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Ovod

Biotechnologie vyuZivajici vSech soufasnych znalosti
biologie a zahrnujici fadu vé&dnich disciplin vCelnZ ge-
netiky, mikrobiologie, biochemie a chemického inZenyr-
stvi nabyvd v soulasnosti stdle vyznamné&jsi tulohy
v narodnim hospodafFstvi kaZdého stdtu. Genetické inZe-
nyrstvi jako soucdst a zdklad biotechnologie ma zvlast
ni, primarni a nenahraditelnou roli, nebot umoZiuje kon-
strukei takovych modifikovangch mikroorganismi, které
mohou slouZit jako velice efektni a efektivni a soutasng
pro Zivotni prostfedi vhodné pro primyslové tovarny.
OvSem prevedeni viech vysledkii genetického inZengrstvi
do praxe zdvisi pravé na jeho vhodném skloubeni s bio-
technologii a s jejim rozvinutim [1, 2].

Genetické inZenyrstvi se stdvd v sou€asnosti stiedem
zdjmu mnoha pracovist zabyvajicich se nejen molekular
ni genetikou a biologii, ale vzhledem k pfedpokliadanym
vysokym ekonomickym pfinosim se stalo atraktivoim
i pro fadu pracovi8t komeréniho zaméfeni [3].

Mimo oblasti farmaceutického primyslu, kde nskteré
z vysledkli jako je pFiprava lidského interferonu, né-
ktergch peptidickych hormont nebo v§roba antibiotik
budou realizovany v nejbliZ3i dobé&, uplatni se genetic-
ké inZenyrstvi i v dalSich odvé&tvich, a to dokonce
i v t8ch, ktergych se v minulosti biologické procesy do-
tykaly pouze okrajovE. Pfedpokldda se vyrazny vliv ge-
netického inZenyrstvi na potravinafsky primysl, ale
i uplatnéni napf. pfi ziskdvani Cistych kovili ze surovir
s jejich nizkym obsahem, pfi Slechténi zeméd&lskych
plodin, a to hlavné v souvislosti se zvySovdnim jejich
odolnosti a sou€asné i jejich autotrofnosti. Soucasné se
pfedpokldda nemaly vyznam genetického inZenyrstvi
v 1ékai'stvi v souvislosti s pfipravou monoklondlnich pro-
tilatek nebo v budoucnosti i pFi 1é€eni metabolickych
chorob, pfipadné pfi odstraiiovani jejich pfifin. V nepo-
sledni Fadé se ofekdvajl vfznamné vysledky od genetic:
kého inZenyrstvi i v oblasti ochrany Zivotniho prostiedi

Princip genového inZen§rsivi

Na pocatku 70. let [4, 5] se stalo metodicky moZnym
Stépit specificky molekuly DNA tak, aby vznikaly mensi
fragmenty, které by bylo moZno opé&tovnZ spojovat. Bylo
to umoZné&éno objevem enzymil oznafovanych jako res-

trikéni endonukledzy. Tyto enzymy pflisobici v buiikdch
jako ochrana proti cizorodé DNA jsou schopny Stapit
molekuly v pfesnych mistech urfenych pofadim nukleo-
tidd. Tak napf. vyskytuje-li se v molekule DNA v jednom
retézci pofadi GAATTC (tomu odpovidd pofadi CTTAAG
v Tetézci komplementdrnim) pak enzym oznateny EcoR I
izolovany z Escherichia coli [6] rozpoznd tuto sekvenci
nukleotidii a roz3tépi vazbu mezi G a A tak, Ze vzniknou
fragmenty s Cdstefn® jednofetBzcov§mi konci AATT,
resp. TTAA (obr. 1). Vzniklé fragmenty DNA obsahujici
tyto tzv. kohesivni konce je moZno navzdjem na zdkladé
jejich komplementarity spojovat tak, Ze se op8t tvofi
pary bazi A—T, G—C. Timto zplisobem se spojuji nejen
fragmenty piivodni, ale i fragmenty izolované z rfiznych
molekul DNA, které byly rozSt€peny stejnym restrikénim
enzymem. MiZe tak dojit i ke spojovdni fragmentii DNA
z plasmidd &I vird s DNA jak prokaryontnich, tak euka-
ryontnich organismii. Tim vznikaji takové molekuly DNA,
které se v pfirodé nikdy dfive neobjevily. Dokon&eni
tvorby nové, rekombinované DNA je uskutec¢néno piiso-
benim enzymu DNA ligdzy, ktery vytvafi kovalentni vaz-
by mezi sousednimi nukleotidy v rdmeci jednoho Fetdzce
(G aA) [7, 8].
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Obr. 1. Stépeni molekul DNA restrikéni endonukledzou
Eco RI, spojeni komplementdrnich jednofetézeo-
vjeh koncd a ndsledné pytvoFeni kovalentnich
vazeb v rdmei kaZdého retézce.
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Sestavenim molekul DNA v3ak prace nekonéf, nebot
tuto novou informaci je nutno pfenést do bufiky a sou-
tasné dosahnout toho, aby se tato informace mohla vy-
jadrit. K tomu slouZi vektory — molekuly DNA obsahu-
jici 1 cilovou sekvenci pro restrikéni enzym, umoZiiu-
jici linearizaci molekuly a soufasné jsou tyto molekuly
DNA nositeli rezistence k jednomu nebo i vice anti-
biotikiim. Spojenim DNA vektord, kterymi byvajl nej-
tasteji plasmidy (malé cirkuldrni molekuly DNA] nebo
viry, s DNA, kterou chceme pfendSet, vznikaji hybridni
DNA, schopné existence v buiice hostitele. Tyto vektory
s cizorodou DNA mohou v buiice byt pFitomny v jedue
nebo i v nékolika desitkach & stovkach kopii. Cely ten-
to proces se oznafuje jako klonovdni urgité informace
v bufice hostitele prostfednictvim vektord [9].

Pfeneseni DNA vektoru do hostitele miiZe probihat nor-
méalni cestou, kterou se uskuteciiuje infekce pivodni
virovou &i plasmidovou DNA, nebo se maZe vyuZivat i dal-
§ich zpfisobfi, které vychdzeji u vétSiny organismi z pfe-
neseni vektorové DNA do protoplastil, tj. do bunék s od-
stranénou bun&fnou sténou. Tohoto zplsobu se nejcastéji
vyuziva u aktinomycet, ale je metodicky moZn§ i u au-
karyont. Proto se stala pfiprava a veSkeré manipulace
s protoplasty jednou ze zdkladnich technik pro dal3ivy-
uZiti genetického inZengrstvi [10].

Zdajem o vyuZiti technik genetického inZengrstvi pro
Zddané tpravy producentd antibiotik stdle roste. Je
tomu tak mimo jiné proto, Ze antibiotika v soutasnosti
piedstavuji jeden z ekonomicky nejvynosnéjSich farma-
ceutickfch vyrobkti produkovanjch mikroorganismy,
u nichZ lze brzy ocCekédvat Gpravy genetického materidlu
pomoci genetického inZenyrstvi [3].

UZ v souasnosti je uZivana technika fize protoplastii
v priimyslové genetice vldknitych hub [11]. Vypracova-
ni metodiky pripravy a regenerace protoplasti u strep-
tomycet [12] umozZiiuje jeji aplikaci pri vyvoji streptomy-
cetovych kment s lepSimi produkénimi schopnostmi po-
moci fize protoplastii. Strategie zavedeni protoplastove
fize do Slechtitelskych programii producentd antibiotik
vychézi ze snahy prevést vlasinosti, které usnadiiuji fer-
mentaci a vylepSuji ekonomiku vyroby, z mikroorganis-
mil s ni#${ schopnosti tvorby antibiotika do priimyslove-
ho kmene. Jako pfiklady takov§ch viastnosti mohou byt
uvedeny riist a produkce na levnéjsich surovinach, rych-
lejsi riist, lepSi schopnost sporulace, rezistence k mate-
rialim fermentatni aparatury a latkam, které zneciStuji
suroviny, rezistence ke katabolické represi a Tada dal-
3ich schopnosti, které produkujici mikroorganismus po-
strddd. Druhym aspektem uZiti uvedené strategie je pred-
poklad, Ze slouteni kmenii z dvou i vice vyvojovych
linii rodokmenu povede ke zvySeni produkce, protoZe je
nepravdépodobné, Ze polygenné zaloZend tvorba antibio-
tika je u rizngch linii zmé&néna mutagennimi zdsahy na
tychZ mistech DNA.

Zatim nebyly vyvinuty vektory pro pfenos DNA u fi-
lamentnich hub ve spojeni s antibiotickou produkci.
ZkuSenosti s transformaci kvasinek plasmidy [13, 14]
stejné jako existence Zetnych mykoviri [15] ukazuji na
schildnost budouciho uZitl genov§ch manipulaci i u ta-
kov§ch producentdl jako je Penicillium chrysogenum nebo
Cephalosporium acremonium.

Streptomycety pfedstavuji v souCasnosti intenzivng
studované objekty technikami genového inZengrstvi. Na
této skuteCnosti se podili vedle objevu pfipravy a rege-
nerace protoplastl téZ zjisténi, Ze v pritomnosti po-
lyetylenglykolu je umoZnéna transiormace wektorové
DNA do protoplastl hostiteld [16]. Nalezeni rady plas-
midi a fagl u streptomycet usnadiiuje vyjaddieni gene-
tické informace pfi pfekondni Fady limitaci v regulaci.
Vyvoj a uZiti streptomycetov§ch plasmidii a fdgl jako
vektorl poskytuje navic uZiteénou informaci o mnoha
aspektech jejich biologie a v§znamu.

Zvlasté pritomnost plasmidii ma u mnoha streptomy-
cet nesporny vliv na tvorbu antibiotik. Pfitomnost struk-
turdlnich gendi metylenomycinu A byla u druhu S. ecoeli-
color A 3 [2] prokadzdna na plasmidu SCP 1. Pfeneseni
tohoto plasmidu do S. lividans nebo S. parvulus vede
k tvorbé antibiotika. U vEt3iny antibiotik se vZak pfed-
poklddd spiSe vliv plasmidd na regulaci tvorby a na
schopnost rezistence vi€i vlastnimu produktu. Ufast ex-
trachromozomélni DNA na produkci byla popsdna na-
ptiklad u S. bikinensis a S. griseus pti tvorbé streptomy-
cinu [17, 18], u S. fradiae pti produkci tylosinu (19],
u S. venezuelae pfi produkci chloramfenikolu [20, 21] a
tvorbé vzdusného mycelia a melaninu [22]. Pfitomnost
plasmidu byla zjiSténa u producenta chlortetracyklinu
S. aureojaciens [23] i oxytetracyklinu S. rimosus [24],
u néhoZ byl pozorovan infek&éni pfenos rezistence
k vlastnimu produktu spojeny s transportem plasmidd.

V souvislosti se studiem 1asti plasmidi na biosynté-
ze neomycinu u S. fradiae i plasmidovém zapojeni pFi
determinaci rezistence k tomuto antibiotiku u rf@znfch
batkeérii byla vyslovena tvaha o moZnosti pfenosu ge-
netické informace mechanismu rezistence z producentil
antibiotik do jinych mikrobidlnich druhd [25]. Mutace
na plasmidu S. fradiae vedou ke zménam rezistence viici
antibiotiku i ke zmé&ndm produkéni schopnosti [26]. Mu-
tace byly umistény na malém tseku restrikéné endonuk-
ledzové mapy plasmidu a vedly téZ ke zvySeni poétu
plasmidov§ch kopii na chromozom, coZ zplisobilo néko-
likandsobné zvysSeni produkce.

Atkoliv klonovadni antibioiické produkce do dobie pro-
zkoumanych mikroorganismii jakym je napf. Escherichia
coli ma nesmirnou analytickou hodnotu, da se pfedpo-
kladat, Ze techniky genového inzZengrstvi aplikovatelné
v priimysiu budou probihat pfi uZiti vektorového systému
z antibiotika produkujicich mikroorganismil. Streptomy-
cetovd DNA je charakteristickd vysokym obsahem guano-
sinu a cytosinu. Proto restrikéni endonukledzy rozpozna-
vajici sekvence s nizkym obsahem guanosinu a cytosinu
[napf. Eco RI, Hind III, Kpn I]) ji Stépi do relativné
malého poftu velk§ch fragment, zatimco endonukledzy
pro sekvence s vysokym obsahem guanosinu a cytosinu
(napf. Bam HI, Pst I, Sal G I] 3tépf do mnoha mal§ch
¢dsti. Z porovnani rozdéleni plasmidové a chromozo-
malni DNA streptomycet v gradientech chloridu cézného
vyplyva, Ze plasmidovd DNA se co do obsahu nukleotidi
podstatné mneli3I od chromozomdlni [27]. Streptomyce-
tove fagy maji podstatn& niZ3i obsah guanosinu a cyto-
sinu a néktera cilovd mista restrik&nich endonukledz
jsou na nich mnohem vzacngjsi.

Frekvence transformace plasmidovou DNA v piitom-
nosti polyetylenglykolu se pohybuji mezi 10—80 % re-
generovanych protoplastii [16, 28], zatimco dosaZené
frekvence transfekce maximilné okolo 1% regenerova-
nych protoplastii [29]. Frekvence pfenosu DNA do pro-
toplasti mohou byt podstatng vylepSeny pouZitim umé-
I§ch liposomi [30].

Nékteré plasmidy jsou po pfeneseni do hostitelli schop-
ny vyvoldvat jev, ktery byvad oznacovdn jako letdlni zy-
gosa [27]. JestliZe jsou streptomycety obsahujici uvedeny
plasmid vysety ve vhodném fedéni na Kkulturu, ktera
nenese plasmid, vznikaji kolem kolonii obsahujicich
plasmid nevelké zoény, v kterych je sniZen rilist a sporu-
lace bezplasmidové kultury. Tento jev je velmi uZiteény
pfi zjistovani transformovanych bunék, a proto plasmi-
dy se schopnosti letdlni zygosy jsou velmi dobrym ma-
teridlem pro konstrukci vektorii pro manipulace genové-
ho inZenyrstvi.

SCP 2* je plasmid poprvé izolovany ze S. coelicolor
[27], ptitomny v jedné kopii na chromozom. Zplsobuje
letdlni zygosu. Vyskytuje se na ném nékolik cilovych
sekvenci pro restrikéni endonukledzy, do nichZ je moZno
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vkladat idseky DNA bez poSkozeni funkci nutnych pro
zachovani plasmidu [31]. SCP 2* miiZe byt pfenesen
konjugacl do S. lividans a S. parvulus.

Série plasmida SLP 1.1 aZ SLP 1.9 se vyskytuje u S.
lividans. Plivod plasmidii, které maji urfité oblasti DNA
stejné, je v chromozomu S. coelicolor [32]. Vyskytuji se
ve 4—5 kopiich na chromozom [33]. Za velmi atraktivnf
vektor je povaZovdan SLP 1.2, ktery kromé& toho, Ze zpi-
sobuje letdlni zygosu, obsahuje jediné misto pro Bam HI
a dvé pro Pst I v neesencidlnich oblastech. Jako pfFiklad
tvorby znacenych plasmidi je moZno uvést pfenos DNA
pro metylenomycinovou rezistenci z plasmidii SCP 1 do
SCP 2* a SLP 1.2 [33].

Byly konstruovdny rekombinované molekuly DNA
z plasmid@ streptomycet a z vektorii z E. coli pACYC 184
a pACYC 177, coZ vedlo k vyjddfeni jak znakdl strepto-
mycetového plasmidu, tak znaki z E. coli [33]. P¥i pfe-
nosu fragmentidi DNA ze streptomycet do E. coli se vSak
vétSinou vloZené informace nevyjadii [34].

Streptomycetové fdgy jsou z mnoha divodd vhodng-
mi vektory. Jejich hlavni vyhodou je Siroké spektrum
hostitelli. Nejlépe prostudovanym fadgem pro Géely ge-
novfch manipulaci je & C 31 fdg. Jeho DNA podle v§-
sledki elektron-mikroskopick§ych studii 37,7 kb dlouhd
[35], je linearni a obsahuje deleci 1,63 kb oproti divo-
kému fagu. Transfekce je zjiStovdna plaky na ptdé pro
regeneraci protoplastli [36, 37]. Stejné jako u strepto-
mycetovych plasmidi bylo i u fagh dspesné vyuZito tvor-
by rekombinovanych molekul DNA s plasmidy E. coli
[38]. Tyto molekuly je moZno namnoZit v E. coli, kde se
chovaji jako plasmidy, a po vyjmuti pouZit k transfekci
streptomycet, kde se projevuji jako fagy. Rozpozmavaci
mista restirik&nich endonukledz umisténd v oblastech
nedileZitych pro zachovani molekuly dovoluji vloZeni
potiebné genetické informace. Navic je moZné pfed
transfekel zvetSit mnoZstvi vklddané DNA po vyStépeni
plasmidu z faga.

Zaver

Metody genetického inZenyrstvi tak, jak jsou rozpra-
covdny v soufasnosti pro nékteré vyznamné metabolity
a bakterialni buiiky, se ve velice krdtké dobé v§znamnou
mérou uplatni i u mikroorganismii produkujicich anti-
biotika. V souasnosti byla pfipravena fada vekiori,
které mohou prenaSet geny pro produkci antibiotik a
dokonce nékteré z téchto gent se podafilo klonovat
v hostitelském organismu. K plnému uplatnéni téchto
metod dojde nejprve u prokaryontnich producenti jako
jsou napf. streptomycety, zatimco u eukaryontnich pro-
ducenti antibiotik (napf. u hub) je dalsi pokrok podmi-
nén hlubsim pozndnim vlastni struktury genetického
materidlu a problematiky regulace exprese vSech gent.

Skupina pracovnikii v genetickjch laboratofich VUAB
rozpracovala zdsadni metodiky pripravy regenerace a
fuzi protoplasti jak u streptomycet, tak u niZsich i vy3
Sich hub. Tyto metodické zdklady by mély vyustit v stu-
dium genetického inZenyrstvi v souvislosti s produkei
vSech vfznamnych antibiotik.
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Vyskotil, P., Zeleny, K.: Geneiické inZen§rstvi a vyroba
antibiotik. Kvas. prim. 28, 1982, &. 8, s. 186—189.

Metody genetického inZenyrstvi, které jsou v souasné
dob& rozpracovdny pro nékolik metabolitii a jejich ex-
presi v bakteridlnich burikdch, budou hrat v nejbliZsi
dob& vyznamnou roli i u organismii produkujicich anti-
biotika. Je diskutovdana fada moZnosti vyuZiti t8chto
technik pro klonovdni genetické informace v mikroor-
ganismech produkujicich antibiotika.

Buickouna, I1., 3enenn, K.: I'eHHas uHXKenepus H npon3-
BOACTRO aKTHOMOTHEOB. Kmac. npym. 28, 1982, Ho. 8
crp. 186—189.

Metonnl reHHONi HHIKeHepHH, KOTOpHE B HacTOsilee
BpemMg pO3paboTaBnl 0 HECKOJLKHX MeTaboauTOB H HX
eKCnpecHio B OakTepHAMHBIX RJAETKAX GYAVT B Oyaylies
HIPaTh BAXKHYI0 POJL TaKKe B CAYude OPraHu3MoB 00pa-
3YIOIHX aHTHOHOTHKH. JIHCKYTHPOBAHBI BO3MOMKHOCTH H3-
NOJL30BAHAS 3THX METONOB JUIA KJIOHHDOBAHHS TEHETH-
4ecKOl HH(pOpPMANHH B MHKPOOPraHH3MaX OOPA3YIOHLHX
AHTHOHOTHEY,

Vyskotil, P., Zeleny, K.: Genetic Engineering and Anti-
biotic Produetion. Kvas. prim. 28, 1982, ¢. 8, pp. 186—189

Genetic engineering methods which are at present
time worked out for some metabolites and expression of
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their genes in bacterial cells [host] will play serious
rolé in the antibiotics producing microorganisms in the
nearest future too. Some of the possibilities for using
these methods for cloning of genes in microorganisms
producing antibiotics are discussed.

Vyskoiil, P., Zelen§, K.. Genetikingeniérerwesen und
Production von Antibiotika. Kvas. prim. 28, 1982, €. 8,
s. 186—1849.

Die Methoden des Genetikingeniererwesens, die zu
dieser Zeit fiir etliche Metaboliten und ihre Expression
in den Bakterienzellen ausgearbeitet sind, werden in
der nichsten Zeit auch bei den Organismen, die Anti:
biotika produzieren, eine bedeutungsvolle Rolle spielen.
Eine Reihe von Ausnutzungsméglichkeiten dieser Tech-
niken fiir das Klonieren der genetischen Information in
der Mikroorganismen, die Antibiotika produzieren, wird
diskutiert.



