGAAAATGA
ATGTGGGCAA
TAGCCGAGTT
GTACCAARAC
GTAAAGGTGA
CTGATGGTGG
ATGACCGAGG
GCCCTTGCAT
CTCAGCGTTC
TCCTTGCGCT

TCAATGCGCA

1

60
120
180
240
3oc
60
420
480
540
600
680
720
780
840
900
o960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
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CATTTACCAA GATCAACTCG AATIGATGCG

AGCGCCTCAG

CACTTTGGAT

TTCAGTCTAA

CGAAGCTCGG

AATGCTGCCG

CTTACAAGCC

AATACCGTAA

CAGAGCAAAC

AGTGCCAATG

GCCCACGAGA

CACTGTACCT

ACGTGCGCGG

TTCCATATCA

GATTTTGACG

TCCCGTATTC

GAGCTTITTT

GGGATGACGA

CAAGTTGAGA

ATCAAGACCG

ACGGCAAACT

TTCGCACCTA

GGAACCATTA

GAAGCAATAC

CCAACCATCA

AATGGTCGCA ATACCCAATA

AAGCTGGGTT

TCAAGCCCTG

TTTCATGCTC ATATCGCCAG

TARAATGCCA AACATCATTT

ATCGIGGATG

GIGGCACTGG

AAGGCTGACG AGAGTATTGG

CGCEGTTTCA ACCGGTAALCE

TGAGGATTGA ATCAGTGCCG

AGCAAATTCA

CATCGCGACT

AATAGAACTT

GCAAGAAGTA

TTTCGTGGTC AGCGAAARTCG

ATCCARAGAT

TCACCGGATA

AGGCGGTATG

TATACAGATG

CAARACACACC

TGAGCTCAGC

TAGCCATCAR

CACCAGAGAC

AGGTAARTGG

GGCTGGTTGT

CGTGTAGTGG

RACTCTTCAT

CGATAAGTGC

TGATGACAGG

TCGCAAGCAG

CTAGAGGTAG

CGAAAGCACG

TCACAGTAGT

CACCGGCAAC

TTGCCACTAA

TGGCTTGATC

GTAAATACAG

GCGCTGCAG

CGATGTGCAG

TAAMACACTG

TCAGTTCCAC

GCTTGATGGG

ATGCTTTAAC

CAATAAGTAA

ACCTTTAATA

GTTAAAGCTIT

AGCGGTTGCG

GTAGATTTCA

GGTCGATGAA

GCCTCGGCCA

CAGTTTGCCC

GACACCACCG

TTTGGTAATC

AGGCGAAACG

GAAGATCAGC

GCGAARCTCT

ACCAATATTG

GAGACCRACA

ACCAATCATC

GCCGGTTGCC

CATGAAAGCC

-14-

Obr. 1 (pokrac.)

CTARAACGTIG
CAGGAT&TGG
GATCCTATTC
TTTTATATAA
GCTTRAAGCGG
CTCACCACCA
GGCAGTTCGC
AAGTGCACCA
GCGAGCAGAG
CGCACTTTCA
GATTGAACTA
ATCGCATTTT
ATCACCGTARA
ARAGTATTAC
GGTTTGATAA
AGCCAGTGTG
ACCGCGAGAR
TCTTTACAGC
GCACCCATCA
ATAATAGAAG
AATCCTGCAA
CATTTARAAC

AAGTTTGCCC

AGCCATTCCC

AAACTTGGGT

ARTACCCGTT

AAARAGCTCC

TTAGGGCAAG

CCATTTTGCT

GTAAGAAAGG

GCGCAATTTG

CAGTAATACA

GCACGCCAGA

ATACCGTAAC

GTAGAATTTC

TGGOGACGAA

CCAATACCGA

AATCAARACC

AGACTTTCTC

GATTGAAARA

GCATATGGCC

CCATAGGAAT

TCACCGTGCT

TTGGGTGGGA

CGCTGCCGAC

AACGTAGGCC

1560

1620

1680

1740

1300

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2909




Sekvence id. &. 2

GAGAAGGTTT
TTCGATCGGC
TCCTATGTGG
AGTCTCTGAC
TGTGATCTTC
GACTGGCGGC
TGCGCGTAAA
ATTCGGTTIG
ARCGGATGTG
ACAGCTTTAT
TEETAAACCT
CCGCTTCCTT
CATTTCAATG

TTGGTCTTAC

GTTATGCCTC

CCTCTAGCGG

TTGGCCAATC

TIGTTATTCG

TACARTTITG

ATGTCCTICC

AACCAACGCA

GGGATGGGAC

CCTTGGGCTT

GAATTCGCCT

CGTCCGCTAG

GTGGAATACG

GGGCAAATCC

AAGCGCGGTT

CZ 301662 B6

AGGGTTATCT

TGCGCTGGTA

GCCGAGCGGA

CCGGCTTITTT

ATCTGTTCCT

ACGGCGGCTT

CCTTCTTIGG

GTATCGGTAA .

TTGTATTCCC

TAGAAGGCGT

GCAGCGTAIC

TCCGTGAGCC

TCTCCTTACC

TGTATCAAGA

GCAGTTTCCC

TGGCTTIGATG

TCGCGCGGGC

AGGTGTAGTG

TGCTGACCCT

ATTGGGTGTG

TGTGGCCGAT

CTITATGAAT

TAATGGTGGC

GGTTCIGTIC

CGGACTGTTT

AGATGCTCAG

TATGGTGATC

CCGTGTAGCA

-15-

AATATTGACC

Obr. 2

CCGTATIGIT &0

TATTTGGTGG
AGTGGTTGGA
ATCGGTGGCC
CTTTATTTAT
ATCACCGCCA
TTTIGITGCCC
AGTGAACTTT
CCACTGCCGC
TTTATICITA
TTAGCTGGAT
TTGGGTCTGT
ATCGGTATTT

GCAANATAGG

GTTTCCTITIT 120

CGCGTGAGCA 180
GAGTTGGTTA 240
TCAARARGTGTG 300
TGTTCTGGTA 360
CTTTAGTGCC 420
GGGGACGAGT 480
GCCATCCTTC 540
ATTGGTTTAT 600
ACGGTACATT 660
TIGGTGGCTT 720

TGATGATGGT 780

GTAGTTAG 838
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Sekvence id. &. 3

TAATCCCGTA
CGGGAGCTTT
CCGGGGATGA
GCCCARGTTG
TARATCARGA
ARCACGGCAA
ATGTTCGCAC
AGAGGAACCA
CCTGAAGCRA
CGGCCAACCA
GCAATACCCA
GTTTCAAGCC
CTCATATCGC
CCAAACATCA
ATGGTGGCAC
ACGAGRGTAT
TCAACCGGTA
TGAATCAGTG
TCARATAGAR
ACTGCAAGAA

GTCAGOGAAR

TTCAGGCGGT ATGGCTTGAT
TTTTATACAG ATGATGCTTT
CGACARACAC ACCCAATAAG
AGATGAGCTC AGCACCITTA
CCGTAGCCAT CAAGTTARAG
ACTCACCAGA GACAGCGGTT
CTAAGGTAAA TGCGTAGATT
TTAGGCTGGT TGTGGTCGAT
TACCGTGTAG TGGGCCTCOR
TCARACICTT CATCAGTTTG
ATACGATAAG TGCGACACCA
CTGTGATGAC AGGTTTGGTA
CAGTCGCAAG CAGAGGCGAA
TTTCTAGAGG TAGGAAGATC
TGGCGARAGC ACGGCGARAC
TGGTCACAGT AGTACCAATA
ACCCACCGGC AACGAGACCA
CCGTTGCCAC TARACCARTC
CTTTGGCITG ATCGCCGGTT
GTAGTARATA CAGCATGAAA

TCGGCGCTGL AG

GGGTTTTATA
AACGCTTAAG
TARCTCACCA
ATAGGCAGTT
CTTAAGTGCA
GCGGCGAGCA
TCACGCACTT
GAAGATTGAA
CCARTOGCAT
CCCATCACCG
CCGAAAGTAT
ATCGGTTTGA
ACGAGCCAGT
AGCACCGCGA
TCTTCTTTIAC
TTGGCACCCA

ACAATAATAG

ATCAATCCTG

GCCCATTTAA

GCCAAGTTTIG

-16-

TARAARARGC
CGGTTAGGGC
CCACCATTTT
CGCGTAAGAA
CCAGCGCAAT
GAGCAGTAAT
TCAGCACGCC
CTAATACCGT
TTTGTAGAAT
TAATGGCGAC
TACCCAATAC
TARAATCAAR
GTGAGACTTT
GARGATTGAR
AGCGCATATG
TCACCATAGG
AAGTCACCGT
CAATTGGGTG
ARCCGCTGCC

CCCAACGTAG

Obr. 3

TCCCGAAGGT 60

AAGARTGCTG 120
GCTICTTACAA 180
AGGAATACCG 240
TTGCAGAGCA 300
ACAAGTGCCA 360
AGAGCCCACG 420
AACCACTGTA 480
TTCACGTGCG 540
GAAMATGGIC 600
CGAAAGCTGG 660
ACCTTTCATG 720
CTCTAAARTG 780
AAMAATCGTGG B840
GCCRAGGCTG 900
AATCGCGGIT 960
GCTTGAGGAT 1020
GGAAGCARAT 1080
GACCATCGCG 1140
GCCTTTCGTG 1200

1222




Sekvence id,

-

c. 4

Val Lys Gln Tyr Leu

1

Trp

Ala

Thr

Ile

65

Thr

Arg

Ile

Asn

145

Met

- Ser

Val

Lys

Asp

225

Pro

Leu

Phe

val

Asp

Arg

50

Arg

Trp

Ala

Vval

130

Phe

Tyr:

Thr

Gln

Pro

210

Gln

Ala

Glu

His

Glu
Leu
35

Lys
Gly
Asp
Lys
Trp

115

Asp

Ser

Gln

val

1985

Gly

Leu

Pro

Thr

Asp
275

Asn
20
Thr

Ser

Ala

Gly

100

Ala

Asp

Asn

His

Arg

180

Tyr

Leu

Glu

Gln

Trp
260

Pro

5

Glu

Phe

Asp

Asn

85

Glu

Lys

Leu

Pro

His

165

Ser

val

Ala

Leu

Phe

245

val

Ile

Asp

Arg

Asp

Trp

Asn
70

Ala-

Asp

Pro

Ser

Gly

150

Phe

Phe

Tyr
Met
230
His

Thr

Gln

Leu

Thr

val

Lys

Ala

Asn

Asp

Asp

Arg

135

Glu

Ser

Asp

Leu

His

218

Arg

Ile

Leu

Tyr

CZ 301662 B6

Ccys

Gly

Gly

Ala

Ala

Leu

Met

Gly

120

Gly

Phe

Leu

Val

Ala

200

Lys

Asp

Asn

Asp

Pro
280

Gln
Lys
25

Asn
Ala
Asp
Asn
Gly
108
Gly
Val
His
Leu
Pro
185
Leu
Ile
val
Pro
Asp

265

Phe

-17-

Arg

10

Arg

Asn

Val

Phe

Gln

90

Arg

His

Asp

Met

Gly

170

Leu

Met

Val

Gln

Lys

250

Phe

Ser

Ile

Gin

Ala

Arg

75

Ala

val

Ile

Asp

Gly

155

Asp

Gly

Ala

Asn

Leu

235

Ile

Asp

Val

Val Asp Gln

Leu
Phe
Glu
60

Gln

Trp

Asp

Arg

140

Cys

Thr

Leu

Gln

Ala

220

Lys

Lys

Val

Thr

Pro

45

Leu

Leu

Leu

Gly

Gln

125

Gly

Leu

Leu

Asn

Ile

205

His

Arg

Thr

Thr

vVal
30

Leu
Leu
Gly
Asn
Val
110
Leu
Glu
Arg

Tyr

Fhe
190
Thr
Ile
Glu

Leu

Gly
270

Gly
15

Ile
vVal
Gly
Thr
Asn
85

Gln
Lys
Ile
Pro
Leu
175
Asn
Gly
Tyr

Pro

Gln
255

Tyr

Obr. 4

vVal

Asn

Thr

Lys
B0

Pro
Gly
Lys

Leu

Cys
160

Asn

Met

Lys

Gln

Phe

240

Asp

Gln




Sekvanca id. &. 5

Met
1

Ser
Gly
Gly
Phe
65

Asn
Thr
Met

Asp

Gly
145

Trp

Gln

Phe
Glu
225

Gln

Trp

Pro

Ile

Phe

Ser

50

Leu

Phe

Gly

Phe

Phe

130

Asn

Ala

Leu

Trp

Leu

210

Pro

Ile

Ser

Gln

Gly

Leu

35

Gly

Gly

Asp

Gly

Trp

115

val

Phe

Phe

Tyr

Phe

195

Ala

Asp

Leu

Tyr

Gly
Pro
20

Phe

Trp

val

Leu

Met
100

Tyr

Ala

Met

Val

Glu

180

Ile

Gly

Ala

Ser

Lys
260

Tyr

5

Leu

Ala

Thr

val

Phe

85

Ser

Ala

Pro

Asn

Phe

168

Phe

Gly

Tyr

Gln

Leu

245

Arg

Leu

Ala

Met

Arg

Ile

70

Leu

Phe

Arg

Leu

Ser

150

Pro

Ala

Lys

Gly

Leu

230

Pro

Gly
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Gln

val

Trp

Glu

55

Gly

Ala

His

Lys

Val

135

Glu

Asn

Leu

Pro

Thr

215

Gly

Met

Leu

Phe
Arg
Leu
40

Gln
Gly
Asp
Gly
Asn
120
Pro
Leu
Gly
Glu
Arg
200
Phe
Leu

val

Tyr

Pro

25

Ala

val

Arg

Pro

Gly

105

Gln

Phe

Trp

Gly

Gly

185

Pro

Arg

Phe

Ile

Gln
265

-18-

Asn

10

Tyr

Asn

Ser

Val

Leu

930

Leu

Arg

Gly

Gly

Pro

170

val

Leu

Phe

Gly

Ile

250

Asp

1le

Gly

Axg

Asp

Gly

75

Tyr

Leu

Thr

Leu

Arg

155

Leu

val

Gly

Leu

Gly
235

Gly

Arg

Asp

Leu

Arg

Leu

60

Tyr

Leu

Gly

Phe

Gly

140

Val

Pro

Leu

Ser

val

220

Phe

Ile

val

Obr. 5

Pro

Met

Ala

45

Leu

Val

Phe

val

Phe

125

Met

Thr

Arg

Phe

val

205

Glu

Ile

Leu

Ala

Val

Tyr
30

Asp
Phe
Ile
Lys
Ile
110
Gly
Gly
Asp
His
Phe
190
Ser
Tyr
Ser

Met

Ala
270

Leu
15

Leu
Arg
Ala
Phe
Val
9%

Thr
val
Arg
Val
Pro
175
Ile
Gly
Val
Met
Met

255

Lys

Phe

Val

Ala

Gly

Tyr
80

Trp
Ala
Ala

Ile

Pro
160

Ser

Leu

Leu

Arg

Gly

240

Val
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Obr. 6
EcoRlI Psti Hind I}
-
Thy A gen
Aatll
Ligace do pUC19
nastépeného
EcoRIHindil
EcoRl!

thy Av pUC 19
{4039 bp)

Hindli!
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Obr. 7

. coli : MKOYLELMOKVLDEGT-QKNDRTGTGTLSIFGHQHRFNL QDGFPLVTTKRCHLRSIIRE

I R E Y Y N P EEE R TN
- cholerae : VKQYLDLCORIVDQGVWVENERTGKRCLTVINADLTYDVGNNQPPLVTTRKSme\u\g

R R R R R A R A Y
. influenza: MKQYLELCRRIVSEGEWVANERTGKHCLTVINADLEYDVANNQFPLITTRKSYWKARIAE

. coli : LLWFLOGDTNIAYHENNVTIWD-------- EWADE----- NGDLGPVYGKQWRAWPTPDG

] seel s] ] e s RN

. cholerae : LLGYIRGYDNAADFRQLGTKTWDANANLNQAWLNNPYRKGEDDMGRVYGVQGRAWAKPDG

SVLECCLCVLPEES =R PPREEI R he EE e fhle b=l PLTREDRELETT 1)¢)

. influenza: FLGYIRGYDNAADFRALGTKTWDANANENAAWLANPHRRGVDDMGRVYGVQGRAWRKPNG

. coli : RHIDQITTVLNQLKNDPDSERIIvsnwuquLanALApCHAFFQFYVADGxLSCQLYQR
Il esazeefose del Jeeof []eee | | AN N
. cholerae : GHIDQLKKIVDDLSRGVDDRGEILNFYNPGEFHHGCLRPCMYSHHFSLLGDTLYLNSTQR

PEEEadbbesbes L DRLLRE =D REV R =2 LDRREA D= e D THR=bT e le] |
. influenza: ETIDQLRKIVN‘NLTKGIDDRGEILTFFNPGEFDLGCLRPCMHTHTFSLVGDTLHLTSYQR

. coli : SCDVFLGLPFNIASYALLVHMMAQQCDLEVGDFVWIGGDTHLYSNEMD-QTHLQLSREPR
LD B s ase a0 e | 2 e e sl [e]]]
. cholerae : SCDVPLGLNFNMVQVYVFLALMAQITGKKPGLAYHKIVNAHIYQDQLELMROVQLKREPF

LEVRDRRERED s s LORRURRERT T d=d FLTREEN TN = R LTI
. influenza: SCDVPLGLNFNQIQVFTFLALMAQITGKKAGKAYHKIVNAHIYEDQLELMRDVQLKREPF

. cold : PLPKLIIKRKPESIFDY----RFEDPEIEGYDPHPGIKAPVAI

boles fee] eee | fleeaf ]z} 2 | oo
. cholerae : PAPQFHINPKIICI‘LQDLETWTLDDFDVTGYQFHDPIQYPFSV

_ ACUCLLEE TV TRECEE LT R L T EL
. influenza: prmLINPnImannz‘rmmnrchyosnmnprsv

230 -
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stépeni genového bloku Kan
Z pUC4K enzymem Pstl

Pst Hindlll  Smal
\ I

Obr. 8

Pstl

—.],__.—-
]

EcoRl

Psti

thy Avpuc19  Hindill
(4039 bp)

7

Hindlll

=21 -

Ligace thy A
do vektoru pUC19
nastépeného Pstl

EcoR}

Pstl

Hindlll

Pst| Smal

thy A Kan v pUC 19
(5279 bp)
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Obr. 9

PCR pro vytvofeni fragmentu thyA-kan-ThyA s konci Xbal.
Primery byly vybrany tak, aby byla eliminovana
mista EcoRl a Hindlll.
PCR primer

EcoR|

thy A Kan v pUC 19

(5279 bp)

Hindill Pstl

~>

PCR primer

Xbal Pstl Hindlll  gmal Pstl  Xbal

e — e —

-}

thy A Kan s Xbal konci

(2643 bp)

-22.
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Obr. 10
Xbal Pstl \ Smal \ Xbal
-

Ligace fragmentu thy A Kan
s Xbal konci do pNQ705

thy A Kan s Xbal konci

(2643 bp) naétépeného Xbal
SmalsaCI ECORV Kpnl Xbal Sa"
Hindlll Cial
BamHl| EcoR!
EcoRlI
Sphl
(4450 bp) BamH!
Xbal  Sall Clal
EcoRl
Pst! EcoRlI
Sphl
Hindili _
rezistence
ke kanamycinu BamHi
Smal
mob RP4
Xbal '
Kpnl thy A Kan v pNQ705
(7083 bp)

EchV

ac! Hindiil* BamHI

Smal

-23-




potatek genu Kan  pst

Primer thyAN 5
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Obr. 11
Primer thyA-14
J pocéatek genu thy A
Xbal
PCR pouzita k deleci

éasti genu thy A
a podatku genu rezistence
ke kanamycinu

Scal
Thy A s Kan v pNEB193
(5347 bp) Start Kan gen
Psti
Start thyA Xbal Xbal
] -— -4__-—:-
Primer thyA-14 p-laktamaza

Primer thyA-15

+ PCR

Start thyA Xhol
Xhoi Xbal Xbal Psti
> -l |
Primer thyA-14 b-lactamase Primer thyA-15

Primer thyA-15

Xholn/
tart thyA

$tépeno Xhal

Primer thyA-14 o
a self-ligovano

/

Athy A AKan v pNEB193
(4877 bp)

-24 -
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Obr. 12
Smal Xhol Stepeni Athy A AKan
Pstl £ >; izolace fragmentu Xbal
Xbal
Hinglil Smal
Xbal -~
ﬁ-laktaméza\ Pstl Xhol
Scal Start thyA
Sacl Xbal sa|l
Ligace fragmentu Xbal
do pDM4 stépeného Xbal

pDM4 Pstl
(7012 bp) StartthyA  ypal Sl
Xhol
Hindl Pst
Pstl
Xbal
Sacl
Athy A AKan v pDM4

.25
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Obr. 13
Usek thy A
(2908 bp)
start kodon thy A konec thy A
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Obr. 14
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Obr. 15

Spel

3'-Usek s konci
Kpnl a Stul

Stépeni Kpnl a Stul,
Bgli ligace do pMT-SUICIDE 1
nastépensho Kpnl a Stul

Spel

N

5 -Usek

cat
Xhol

pMT AthyA
V.cholerae
3360 bp

Kpnl

Byl

RP4 mob
R6EK ori

Stul

Bagill

-28 -




CZ 301662 B6

Obr. 16
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Obr. 17
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