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Reseni poskytuje zptisob pipravy thy A" kmenu Vibrio
cholerae, ktery obsahuje krok mistné-cilené mutageneze

v chromozému V. cholerae, a sice v lokusu genu thy A. Déle
je popsén Dthy A kmen V. cholerae postradajici funkeni gen
thy A. Tento kmen obsahuje jeden nebo n&kolik epizomalnich
autonomné se replikujicich DNA elementi, jako jsou napt.
plazmidy, které maji funkéni gen thy A, napt. gen z E. coli,
coZ umoZiiuje kmenu rist v kultivaénim médiu bez
pfitomnosti thyminu, a p¥ipadn& ma strukturni gen kédujici
homologni nebo heterologni protein, Déle jsou popsany
proteiny kédované strukturnim genem thy A a 5’-lemujicim
tisekem. ReSeni rovnéz poskytuje vakeinu obsahujici Dthy A
kmen V. cholerae nebo thy A” kmen V. cholerae.
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Zpusob pfipravy thy A~ kment Vibrio cholerae, Athy A kmeny

V. cholerae a vakcina, ktera je obsahuje

Oblast techniky

. Predkladany vyndlez se tyka zpusobu prlpravy thy A7
kmenll Vibrio - cholerae, téchto kment a jejich pouZiti. Vynalez
se zejména tykad kmenu Vibrio cholerae, ktery byl zbaven genu
z chromozému, tj. thy A~ kmenu Vibrio cholerae, ktery
postrada funkci genu thy A. Tento kmen obsahuje jeden nebo
neékolik epizomélnich autonomn& se replikujicich DNA eiementﬁ,
jako Jjsou nap¥. plazmidy, obsahuficich cizorody gen thy A,
napt. | gen z E. coli, ktery umoZiiuje - kmenu Trast

v nepfitomnosti thyminu vAkultivaénim médiu, a pFipadné

'obsahujiéich struktﬁrni - gen kdédujici homologni nebo

heterologni protein; Vynadlez se dale tyka nukleotidovych

sekvenci genu thy A a proteinl® kédovanych . temlto sekvenceni,
a dale se tykd vakciny, ktera jako imunizaéni slozku obsahuje
Athy A kmen Vibrio cholerae podle vynédlezu nebo thy A~ kmen.

Vibrio cholerae p¥ipraveny zplisobem podle vynédlezu.

Dosavadni stav techniky

Exprese 'rekombinantnich genlt v bakteridlni ‘bufice se
nejcastéji pfovédi tak, Ze se,do hostitelské baktérie vnesou
epizomalni prvky schopné autoreplikace (napf. plazmidy),
které kéduji strukturni gen pro poZadovany protein, ktery je

fizen vhodnym promotorem. Takové plazmidy jsou zpravidla

udrZovany pomoci vloZeného genu pro selekéni marker, ktery
kbébduje protein ud&lujici rezistenci nap¥. ke specifickému

antibiotiku (jako” je nap¥. ampicilin, chloramfenikol,




kanamycin,vtetracyklin a dalsi). v hostitelsk?ch bﬁﬁkéch se
plazmidy udriuji tim, Ze se odpovidajici antibiotikum prida
do  kultivainiho  média.  Trvalé  udrZovéni  plazmidt
v hostitelském kmenu vyZaduje selekci uZitim antibiotika, bez
které by dochéze;o k segregaci a wvzniku vYZnamného poctu
buné&k, které neobsahuji plazmid a . tudis neexprimuji
poZadovany produkt. AvSak pouZiti antibiotik pfi produkci
rekbmbinantniéh proteinl je z mnoha d@vodd nefadouci. Kromd
zjevného zvySovédni nakladd je dodavani antibiotik do
kultivaéniho média povaZovano za Znalné problematické pr?i
vyrob& jakychkoliv rekombinantnich proteindi pro pouZiti
v humdnni nebo veterinarni mediciné K tomu jsou nejméné t#i.
hlavni divody. Za prvé, reZLdualnl ‘antibiotika. :mohou
u vnimavych jedinct vyVolat silnou alergickou reakci. Za
druhé, existuje moZnost Selekce bakterii rezistentnich
k antibiotiku v pfirozené bakteridlni fléfe uZivateltl daného
roteinového produkﬁu, a nakonec za treti, DNA  kédujici
rezistenci k antlblotlku by mohla byt pfenesena do vnimavych
- bakterii u jedlnce u21vajlc1ho dany proteinovy produkt, &imZ
X by 'se mohla re21stence k antlblotlku v neZaddouci mire
rozSifovat na dal3i baktérie. : ‘ _
Existuji vynalezy, které se zabyvajl timto problemem,
a jednim 2z nich je vyuZiti genu par, ktery G&inné usmrti
kaZdou bufiku, ktera neobsahuje kopii plazmidu po kaZdém
bunééném déleni [l] A
Jina patentovd p#ihla3ka [2], kterd souvisi S predmétem
pfedkladaného vynalezu, popisujé vynalez zaloZeny na znalosti
DNA sekvence thy A z E. coli. Pﬁvpdci, vnesli do bunék gen
thy A v plazmidu) ‘ale uZili hostitelsky kmen, kterym byla
sponténni. mutanta thy A" selektovanad na zékladér‘rezistence
k trimethoprimu. Takové mutanty v3ak nejsou dobfe definovany
(nesou bodové mutace nebo malé delece) ‘a mohou snadno

revertovat na divoky typ (tj. thybAf) S neprljatelne vysokou’

»frekvenqi To by vedlo ‘bud k ellmlna01 plazmldu 'z hostltelskej:;,w




‘baktérie a tudiZ ke ztratd produkce nebo k nekonzistentni
é nespolehlivé produkci | poZadovaného rekombinantniho
produktu. Kromd toho dal3im problémem p¥i = selekci
trimethoprimem je moZnost, Ze vysledna zéﬁislost na thyminu
vznikad disledkem mutace v genu pro dihydrofolatreduktazu
(folA) a tudiZ pak neni komplementovana genem'thy A obsaZenym
v plazmidu [3]. Rizeni o této patentové pfihlééce bylo navic
zastaveno, alespoili v Evrop&. ‘ ’ '

Bylo ukdzéno, Ze ©pouZiti V.,'cholerae pro expresi
rekombinantnich gent ~Je vyhodné&j3i neZ uziti jinych
prokaryotickych expresnich systémd dosud obecné uZivanYcﬁ,
a sice proto, Ze rekombinantni produkty se.tvofi ve velkych
mnontviéh a Jsou secernovany do kultivadniho média, coZ
usnadiuje  nasledujici kroky izoléce a purifikace.’ To - je
odli3né od E. coli,v kde se rekombinantni produkt zpravidla
hromadi v periplazmatickém prostoru [(4]. Jednim 2z dileZitych
faktorli, ktery je pFidinou této vlastnosti, Je geh eps ve
V. cholerae [5]. o |

Thymidylatsyntetaza = kédovana genem thyArb4z 'E. coli
a jinych baktérii katalyzuje methylaci deoxyuridylétu (dIJMP)
na deoxythymidylét (dTMP) a je nezbytnym enzymem v biosyntéze.
deoxyribothymidintrifosfatu (dTTP) pro inkorporaci do DNA.
V nepfitomnosti tohoto enzymu se baktérie stava Zévislé na
vnéjsim zdroji thyminu, ktery Jje inkorporovan do dTTP
nédhradni metabolickou drdhou zprostfFedkovanou geny deo [6].

Spontanni mutanty  thy A° mohou byt ihned izolovény na
zadkladé rezistence k trimefhoprimu. wato antibiotikum
inhibuje regeneraci tetrahydrofolatu z dihydrofolétu
tvbfeného prfi syntéze dTMP katalyzované thymidylétsyntetézou.
TakZe pdkud jsou bufiky thy A, stanocu se zadvislymi na
thyminu, ale v pfitomnosti trimethoprimu  jiz ' dale

nespotfebovavaji tetrahydrofolat.




Podstata vyndlezu

Pfedkladany - vyndlez je =zaloZen na nové nukleotidové
sekvenci genu thy A z Vibrio cholérae.‘Gen thy A je vyhodné
pouZit k udrZovani. rekombinantnich plazmidli, které se uZi?aji
k produkci rekombinantnich proteind ve V. cholerae, a dale je
/tato sekvehce uZita pro vloZeni cizorodych genlt do chromozému
V. cholerae selektovatelnym a mistné-specifickym zptsobem.

Jeden aspekt pfedkladaného vynalezu se tyka zptsobu
pfipravy kmenu fhy A" Vibrio cholerae, ktery obsahuje krok
mistné-cilené mutageneze Vv chromozému V. cholerae deleci
a/nebo inzerci nukleotidd v lokusu genu thy A, ktery ma
v podstaté nﬁkleotidovou sekvenci uvedenou zde jako sekvence
id. &. 1 na obr. 1. o |

Termin "m& v - podstat& = nukleotidovou sekvenci"
v,pfedklédaném. popisu a patentovych nérocich zahrnuje
nukleotidové sekvence, které .obsahuji né&jaké pfirozené &i

umélé prodlouZeni nebo zkrdceni, nebo delece a adice, pricemz

v3ak nedochdzi k ovlivnéni pivodni pfirozené funkce této

nukleotidové sekvence. ‘
DalSi aspekt pfedkladaného vynalezu se tykad thy A~ kmenu
Vibrio cholerae, kterym je Athy A kmen Vibrio cholerae

postfédajici funkéni gen thy A. V tomto provedeni.vynélezu

kmen Athy A Vibrio cholerae obsahuje Jjeden nebo né&kolik

autonomné se replikujicich elementd DNA, které nesou funkci
genu thy A, coZ dovoluje kmenu rlst i v nepritomnosti thyminu
" v kultivaénim médiu. Ve 'VYhodnéni provedeni je autonomné& se
replikujici DNA element plazmid. ’

V jiném vyhodném provedeni vynélezu»Athy A kmen Vibrio

cholerae podle vynalezu obsahuje v epizomdlnim autonomn& se’

replikujicim prvku DNA, zejména plazmidu, cizorody gen thy A,

‘nap¥. gen z E. coli.
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Ve zvla3té vyhodném provedeni vynalezu Athy A kmen
Vibrio cholerae podle vynélezu obsahuje v jednom_ nebo
nékolika epizomélnich autonomné = se replikujicich DNA
elementech, Zejména plazmidech, kromé& cizorodého genu thy A,
jako je nap¥. gen z E. coli, také strukturni gen kédujici
homologni nebo heterologni protein, jako je nap¥. tepeln&
labilni B-podjednotka enterotoxinu E. coli (LTB) nebo
glutathion-S-transferdzovy protein velikosti 26 kD (GST 26
kD) ze Schistosoma japonicum; |

Treti aspekt pfedkladdaného vyndlezu se tyka useku
nukleotidové sekvence sousedici s 5’ -koncem (5;—flahk)
strukturniho genu thy A z Vibrio .cholerae, ktery. mé
v podstat® nukleotidovou sekvenci id. ¢. 2 na obr. 2.

Ctvrty aspekt pfedkladaného vyndlezu se tykd 1dseku
nukleotidové sekvence sousediciho s 3°-koncem .(3’—flanky
strukturnihe genu thy A 2z Vibrio cholerae, ktery ma
v podstaté nukleotidovou sekvenci id. &. 3 na obr. 3. |

Nukleotidova sekvence id c. 1 Jje u21tecna pro vkladanl
c1zdrodych genu selektovatelnym a mistné& cilenym zpusobem do
chromozému V. cholerae a pro mistné cilenou mutagene21 pEi
pEipravé kmen® thy A~ Vibrio cholerae.

Paty aspekt predkladaného vynédlezu se‘ tykd proteinu,
ktery je kédovan nukleotidovou sekvenci genu thy A z Vibrio
cholerae podle pfedklédaného‘vynélezu, jako je nap¥. protein
majici aminokyselinovou sekvenci id. &. 4 na obr. 4.

' Sesty aspekt pfedkladaného vyndlezu se tykd proteinu,
ktery je kdédovan nukleotidovou sekvenci ﬁsekﬁ lemujiciho
5’ -konec strukturniho genu thy A z Vibrio 7cholerae podle
vynalezu, jako Jje nap¥. protein, ktery md aminokyselinovou
sekvenci id. &. 5 na obr. 5. ; |

‘Proteiny podle patého a Sestého aspektu pfedkladaného
vyndlezu  jsou zv14Std  uZitedné pro  GZely  vyzkumu

@ pfedstavuji potencidlni cile antimikrobiilni terapie.




Sedmy aspekt predkladaného vyndlezu se tykad vakciny,
kterda  obsahuje jakoZto imunizad&ni slo%ku Athy A kmen
V. cholerae podle vyndlezu nebo thy A~ kmeﬁ Vibrio cholerae
ptipraveny zpﬁsbbenl podle ‘vynédlezu. Vakcina jé ‘uréena pro
pouZiti k profylaxi nebo k lé&eni cholgry a pf¥ipadné& i jinych
infekénich nemoci, 2zvla3té& v pFipads, kdy pouZity kmen byl
metodami genového inZenyrstvi modifikovan tak, aby exprimovél'
cizorodé proteiny. Vakcina krom& imunizaé&ni sloZky obsahuije
© vehikulum, nap¥f. fyziologicky roztok, a dal3i sloZky obvykle
uzZivané ve vakcindch Jjako Jsou pufry a adjuvans. Vhodna
vehikula, pufry a adjuvans a dalsi sloZky jsou odbornikim
znémy a jsou popsany nap?. v Evropském lékopisu nebo Lékopisu
USA.

Popis obrazku

‘Obr. 1 ukazuje nukleotidovbu‘sekvenci id. &. 1 genu thy A

z Vibrio cholerae.

Obr. 2 ukazujevnukleotidovou sekvenci id. &. 2, tj. sekvenci
5'-1lemujiciho Gseku  strukturniho genu thy A z Vibrio

cholerae.

’

Obr. 3 ukazuje nukleotidovou sekvenci id. &. 3, tj. Sekvenci
3°-lemujiciho Useku  strukturniho genu thy A z Vibrio

cholerae.

Obr. 4 ukazuje aminokyselinovou sekvenci id. &. 4, tj.

sekvenci proteinu kédovaného strukturnim genem thy A z Vibrio

cholerae.




Obr. ' 5 ukazuje aminokyselinovod sekvenci id. &. 5, tj.
sekvenci proteinu kédovaného 5° lemu31c1m Usekem strukturnlho

genu thy A z Vibrio cholerae.

Obr. 6 wukazuje klonovani fragmentu EcoRI/HihdIII, ktery
obsahuje gen thy A z Vibrio cholerae, do pUC19

Obr. 7 ukazuje Srovnéni produktd genu thyA z E. coli [16],

V. cholerae a H. influenzae [17], které demonstruje vysoky

stupeii homologie mezi V. cholerae a 4H. influenzae, na rozdal

od E. coli.

Obr. 8 ukazuje inzerci bloku genu kanamycinové rezistence

Kan® do mista PstI v genu thy A 'z Vibrio cholérae,v pUC19.

Obr.‘ 9 ukazuje polymera7cvou feté&zovou reakci (PCR) pro

vytvoFeni fragmentu thyA—Kan s konci XbaI.

Obr. 10 ukazuje llgac1 fragmentu .thyaA-Kan s konc1 Xbal do
plazmldu PNQ705.

Obr.-llvﬁkazujevéésteénou deleci genﬁ thya a po&atku genu Kan
v pNEB193.

Obr. 12 wukazuje Stépeni Xbal, kterym byl vystfiZen gen
AthyAKan z pNEB193 a ligaci do pDM4 naStépeného Xbal.

Obr. 13 schematicky zndzornuje strategii k dplnému odstranéni

(Gplné deleci) genu thy A z Vibrio cholerae.

Obr. 14 ukazuje vloZeni 5’ -lseku proti‘ sméru transkripce

 (upstream)‘ od genu thyA v pPMT-SUICIDE a vytVoféni PMT s

Sprim.”

spmpmin




Obr. 15 vloZeni 3°-Useku po sméru transkripce (downstream) od

genu thyA v pMT s 5prim a Vytvofeni PMTAthyA V.cholerae.

Obr. 16 ukazuje expresni vektor PMT-eltB (thyA) pouZity pro
exprésiALTB v V. cholerae JS 1569 AthyaA.

Obr. 17 ukazuje >expresni_ vektor pMT-GST (thyA) pouZity . pro
expresi GST v V. cholerae JS 1569 AthyA.

Pfiklady provedeni vynalezu

Strategie experimentt

Pro pfipravu définovan?ch' thy A mutant V, .cholerae,
které mohou byt uZity jako vhodné produkéni kmeny pro
pfipravu rekombinantnich‘proteinﬁ kédovanych plazmidy, které
jsou udrZovany komplementaci 'thyA"bylo nejdrive potFeba
klonovta a charakterizovat gen divokého typu a Useky lemujici
jeho 5°- é 3"-konec. Zvoleni strategie byla takovéa, 3Ze
nejdfive byl klonovan gen thy A z V. cholerae do plazmidu,
& to pomoci komplementace thy A auxotrofie kmenu E. coli K12.
| "Restrikéni analyza a subklonovaci experimenty byly
provedeny proto, aby byl lokalizovan strukturni gen thyA ve
velkém fragmentu DNA, ktery byl nejdfive ziskdn. Vhodny ﬁSek
obsahujici gen thy A a useky lemujici jeho 5’; a 3"-konec -
(5°- a 3"'-lemujici ﬁsekyj byl pak sekvencovan.

Pro ovéfeni toho; Ze byl klonovan a sekvencovan skute&nd
gen thyA z V. cholerae bylo provedeno srovnani se sekvencemi
thy A z jinych brganismﬁ. Klohovahy gen byl navic schopen

komplementovat thy A~ fenotyp Vibrio cholerae ziskany selekci

na rezistenci k trimethoprimu. Analyza sekvence této mutanty
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‘ukazala, Ze v genu, ktery byl identifikovén‘jako gen thy A,
-obséhuje skutené€ jednu nukleotidovou zam&nu, kterou vznika .
stop-kodon a tudiZ gen poskytuje nefunkéni zkraceny produkt.
Znalost sékvence genu thy'A a usekl lemujicich tento gen
umoZnila vyuZit vhodné suicidalni ("sebevréiedné") - vektory
pro mistné-cilenou mutagenezi. Byly zvoleny enésledujici
strategie: o
a) inzercni inaktivace,
b) kombinace inzer&ni inaktivace a delece genu, a
. C) odstranéni celého genu, |
které jsou déle podrobn&ji popsany:
a) Inzerdni inaktivace genu thy A byla provedena vloZenim -
genového bloku Kan® (se suicidalnim vektorem pNQ705 [14]).

delece useku pPibliZné velikosti 400 bp byla provedena

o

u kmenu nesouciho blok Kan®, &imZ byl JodStranén‘ usek
velikosti asi 200 bp Jjak z génu thy A proti sméru
transkripce od mista inzerce tak i z genu Kan® rezistence
ke kanamycinu, ktery tim byl inaktivovan. Byl.tak ziékén
deletovany gen thy A, kde delece byla v centralni &asti
‘genu, a pak nasledovala inzerce nekédujiciho tseku DNA.
tento konstrukt byl wvloZen do chromozdému V. cholerae
pomoci . suiciddlniho - vektoru pDM4  vysledny kmén byl
pojmenovan JS 1569AthyAAKan. } .
c) Uplné odstranéni genu thy A bylo provedeno vzajemnou
ligaci (spojenim) Usekl - lemujicich strukturni gen,
pfifemZ byla v&novadna pozornost . tomu, aby se nenarudily
dal3i otevfené &teci ramce (néruéeni pfilehlého genu lgt
je také letdlni).. DNA nesouci deleci byla klonovana
nového  suiciddlniho vektoru (PMT-SUICIDE-I) uzitého

k vloZeni sekvence do chromozému V. cholerae. Vysledny
kmen byl pojmenovan JS 1569AthyA.

Pro expresi rekombinantnich gend vt&chto AthyA kmenech

V. cholerae byly zkonstruovany dva éxpresni Vektory. Kazdy
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obsahoval thy A gen z E. coli, replikaéni_ poCétek 2z obecné
uZivaného viceuclového vektoru pUC19, promotor tac
a termindtor transkripce trpA nezavisly na faktoru rhé.
V jednom 2z téchto vektorl byl vloZen také gen lacI9, aby
requloval expresi 2z promotoru tac, ktery obsahuje také

sekvenci lac operatoru. Do téchto plazmidd byly klonovéany dva
gény a byly exprimovény v nové vytvofenych - kmenech
V. cholerae s deleci thy A, JS1569AthyA. Prvni gen kédoval
B-subjednotku  lidského tepelné labilniho enterotoxinu
z E. coli (LTB) (viz obr. 16) a druhy byl gen sj26 kédujici
glutathion-S-transferazu (GST) - ze Schistosoma Jjaponicum (viz
obr. 17). , :

LTB je strukturné podobny B-podjednotce cholerického
| toxinu‘ pfiroiené produkovaného hostitelskym. kmenem a byl
secernovén do' kultivaéniho média. Druhy  protein je
eukaryotického plvodu a pochdzi =z asijskéHjaternimmotolice.

Sj26 GST Jje exprimovana ve vysoké hladiné v E. coli
a akumuluje se v cytoplazmé&. Exprese :obou rekombinantnich
proteiﬁﬁ byla vyhodnocena v pfipadé LTB pomoéi GML1 \ELISA
testu supernatantu kultivacniho média a v pfipadé GST pomoci
komercné dostupného testu. Oba proteiny byly'také analyzovény_

, pomoci SDS-PAGE a westernovym pfenosem.
Pavod genu thy A

Gen thy A byl klonovdn 2z kmenu V. cholerae JS 1569.
Tento kmen pochézi z kmenu V. cholerae Inaba 569B klasického

biotypu (sbirka ATCC ¢&. 25870); Kmen ma& deleci v genu ctxA

[7] a byl modifikovénitak, Ze ziskal rezistenci k rifampicinu

(8].
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Klonovani fragmentu HindIII/EcoRI velikosti 1.4 kb

obsahujiciho gen thyA z V. cholerae

Chromozémovéa DNA pfipravend metodou uZivajici CTAB [9]
~byla Uplné Stépena restrikénim enzymem HindIII. Na3tépena DNA
byla ligovana do obecné& uZivaného vektoru PBR322 (New England
Biolabs, Inc., Beverly, MA,.USA),«ktery byl prfedtim 3t&pen
HindIII a o&etfen alkalickou fosfatéiou. Liga¢ni smés byla
elektroporaci [10] vnesena do buné&k kmenu E. coli HB 101,
ktery byl fenotypové thy A- (selektovén na zakladsd rezistence

k  trimethoprimu) a kultury byly naneseny na plotny
s modifikovanym Syncase (MS) agarem [11], S 'pfidavkem

- 50 pg/ml ampicilinu, ale neobsahovaly thYmin. .Takie
- transformanty byly selektovany Jjak na zaklad& toho, Ze
obsahovaly ziskany plazmid, tak i na pfitomnost funk&niho
genu thyA; Buiiky byly izolovany tak, Ze buﬁky z. jediné.
‘kolonie byly oékovaci’ klic¢kou pFfeneseny na stejny -typ
agarovych ploten a rostly pakb na médiu MS s ampicilinem.
Plazmidovd DNA bYla ‘izolovdna uZitim éouprévy "Wizard
ninipreps" (ProMega Corp. Madison Wis;) a pak nastépena
HindIII‘ Fragment o wvelikosti 10 aZ 12 kb byl . izolovan
a tento klon byl nazvdn ThyA B2.

Aby se zmen3ila velikost fragmentu, byl plazmid naétépén
EcoRI a znovu spojen T4 ligézdu.” Ligovand DNA byla
elektroporaci obét vnesena do bunék kmenu E. coli popsaného
vySe za stejnych seleknich podminek pro riist transformant.
Kolonie wvzniklé z této tfansformace byly izolovany, jak bylo
popsano vySe, a byla izolovdna plazmdova DNA, ktera byla
analyzovana dvojitym Stépenim EcoRI a HindIII. Zustal
fragment DNA velikosti p¥ibliZn& 1,4 kb, ktery umoZiloval
komplementovat thy A mutaci v hostitelském ‘kmenu E. coli.
Tento fragment byl klonovén do plazmidu pUle (New England

Biolabs), ktery byl na3tépen stejnym dvéma enzymy a o3etfen
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alkalickou fosfatazou. Po elektroporaci byly transformanty
z tohoto experimentu izolovany stejné jak bylo popséano vyse.

Tento klon byl nazvan Thy A 1:2 (obr. 6).

Ovéfeni fragmentu HindIII/EcoRI velikosti 1,4 kb obsahujiciho
gen thy A

Pro ové&feni toho, Ze fragment skute¢né pochézel
z chromozému V. cholerae, byla DNA 2z kmenu JS 1569 uplné
naétépena HindIII a EcoRI spolecné s HindIITI. Fragmenty DNA
pak byly analyzovany na elektroforézou na agarézévém. gelu
spoleCné s klonem ThyA B2 naétépenYm HindIII a klohem
Thy A 1l:2 naétépén?m EcoRI a;HindIII. Po elektroforéze byla
DNA pF¥enesena na nylonovou membranu, imobilizovana UV z&fenim
a pak hybridizovédna (za stringentnich podminek)\s fragmentem
velikosti’ 1,5 kb vysﬁfiienYm: z klonu Thy A 1:2, ktery byl
oznaéen 3p deTP uzitim sbdpfévy Multiprime kit od firmy
- Amersham. ' _ | ‘

‘ ‘  Vysledky: Jak v chromozémové DNA Stépené - HindIIf tak
klonu ThyA B2 - §tépeném HindIII byl. evidentni fragment
velikasti pfibliﬁné 10 kb. Stejné tak .v chromozémqvé DNA
Stépené EcoRI/HindIII_ tak klonu Thy A 1:2 '§tépeném
EcoRI/HindIII byl evidentni fragment velikosti p#ibliZné
1,4 kb (data nejsou ,ukézéna)} To dokazuje, Ze klonovany

fragment pochédzel z DNA V. cholerae JS 1569.

Transformace J51569 Thy A- plazmidem Thy A 1:2

Pro ovéreni toho, Ze klonovény fragment EcoRI/HindIII
podporuje rust V. cholerae fenqtypu thyA—, mutanta = zavisla
na thyﬁinu JS 1569 (V. cholerae Js 1569 4.4) byla
elektroporaci transformovéana / plazmidenm ‘fhy A 1:2.

Elektropo:ace a selektivni médium byly popsény vySe. Mutanta

.“>J31569’4.4 nerpstla na médiu MS bez p¥idavku thyminu.
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Vysledky: Byiy izolovany kolohie JS 1569 4.4, které
rostly na médiu bez thyminu. Bylo ukdzano, Ze v3echny nesly
plazmid ‘Thy A 1:2, coZ podporuje predpoklad, Ze klondvany>
fragment obsahuje gen thyA z V. cholerae.
~ Sekvencovani DNA 2 plazmidu Thy A 1:2 v

Plazmidovd DNA byla sekvencovana metodou vyuZivajici
terminace syntézy Ffetézce dideoxynukleotidy [12], a sice
pomoci sekvenalni soupravy ABI PRISM™ Dye terminator cycle
sequencing kit (Perkin Elmer). Byly pouZity jak komer&nd
dostupné tak i wvlastni oligonukleotido?é primery. Sekvence
DNA byla analyzovéana na automatickém sekvenacnim za¥izeni ABI
PRISM 373 (Perkin Elmer) a ziskana data byla analyzovana
uZitim softwaru AutoAssembler SoftwareA Package (Pérkin
Elmer). Dale byla data analyzovédna vyhledavanim homologickych
sekveﬁci pomoci programu GCG [13].

Vysledky: Jako gen s nejlep3i homologii byla nalezena

thymidyiétsynthetéza z.> r&zn?ch. biologickych  druht. Za
‘povéimnuti stoji, Ze homologie s thymidylatsynthetézou

'z E. coli je velmi slab&d (obr. 7).
Strategie pro deleci genu thyA z V. cholerae JS1569

Pro ziskéani definovan?cﬁ thy.Avmutant Vl‘cholerae byly
pouZity dvé strategie. Prvni =zahrnuje inaktivaci genu thyA
vldieniﬁ genového bloku Kan® a pak néaslednou parcialni deieci
genu thy A a genového bloku Kan®. i

Druhd strategie je zamé&fena na uUplnou deleci genu thyA
z .chromozdému V. cholerae pdmoci nového suicidédlniho vektoru
pMT SUICIDE-1. Tento vektor obsahuje 5°- a 3°-lemujici Useky
genu thYA a také replikaéni politek R6K a geny RP4 mob.

v K ‘nahrazeni"geﬁu"thyﬁ.>kmenu Js _1569 bylo rozhodnuto
pouZit na thYminu zévisly*J51569 4.4, nebot,pfedbéiné pdkusy

ukazaly, e je zde silnad selektivni nevyhoda p#i p¥echodu
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z divokého .typu na thyminovou =z&vislost, dokonce i =za

pEfitomnosti vysoké hladiny exogenniho thyminu.
vInaktivace genu thyA inzerci genového bloku Kan®

Zde strategie zahrnovala inaktivaci genu thyA inzerci
(vloZenim) genu rezistence ke kanamycinu do jedineéného mista
PstI v genu thyA ve formé genbvéhd bloku Kan® (Pharmacia)
(viz obr. 8). Tento konstrukt byl amplifikovan pomoci PCR
(uZitim systému Expand™ High 1Fidelity PCR, Boehringer
Mannheim) s oligonukleotidovymi primery, které vrniesly do
konstruktu konce XbaI, aby mohl byt vloZen do suicidalniho
plazmidu pNQ705 [14],-ktery nesen Jjedine&né misto Xbal v genu
rezistence k chloramfenikolu. Pro 'amplifikaci inzeréné
inaktivovaného genu v PCR byly  pouZity néasledujici

- oligonukleotidové primery:

‘ThyA4lO: S3'- GCT CTA GAG CCT TAG AAG GCG TGG TTC -3',

X
[N

vodpovidajici nukleotidim 557 aZ 575 v sekvence id.

(obr. 2) s pridanym mistem XbaI (tuéné), a
ThyA—ll} S'- GCT CTA GAG CTA CGG TCT TGA TTT ACG GTA T -3',
odpovidaijici komplementérni sekvenci nukleotidd 235. az 257

v sekvenci id. &. 2 (obr. 3) s pfidanym mistem Xbal (tu&nd)

(cbr. 9 + 10).

Vysledné plaimidy byly vneseny do E.-cdli‘S"17,‘které‘
byly uZity pro konjugalni experimenty. ’

JelikoZ recipientni kmen JS 1569 4.4 je rezistentni
k rifampicinu a senzitivni k chloramfenikolu a donorovy kmen

E.coli S-17 je rezistentni jak k chloramfenikolu tak
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kanamycinu; transkonjuganty byly selektovany na 'rezistenci
k dvéma antibiotiklm, rifampicinu a kanamycinu. Vysledné
kmeny V. cholerae budou véak | reziétentni - také
k chloramfenikolu, nebot cely plazmid bude na po&atku vioZeﬁ
do chromozému. Exkonjuganty, které inkorporovaly inaktivovany
gen thy‘A'neSouci genovy blok Kan® do chromozému a ztratily
plézmid PNQ705 pak mohou byt selektovény z téch, které jsou:
citlivé k chloramfenikolu, ale zﬁstaly rezistentni ke
kanamycinu. :

Pro ovéfeni inzerce genu rezistence ke kanamycinu do
~genu. thy A Dbyl cely gen thy A amplifikovidn pomoci PCR
S oligonukleotidov?mi primery thyA-10 a thyA-11, a velikost
takto 'vzniklého-‘ fragmentu byla porovnéana . S ‘ velikoéti
nativniho genu thy A. Byl nalezen oéekéVany fragmeht
velikosti 2,6 kb na rozdil od nativniho génu'thy A velikdsti
1,4 kb. | o

‘VYSledky: Exkonjuganty byly reziétentni ke kanamycinu
a vnimavé ke chloramfenikolu a kdyZ byly amplifikovany pomoci
PCR, ukédzalo se, Ze maji do chromozému vloZeny genovy blok
kan®. Sekvencovani amplifikdavného . fragmentu ukézalo, - Ze
jediny defekt v genu byl zplUsoben inzerci genu rezistence ke
kanamycinu. To ukazuje, Ze rekombinad&ni udélost, kterd vedla
k inkorporaci inzer&n& inaktivovaného genu do chromozému,
také eliminovala bodovou mutaci, kterd zplsobovala, Ze
recipientni kmen (JS 1569 4.4) byl z&avisly na thyminu. Rast

ziskanych kment byl pozorovadn pouze, kdyZ bylo kultivad&ni

médium obohaceno thyminem (200 pg/ml).
Casteina delece genu thyA a genového bloku Kan®
Pro dalsi zajisténi stdlosti mutace thy A byl inzerdné&

inaktivovanyvthy A subklonovan jako XbaI fragment do plazmidu

PNEB. 193 (New .England Biolabs). PCR primery byly navrZeny

1
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tak, Ze dosSlo k deleci useku 209 paru bazi z genu thyA a 261
paru bazi z genového bloku Kan®.

TakZe gen thyA byl dale naru3ena a také gen rezistence
ke kanamycinu byl inaktivovan (tim, Ze byl odstranén
poééteéni ﬁsekbkédujici oblaéti). Célkonm VYsledkem tohoto
postupu byl kmen nesouci deletovany gen thy A, ktery soucasné

obsahuje inzerci wv. nekodu31c1 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'

| Tu¢né pismena oznauji Zt&pné misto XhoI (obr. 11).

Po PCR amplifikaci byl ziskdn fragment DNA obsahuijici
cely plazmid s vyjimkou deletované oblasti. Ampllflxovana DNA
byla Stépena XhoI, self-ligovéna (konce jedné molekuly by \%
- navzajem spojeny) a pak byla transformovéna do. bundk kmenu
E. coli HB 10l1. Kolonie pak byly selektovany na plotnach
obsahujicich ampicilin. Byly izolovény jednotlivé kolonie
a znovu ockovaci klidkou naneseny na- plotny. DNA ziskana
minipreparaci plazmidad =z jednotiiv?ch kolonii po Stépeni
restrikénimi "~ enzymy XbaI, XholI, HindIIT a Rsarl ‘poskytla
oGekavany restrikéni vzorec. ' '

Nelplny gen thy A nesouci inaktivovany gen rezistenéelke~
kanamycinu byl =z vektoru vy3tépen enzymem Xbal, purifikovan
a ligovén do plazmidu pDM4 [15](viz obr. 15). ©PDM4 Je
suicidalni vektor odvozeny z pNQ705 obsahujici geh SacBR
z Bacillus subtilis a modifikované viceCetné klonovaci misto.

Po 'pfenosu plazmidu pDM4 {AthyAAKan) do bunék kmenu
E.coli S5-17 byly provedeny transkonjuga&ni experimenty.
~V tomto pfipad& byl kmen V. cholerae JS 1569 thyAKan pouZit

jako recipientni kmen. Konjugace byla provedena "jak bylo

pPopsano vyse se selekci na rezistenci k rifampicinu

-
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a chloramfenikolu. Po riistu na tomto selek&nim médiu byly

kolonie déle selektovény na médiu obsahujicim 10 & sacharézu

bez pfitomnosti chloramfenikolu. Sacharédéza indukovala gen
. sacBR, ktery kébduje enzym levansacharédzu, ktery premé&fiuje

- sacharézu na levan. Tato sloulenina je toxicka pro vétsinu

Gram—negativnich organism. Timto zptsobem byly usmrceny

klony nesouci sebévraiedny' plazmid a byly =zachovadny pouze

- exkonjuganty, které plazmid ztratily.
| Vysledky: byla selektovana = kolonie vnimava

k chloramfenikolu a kanamycinu. PCR amplifikacé useku thy A

s primery ThyA-10 a ThyA-11 potvrdila, Ze fragment

"thy A Kan" (2,6 kb) v chromozému byl nahrazen fragmentem

"Athy A AKan" (2,1 kb). Rast vysledného kmen byl pozorovan

pouze kdyZ- do kultivaéniho média byl p¥iddn thymin
(200 pg/ml) . Kmen Dbyl pojmenovan V. cholerae  JS1569

.AthyAAKan.

P¥ima delece genu thy A z V. cholerae

Pro tento experiment ‘byly uzity 5°- a 3'-lemujici

sékvenée genu thy A. Byl zkonstruovén‘novy suiciddlni vektor

‘pMT SUICIDE~1 (obr.‘l4), ktery obsahuje repiikaéni pocCéatek

R6K, gen mob =z RP4, gen rezistence k chloramfenikolu
a viceletné klonovaci misto z plazmidu Litmus (New England

Biolabs). Byl pFfipraven modifikovany fragment, kde kédujici

(odvozenym z Litmus 28) a byly ponechany jen tseky lemujici

5’a 3’-konec lokusu thy A V. cholerae (tzv. 5°a 3’—lemujici’

ﬁseky).>Takto vznikly plazmid byl pouZit k vytvofeni  kmenu
V. cholerae, kde je odstranén cely gen thy A.

Jako vychozi materidl pro tuto konstrukci byl pouZit

oblast genu thy A byla'nahrazena viceCetnym klonovacim mistem

plazmid pMT SUICIDE-1 (poskytl M. Lebens, nepublikoVéno). Na
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zdkladé 57a 3°-lemujicich usekil lokusu thy A byly navrzeny

nasledujlc1 ollgonukleotldove 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"-Usek oblasti thy A) se 3t&prnym mistem Spel (ozna&eno

tucne) é
ThyA-34: 5°- CCC CGC TCG AGA CCC TAT TTT GCT GCT AC -3°

odpovidajici  komplementdrni sekvenci bazi 815 a¥ 832
v sekvence 1id. ¢&. 2 s pfipojenym St&pnym mistem. XhoT
(oznaéeno tucéné) . , ' |

Tento . péar oliQonukleotidonch"primerﬁ poskytuje v PCR |
fragment velikqsti 743 bazi odpovidajici 5°-lemujicimu ﬂsekul

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

odpovidajici nukleotidfm 22 aZ 39 v sekvence id. &. 3 (obr.
3) (3"-lemujici dsek lokusu thyA) se 35tdpnym mistem- KpnT

(uvedeno tuénd), a
ThyA-32: 57— GAA GGC CTT CGC CTC TGC TTG CGA CT -37,

odpovidajici  komplementérni sékvenci bazi 731 ai 749

v sekvence id. ¢. 3 se 3tépnym mistem Stul (uvedeno tudns).
Tento par oligonukleotidovych primert v PCR poskytuje

fragment velikosti 746 bazi odpovidajici 3'-lemujicimu useku

genu thy A.
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Jako templat pro PCR byl pouZit preparat chromozdémové
DNA z V. cholerae JS1569 (obr. 13). _

Anmplifikovand DNA byla na3té&pena vhodnym restrik&nimi
enzymy a klonovana do vektoru pMT-SUICIDE 1 (obr. 14 a 15),
CimZ byl vytvofen plazmid pMTAthyAV.cholerae, ktery obsahuje
asi 700 bp dlouhy Usek upstream (proti sméru transkripce) od
5 -konce genu thy A a stejné velky usek downstream (po sméru
transkripce) od 3'-konce genu thy A (tj. 5 - a 3 -lemujici
useky) . | ‘ ,

Tento plazmid byl vnesen do E.coli S17-1 a ‘pouZit
v konjugalnich experimentech jak bylo jiZ popsano vySe. Jako.
pfijemce (recipient) byl pouZit kmen V. cholerae JS1569 4.4.
Konjugace byla provedena na LB agaru s pridavkem rifampicinu,
- chloramfenikolu a thyminu. Exkonjugaty, které ztratlly
sebevrazedny plazmid byly selektovany na =zaklad& vnimavosti
k chloramfenikolu. _ »

’ Vysledky: Kolonie vnimavé k'chloramfenikolu a

rezistentni k rifampicinu byly selektovany. PCR amplifikace

. Useku .thy A s primery ThyA-10 a ThyA-11 vedla ke wzniku

fragmentu velikosti 1,4 kb z nativniho genu thy A a fragmentu
velikosti 0,6 kb zvgenu‘ Athy A. Tim bylo potvrzeno, Ze
stfukturni gen thy A byl v chromozdému deletovan. Krom& toho
tyto baktérie byly schopné rastu pouze na médiu s pfidavkém

thyminu. Tento kmen byl pojmenovén V. cholerae J51569

Exprese B—podjednotky teplotné labilniho enterotoxinu

z E. coli " (LTB) a $j26 glutathion-S-transferazy (GST) ze

Schistosoma japonicunm ve V. cholerae JS1569 AthyA

Byly zkbnstruovény expresni véktory, obsahujici gen
-thy A z E.'coli, replikacéni - poéétek z vektoru s vysokym
poltem kopii pUC19 promotor tac a termlnator transkripce

t:pA nezav1sly na faktoru rho Vjednom z t&chto dvou vektorn
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byl vloZen gen lacI% aby byla regulovana exprese z promotoru
~ tac, ktery obsahuje také sekvenci - lac operédtoru (obr. 16
a 17).

Exprese proteinu LTB v kmenu V. cholerae JS1569 AthyA

Expresni vektor ukdzany na obr. 16 bylv elektroporaci
vnesen do bunék V. cholerae JS1569 AthyA. Transformanty byly
sélektovény na MS-agaru. Jednoflivé kolonie byly namnoZeny,
aby bylo moZné provést minipreparaci plazmidii, které pak byly
ovéfeny restrikéni analyzou. Pro expresi byly transformanty
kultivovany na MS médiu pfi teploté 37 °C v prot¥epavané
kultufe. Kultivadni médium pak bylo odebréno a testovéno na
pEitomnost LTB testem GM1-ELISA. _ _

'Vysledky: V testu GM1-ELISA bylo zjisténo, Ze kultura
vyprodukovala alespori 300 pg/ml LTB. SDS-PAGE a westernovy
pfenbs se specifickymi ’mohcklonélnimi protilétkami déale

potvrdily, Ze secernovany protein byl LTB.

Exprese proteinu GST v kmenu V. ‘cholerae J51569 Athya

. Gen 526 glutathlon S- transferazy (GST) zé Schistoséma
japonicum byl klonovan do expresniho vektoru uvedeneho nak‘
obr. 17. Tento vektor je shodny s prvnim vektorem, aZ na
sekvenci genu lacI9, ‘ktera dovoluje regulovat expresi

rekombinantniho proteinu. Vektor byl elektroporaci vnesen do -

buhék V. cholerae JSl569 AthyA. Transformanty byly
selektovdny na MS-agaru. Jednotllve kolonie byly namnoZeny,
aby bylo-moiné provést minipreparaci plazmidl, které pak byly
ovéfeny restrikdéni analeou.FPro expresi byly transformanty
kultivovany na MS médiu p#Fi tepldté 37 °C v protfepavané
‘kultufe s pfidavkem IPTG. |

Vysledky: - Rekomblnantnl proteln byl nalezen \Y% cytoplazme
V. cholerae. SDS- PAGE a westernovy pfenos s monoklonalnlml :

protllatkaml spec1f1ckym1 K GST (Pharmacia BloTech, Uppsala)




L) *e (X ] L X
]

L -
L ] LR} [ 2 4 (X4 [ 4 .0 .
L L] L [ * LK 2 [ ]
. ] L] [ ] . LI 3 s 0 *
04 € . . L] o e L]
000¢ 000 *oe aoe LX) ee

PP

potvrdily, Ze byl exprimovana skuteZn& GST. Hladinu exprese
bylo obtizZné stanovit, nebot GST protein byl exprimovan
intracelularn&, ale byla zhodnocena jako p¥#ibliZnd shodna

s hladinou LTB.
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PATENTOVE NAROKY %

. Zplsob ptipravy thy &~ kmenu Vibrio cholerae

vyznacuijici s e tim, Ze obsahuje krok
mistné-cilené mutageneze v chromozému V. cholerae, kterou
se odstrani a/nebo vloZi nukleotidy do lokusu genu thy A,

ktery mé& v podstat& nukleotidovou .sekvenci id. &. 1

uvedenou na obr. 1.

Kmen thy A" Vibrio cholerae, ktery 3je Athy A kmen
postradajici fﬁnkci'genu thy A. '

Kmen V. cholerae podle naroku 2 obsahujici jeden nebo.

nékolik epizomdlnich autonomné se replikujicich DNA

- elementl, které obsahuji funké&ni gen' thy A, coZ umoZiiuje

~ kmenu rist v kultivadnim médiu bez pFitomnosti thyminu..

. Kmen Athy A V. Cholerae podle néfoku’B, kde epizomalni .

autonomné se replikujici DNA element je plazmid.

Kmen Athy A V. cholerae Apodlé naroku 3 nebo 4, ktery
obsahuje cizorody gen thy A.

Kmen Athy A V. cholerae podle naroku 5, kde cizorody gen
thy A je gen z E. coli. ‘

Kmen Athy A V. cholerae podle kteréhokoliv z naroka 3 az
6, kde jeden nebo nékolik epizomadlnich autonomné se
repllkujlc1ch DNA elementu také obsahuje strukturnl gen

kodujlc1 homolognl nebo heterolognl protein.

PR




10.

11.

12.

5y -

Kmen‘ Athy A V. cholerae podle naroku 7, kde kédovany .
protein je vybran ze skupiny obsahujici B-podjednotku

tepelné labilniho enterotoxinu E. coli (LTB)
a glutathion-S-transferazovy protein = 26 kD ze

Schistosoma japonicum (GST 26 kD).
Nukleotidovad sekvence genu thy A z Vibrio cholerae, ktery
ma v podstaté& nukleotidovou sekvenci id. &. 1 uvedenou na

obr. 1.

Nukleotidova sekvence 5 -lemujiciho tUseku strukturniho

genu thy A =z Vibrio cholerae, ktery ma v podstaté

nukleotidovou sekvenci id. &. 2 uvedenou na obr. 2.
Nukleotidovd sekvence 3"-lemujiciho dseku strukturniho
genu thy A z Vibrio cholerae, .kte;y’ ma v podstaté

nukleotidovou sekvenci id. &. 3 uvedenou na obr. 3.

Protein kédovany nukleotidovou sekvenci genu thy A

. 2 Vibrio cholerae podle naroku 9.

13.

14.

15.

v”‘”16.

Protein podle ndroku 12, ktery ma aminokyselinovou

sekvenci id. &. 4 uvedenou na obr. 4.

Protein kédovany nukleotidovou sekvenci 5’¥lemujiciho
Useku strukturniho .genu thy A z Vibrio cholerae podle

naroku 10.

Protein podle néaroku 14, ktery m& aminokyselinovou

sekvenci id. &. 5 uvedenou na obr. 5.

Vakcina vyznadujici se t i m, Ze obsahuje

jakoZto -imunizadni “slozku Athy A  kmen Vibrio Choleraev
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podle kteréhokoliv z narokd 2 a% 8 nebo thy A" kmen Vibrio

cholerae pfipraveny zplsobem podle naroku 1.




Sekvence id.

GAGAAGGTTT
TTCGATCGGC
TGCTATGTGG
AGTCTCTGAC
TGTGATCTTC
GACTGGCGGC
TGCGCGTAAA
ATTCGGTTTG
AACGGATGTG
ACAGCTTTAT
TGGTAAACCT
CCGCTTCCTT
CATTTCAATG
TTGGTCTTAC
GAAACAGTAT
ACGAACGGGC
CAATCAGTTT
GCTCGGCTAT
CTGGGATGCT
GGATGACATG
TCATATTGAC
TGAAATTCTT
GTACAGCCAT
ATGTGATGTG

GATGGCACAG

¢. 1

GTTATGCCTC
CCTCTAGCGG
TTGGCCAATC
TTGTTATTCG
TACAATTTTG
ATGTCCTTCC
AACCAACGCA
GGGATGGGAC
CCTTGGGCTT
GAATTCGCCT
CGTCCGCTAG
GTGGAATACG
GGGCAAATCC
AAGCGCGGTT
TTAGATCTTT
AAGCGTTGTT
CCTCTAGTGA
ATTCGTGGTT
AATGCCAATT
GGACGCGfGT
CAGTTGAAAA
AACTTCTACA
CATTTTTCAT
CCCTTGGGGT

ATCACAGGGA

1/18

AGGGTTATCT
TGCGCTGGTA
GCCGAGCGGA
CCGGC?TTTT
ATCTGTTCCT
ACGGCGGCTT

CCTTCTTTGG

GTATCGGTAA.

TTGTATTCCC

TAGAAGGCGT

GCAGCGTATC

TCCGTGAGCC

TCTCCTTACC

TGTATCAAGA

GTCAGCGCAT

TGACTGTGAT

CTACACGCAA

ACGATAATGC

TAAACCAAGC

ATGGTGTTCA

AGATTGTTGA

ATCCGGGTGA

TGCTGGGGGA

TGAATTTCAA

AARAMGCCGGG

GCAGTTTCCC

TGGCTTGATG

TCGCGCGGGC

AGGTGTAGTG

TGCTGACCCT

ATTGGGTGTG

TGTGGCCGAT

CTTTATGAAT

TAATGGTGGC

GGTTCTGTTC

CGGACTGTTT

AGATGCTCAG

TATGGTGATC

CCGTGTAGCA

CGTCGATCAA

TAATGCCGAT

GAGTTTTTGG

GGCGGATTTT

ATGGCTCAAC

GGGTAGAGCT

TGATTTGAGC

ATTTCACATG

TACCTTGTAT

CATGGTGCAG

CTTGGCGTAT

AATATTGACC

TATTTGGTGG

AGTGGTTGGA

ATCGGTGGCC

CTTTATTTAT

ATCACCGCCA

TTTGTTGCCC

AGTGAACTTT

CCACTGCCGC

TTTATTCTTA

TTAGCTGGAT

TTGGGTCTGT

ATCGGTATTT

GCAAAATAGG

GGTGTTTGGG

TTGACCTACG

AAAGCTGCCG

CGCCAATTAG

AATCCTTACC

TGGGCTAAGC

CGTGGCGTTG

GGGTGTTTGC

CTCAACAGTA

GTTTATGIGT

CACAAGATCG

L X X N2
LA XX
XX X1

T - 1Y
Obr.

CCGTATTGTT
GTTTCCTTTT
CGCGTGAGCA
GAGTTGGTTA
TCAAAGTGTG
TGTTCTGGTA
CTTTAGTGCC
GGGGACGAGT
GCCATCCTTC
ATTGGTTTAT
ACGGTACATT
TTGGTGGCTT
TGATGATGGT
GTAGTTAGGT
TTGAAAATGA
ATGTGGGCAA
TAGCCGAGTT
GTACCAARAAC
GTAAAGGTGA
CTGATGGTGG
ATGACCGAGG
GCCCTTGCAT
CTCAGCGTTC
TCCTTGCGCT

TCAATGCGCA

1

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



CATTTACCAA
AGCGCCTCAG
CACTTTGGAT
TTCAGTCTAA
CGAAGGTCGG
AATGCTGCCG
CTTACAAGCC
AATACCGTAA
CAGAGCAAAC
AGTGCCAATG
GCCCACGAGA
CACTGTACCT
ACGTGCGCGG
AATGGTCGCA
AAGCTGGGTT
TTTCATGCTC
TAAAATGCCA
ATCGTGGATG
AAGGCTGACG
CGCGGTTTCA
TGAGGATTGA
AGCAAATTCA
CATCGCGACT

TTTCGTGGTC

GATCAACTCG
TTCCATATCA
GATTTTGACG
TCCCGTATTC
GAGCTTTTTT
GGGATGACGA
CAAGTTGAGA
ATCAAGACCG
ACGGCAAACT
TTCGCACCTA
GGAACCATTA
GAAGCAATAC
CCAACCATCA
ATACCCAATA
TCAAGCCCTG
ATATCGCCAG
AACATCATTT
GTGGCACTGG
AGAGTATTGG
ACCGGTAACC
ATCAGTGCCG
AATAGAACTT
GCAAGAAGTA

AGCGAAATCG

2/18

AATTGATGCG
ATCCAAAGAT
TCACCGGATA
AGGCGGTATG
TATACAGATG
CAAACACACC

TGAGCTCAGC

TAGCCATCAA

CACCAGAGAC
AGGTARATGG
GGCTGGTTGT
CGTGTAGTGG
AACTCTTCAT
CGATAAGTGC
TGATGACAGG
TCGCAAGCAG
CTAGAGGTAG
CGAAAGCACG
TCACAGTAGT
CACCGGCAAC
TTGCCACTAA
TGGCTTGATC
GTAAATACAG

GCGCTGCAG

CGATGTGCAG

TAAAACACTG

TCAGTTCCAC

GCTTGATGGG

ATGCTTTAAC

CAATAAGTAA

ACCTTTAATA

GTTAAARGCTT

AGCGGTTGCG
GTAGATTTCA
GGTCGATGAA
GCCTCGGCCA
CAGTTTGCCC

GACACCACCG

TTTGGTAATC

AGGCGAAACG

GAAGATCAGC

GCGAAACTCT

ACCAATATTG

GAGACCAACA

ACCAATCATC

GCCGGTTGCC

CATGAAAGCC

L)
L]
([ EX XXX ]
.
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Obr. 1 (pokrac.)

CTAAARACGTG
CAGGAT&TGG
GATCCTATTC
TTTTATATAA
GCTTAAGCGG
CTCACCACCA
GGCAGTTCGC
AAGTGCACCA
GCGAGCAGAG
CGCACTTfCA
GATTGAACTA
ATCGCATTTT
ATCACCGTAA
AAAGTATTAC
GGTTTGATAA
AGCCAGTGTG
ACCGCGAGAA
TCTTTACAGC
GCACCCATCA
ATAATAGAAG
AATCCTGCARA
CATTTAAAAC

AAGTTTGCCC

AGCCATTCCC
ARACTTGGGT
AATACCCGTT
AAAAAGCTCC
TTAGGGCAAG
CCATTTTGCT
GTAAGARAGG
GCGCAATTTG
CAGTAATACA
GCACGCCAGA
ATACCGTAAC
GTAGAATTTC
TGGCGACGAA
CCAATACCGA
AATCARAACC
AGACTTTCTC
GATTGAARAA
GCATATGGCC
CCATAGGAAT
TCACCGTGCT
TTGGGTGGGA
CGCTGCCGAC

AACGTAGGCC

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2309



Sekvence id.

GAGAAGGTTT
TTCGATCGGC
TGCTATGTGG
AGTCTCTGAC
TGTGATCTTC
GACTGGCGGC
TGCGCGTAAA
ATTCGGTTTG
AACGGATGTG
ACAGCTTTAT
TGGTAAACCT
CCGCTTCCTT
CATTTCAATG

TTGGTCTTAC

é¢. 2

GTTATGCCTC
CCTCTAGCGG
TTGGCCAATC
TTGTTATTCG
TACAATTTTG
ATGTCCTTCC
AACCAACGCA
GGGATGGGAC
CCTTGGGCTT
GAATTCGCCT
CGTCCGCTAG
GTGGAATACG
GGGCAAATCC

AAGCGCGGTT

3/18

AGGGTTATCT
TGCGCTGGTA
GCCGAGCGGA
CCGGCTTTTT
ATCTGTTCCT
ACGGCGGCTT

CCTTCTTTGG

GTATCGGTAA .

TTGTATTCCC

TAGAAGGCGT

GCAGCGTATC

TCCGTGAGCC

TCTCCTTACC

TGTATCAAGA

GCAGTTTCCC
TGGCTTGATG
TCGCGCGEGC
AGGTGTAGTG
TGCTGACCCT
ATTGGGTGTG
TGTGGCCGAT
CTTTATGAAT
TAATGGTGGC
GGTTCTIGTTC
CGGACTGTTT
AGATGCTCAG
TATGGTGATC

CCGTGTAGCA

AATATTGACC
TATTTGGTGG
AGTGGTTGGA
ATCGGTGGCC
CTTTATTTAT
ATCACCGCCA
TTTGTTGCCC
AGTGAACTTT
CCACTGCCGC
TTTATTCTTA
TTAGCTGGAT
TTGGGTCTGT
ATCGGTATTT

GCAAAATAGG

Obr. 2

CCGTATTGTT
GTTTCCTTTT
CGCGTGAGCA
GAGTTGGTTA
TCAAAGTGTG
TGTTCTGGTA
CTTTAGTGCC
GGGGACGAGT
GCCATCCTTC
ATTGGTTTAT
ACGGTACATIT
TTGGTGGCTT
TGATGATGGT

GTAGTTAG

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

838



Sekvence

TAATCCCGTA
CGGGAGCTTT
CCGGGGATGA
GCCCAAGTTG
TAAATCAAGA
AACACGGCAA
ATGTTCGCAC
AGAGGAACCA
CCTGAAGCAA
CGGCCAACCA
GCAATACCCA
GTTTCAAGCC
CTCATATCGC
CCAAACATCA
ATGGTGGCAC
ACGAGAGTAT
TCAACCGGTA
TGAATCAGTG
TCAAATAGAA
ACTGCAAGAA

GTCAGCGAAA

id. ¢. 3

TTCAGGCGGT
TTTTATACAG
CGACAAACAC
AGATGAGCTC
CCGTAGCCAT
ACTCACCAGA
CTAAGGTARA
TTAGGCTGGT
TACCGTGTAG
TCAARACTCTT
ATACGATAAG
CTGTGATGAC
CAGTCGCAAG
TTTCTAGAGG
TGGCGAARGC
TGGTCACAGT
ACCCACCGGC
CCGTTGCCAC
CTTTGGCTTG
GTAGTAAATA

TCGGCGCTGC

] ®

4/18

ATGGCTTGAT
ATGATGCTTT
ACCCAATAAG
AGCACCTTTA
CAAGTTARAG
GACAGCGGTT
TGGGTAGATT
TGTGGTCGAT
TGGGCCTCGG
CATCAGTTTG
TGCGACACCA
AGGTTTGGTA
CAGAGGCGAA
TAGGAAGATC
ACGGCGARAC
AGTACCAATA
AACGAGACCA
TAAACCAATC
ATCGCCGGTT
CAGCATGAAA

AG

GGGTTTTATA
AACGCTTARAG
TAACTCACCA
ATAGGCAGTT

CTTAAGTGCA

GCGGCGAGCA

TCACGCACTT

GAAGATTGAA

CCAATCGCAT

CCCATCACCG

CCGAAAGTAT

ATCGGTTTGA

ACGAGCCAGT

AGCACCGCGA

TCTTCTTTAC

TTGGCACCCA

ACAATAATAG

ATCAATCCTG

GCCCATTTAA

GCCAAGTTTG

L d

TAAAARAAGC
CGGTTAGGGC
CCACCATTTT
CGCGTAAGAA
CCAGCGCAAT
GAGCAGTAAT
TCAGCACGCC
CTAATACCGT
TTTGTAGAAT
TAATGGCGAC
TACCCAATAC
TAAAATCAAA
GTGAGACTTT
GAAGATTGAA
AGCGCATATG
TCACCATAGG
AAGTCACCGT

CAATTGGGTG

‘AACCGCTGCC

CCCRACGTAG

eee e
sees
(XX X ]
L R X2

oo ae

Obr. 3

TCCCGAAGGT
AAGAATGCTG
GCTCTTACAA
AGGAATACCG
TTGCAGAGCA
ACARAGTGCCA
AGAGCCCACG
AACCACTGTA
TTCACGTGCG
GAARATGGTC
CGAAAGCTGG
ACCTTTCATG
CTCTAARATG
ARRATCGTGG
GCCAAGGCTG
AATCGCGGTT
GCTTGAGGAT
GGAAGCAAAT
GACCATCGCG

GCCTTTCGTG

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1222
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Sekvence id. &, 4

val Lys Gln Tyr Leu Asp Leu Cys Gln Arg Ile Val Asp Gln Gly Val
1 5 10 15

Trp Val Glu Asn Glu Arg Thr Gly Lys Arg Cys Leu Thr Val Ile Asn
20 25 30

Ala Asp Leu Thr Tyr Asp Val Gly Asn Asn Gln Phe Pro Leu Val Thr
35 40 45

Thx Arg Lys Ser Phe Trp Lys Ala Ala Val Ala Glu Leu Leu Gly Tyr
50 55 60

Ile Arg Gly Tyr Asp Asn Ala Ala Asp Phe Arg Gln Leu Gly Thr Lys
65 70 75 80

Thr Trp Asp Ala Asn'Ala;Asn Leu Asn Gln Ala Trp Leu Asn Asn Pro
85 o K 90 95

Tyr Arg Lys Gly Glu Asp Asp Met Gly Arg Val Tyr Gly Val Gln Gly
100 105 110

Arg Ala Trp Ala Lys Pro Asp Gly Gly His Ile Asp Gln Leu Lys Lys
© 115 120 125

Ile Val Asp Asp Leu Ser Arg Gly Val Asp Asp Arg Gly Glu Ile Leu
130 135 140

Asn Phe Tyr Asn Pro Gly Glu Phe His Met Gly Cys Leu Arg Pro Cys
145 150 155 160

Met Tyr Ser His His Phe Ser Leu Leu Gly Asp Thr Leu Tyr Leu Asn
165 170 175

Ser Thr Gln Arg Ser Cys Asp Val Pro Leu Gly Leu Asn Phe Asn Met
180 185 190

Val Gln Val Tyr Val Phe Leu Ala Leu Met Ala Gln Ile Thr Gly Lys
195 200 205

Lys Pro Gly Leu Ala Tyr His Lys Ile Val Asn Ala His Ile Tyr Gln
210 215 220

Asp Gln Leu Glu Leu Met Arg Asp Val Gln Leu Lys Arg Glu Pro Phe
225 230 235 240

Pro Ala Pro Gln Phe His Ile Asn Pro Lys Ile Lys Thr Leu Gln Asp
245 250 255

Leu Glu Thr Trp Val Thr Leu Asp Asp Phe Asp Val Thr Gly Tyr Gln
260 265 270

Phe His Asp Pro Ile Gln Tyr Pro Phe Ser Val
275 280




Sekvence id. &. 5

Met Pro
1

Ser Ile
Gly Phe
Gly Ser

50

Phe Leu
65

Asn Phe
Thr Gly
Met Phe

Asp Phe
130

Gly Asn
145

Trp Ala
Gln Leu
Asn Trp
Phe Leu

210

Glu Pro
225

Gln Ile

Trp Ser

Gln Gly

Gly

Leu

35

Gly

Gly

Asp

Gly

Trp

115

Val

Phe

Phe

Tyr

Phe

195

Ala

Asp

Leu

Tyr

Pro

20

Phe

Trp

Val

Leu

Met

100

Tyxr

Ala

Met

Val

Glu

180

Ile

Gly

Ala

Serxr

Tyr

5

Leu

Ala

Thr

Val

Phe

85

Sex

Ala

Pro

Asn

Phe

165

Phe

Gly

Tyr

Gln

Leu

" 245

Lys
260

Arg

Leu

Ala

Met

Arg

Ile

Leu

Phe

Arg

Leu

Ser

150

Pro

Ala

Lys

Gly

Leu

230

Pro

Gly

6/18

Gln

Val

Trp

Glu
55

Gly
70 .

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

Trp

25

Ala

val

Arg

Pro

Gly

105

Gln

Phe

Trp

Gly

Gly

185

Pro

Arg

Phe

Ile

Gln
265

Asn
10

Tyr
Asn
Serxr
Val
Leu
90

Leu
Arg
Gly
Gly
Pro
170
val
Leu
Phe
Gly
Ile

250

Asp

Ile
Gly
Arg
Asp
Gly
75 .
Tyx
Leu
Thr
Leu
Arg
155
Leu
Val
Gly
Leu
Gly
235

Gly

Arg

Asp

Leu

Arg

Leu

60

Leu

Gly

Phe

Gly

140

Val

Pro

Leu

Ser

val

220

Phe

Ile

Val

Pro

Met

Ala

45

Leu

Val

Phe

val

Phe

125

Met

Thr

Arg

Phe

Val

205

Glu

Ile

Leu

Ala

Val

Tyxr

30

Asp

Phe

Ile

Lys

Ile

110

Gly

Gly

Asp

His

Phe

190

Ser

Tyx

Ser

Met

Ala
270

Leu

15

Leu

Arg

Ala

Phe

Val

95

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. 7

: MKQYLELMQKVLDEGT-QKNDRTGTGTLSIFGHQMRFNL-~QDGFPLVTTKRCHLRSIIHE

NN IR EEE R

VKQYLDLCQRIVDQGVWVENERTGKRCLTVINADLTYDVGNNQFPLVTTRKSFWKAAVAE

IR R R R e s

MKQYLELCRRIVSEGEWVANERTGKHCLTVINADLEYDVANNQFPLITTRKSYWKAATAE

: LLWFLQGDTNIAYHENNVTIWD------~- EWADE----- NGDLGPVYGKQWRAWPTPDG

Ploseel o | il : RN RIEEN

LLGYIRGYDNAADFRQLGTKTWDANANLNQAWLNNPYRKGEDDMGRVYGVQGRAWAKPDG

A R N R A s e

FLGYIRGYDNAADFRALGTKTWDANANENAAWLANPHRRGVDDMGRVYGVQGRAWRKPNG

: RHIDOITTVLNQLKNDPDSRRIIVSAWNVGELDKMALAPCHAFFQFYVADGKLSCQLYQR

[Plfeeseeesfaes |1 [ee o) [l ] | I O N
GHIDQLKKIVDDLSRGVDDRGEILNFYNPGEFHMGCLRPCMYSHHFSLLGDTLYLNSTQR
IR R R R A R R A R R R R A A R e Y

ETIDQLRKIVNNLTKGIDDRGEILTFFNPGEFDLGCLRPCMHTHTFSLVGDTLHLTSYQR

: SCDVFLGLPFNIASYALLVHMMAQQCDLEVGDFVWTGGDTELYSNHMD-QTHLQLSREPR

LEVE L T s JLI e SRR

SCDVPLGLNFNMVQVYVFLALMAQITGKKPGLAYHKIVNAHIYQDQLELMRDVQLKREPF

LEPLLVELEED b= PPV LT =0 PR s L LT

SCDVPLGLNFNQIQVFTFLALMAQITGKKAGKAYHKIVNAHIYEDQLELMRDVQLKREPF

: PLPKLIIKRKPESIFDY----RFEDFEIEGYDPHPGIKAPVAI

Poles Jee] 0 | SN I I I IER R IE

PAPQFHINPKIKTLQODLETWVTLDDFDVTGYQFHDPIQYPFSV

Lofess LEDPERERED DL REREL R T T

PLPKELINPDIKTLEDLETWVTMDDFKVVGYQSHEPIKYPFSV




e .0

(X X1
(XXX

L ]
. ¢ e

[ XX YT FTY
oassse
L
sae

[ 4 .
sene 2000 )

9/18

Obr. 8
$tépeni genového bloku Kan
z pUC4K enzymem Pstl
Pstl
Pstl Hindlll  Smal
\ |
| L
-
oR
EcoRl Ligace thy A
do vektoru pUC19

nastépeného Pstl

thy Av pUC 19 Hindlil
(4039 bp)

EcoRI

Hindlll
thy A Kan v pUC 19
(5279 bp)
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Obr. 9
PCR pro vytvoreni fragmentu thyA-kan-ThyA s konci Xbal.
Primery byly vybrany tak, aby byla eliminovana
mista EcoRl a Hindill.
PCR primer
Ecoé\
thy AKan v puC 19
(5279 bp) Pst]
Hindlll
Hindlli Psti
PCR primer
Xbal Pstl Hindl{ Smal Pstt  Xbal
L_——‘j l ! u

-

thy A Kan s Xbal konci

(2643 bp)
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Obr. 10
Hindill  pgy
Xbal Pstl \ Smal \ Xbal
-

Ligace fragmentu thy A Kan

s Xbal konci do pNQ705
thy A Kan s Xbal konci eeep
(2643 bp) nastépeného Xbal

EcoRV Kpnl xpat 4

Smal Sacl Sall

Hindlll

BamHl

2

t

Xbal  Sall Clal

Hindlll .
rezistence

ke kanamycinu BamHil

Smal

mob RP4

ori R6K
.

Xbal

Kpnl thy A Kan v pNQ705

(7083 bp)

Hindlll* BamHl

V
Ecggcl Smal




12/18
Obr. 11

pocatek genu Kan  pgty
Primer thyA-14

Primer thyAN5

g

.. 1l .
rezistence ke kanamycinu

J pocatek genu thy A
Xbal

PCR pouzita k deleci
Casti genu thy A
a pocatku genu rezistence

ke kanamycinu

Scal ,
Thy A's Kan v pNEB193 .
| (5347 bp) Start Kan gen
Xbal Psti
StartthyA ~Xbal / \

- e am————— =
Primer thyA-14 B-lakiamaza Primer thyA-15
+ PCR
Start thyA Xhol
Xhol Xbal Xbal  Pstl

Primer thyA-14 b-lactamase Primer thyA-15

Stépeno Xhol

Primer thyA-15 Primer thyA-14 a self-ligovano

N
tart thyA
Athy A AKan v PNEB193

Xbal (4877 bp)
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Obr. 12
Smaj Xhol Stépeni Athy A AKan
Hindll Start thyA v pNEB193 Xbal,
Pstl izolace fragmentu Xbal
' Xbal

Hinditi Smal
\L Pstl Xhol

a

Start thyA

Ligace fragmentu Xbal
do pDM4 stépeného Xbal

Xbal Sall

Xbal
Sacl

Athy A AKan v pDM4
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Obr. 13
Usek thy A
(2909 bp)
start kodon thy A konec thy A
) { 4 {
primer ThyA-32

rimer ThyA- ;
primer ThyA-34 Primer ThyA-31

Primer ThyA-33

3"-Usek s konci
Kpnl a Stul

5’-Usek s kongj
Spel a Xho |
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Obr. 14
mcs Litmus 28
Spel Xhol
/ Kpnl 5°-Usek s konci
y g Spel a Xho |
Spel Xhol

/_ﬁ

Bglll

Stepeni Spel a Xhol,

pMT(}s oas :,?,E)E ! ligace do pMT-SUICIDE 1
nastépeného Spel a Xhol

PMT s 5prim
(2641 bp)
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Obr. 15

3 -Usek s konci
Kpnl a Stul

PMT s 5prim

i Stul
(2641 bp) Kpn

R6K ori,

RP4 mob

Bglli Stépeni Kpnl a Stul,

' Bglll ligace do pMT-SUICIDE 1
nastépeného Kpnl a Stul

g ——

pMT AthyA
V.cholerae
.- 3360 bp

Bglil

RP4 mob
R6K ori

Stul

Bglll
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Obr. 16

Hindlll Xhol

TRy

E. coli thyA gen

tac promotor

pMT-eltB(thyA)
(2762 bp)

Ori pUC19

Hindlll
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Obr. 17

Xhol

Spel

E. coli thyA

tac promotor

pMT-GST(thyA)
(4311 bp)

Hindlll

pUC19 ori

....
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