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V soufasné dobé& se prakticky vSechny enzymy ziska-
vaji z pfirozenych zdrojii. Kromé& zdrojii rostlinného a
ZivotiSného pilivodu jsou to zejména mikroorganismy,
které se v posledni dobé& jevi jako vyhodny zdroj enzy-
mi. Diivodem je moZnost zvlddnuti primyslovych fer-
mentaci mikroorganismi, coZ déva perspektivu vyroby
enzymii ve velkém méritku a neni zanedbatelnd ani eko-

nomika téchto vyrob ve srovndni se ziskdvanim enzymi
z jinych zdroji.

DiileZitym faktorem je v3ak dostaten& vysokd pro-
duk&éni schopnost mikroorganismii pro jednotlivé enzy-
my. Vé&tdina primyslové vyznamnych enzymii je synte-
tizovdna u mikroorganismii induktivné, To znamené, Ze
v nepfitomnosti induktori je syntéza enzymi reprimo-
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vana specifick§mi represory. PFidanim vhodného indukto-
ru lze zvysit syntézu aZ o tii fady. Kromé& této regulace
se v fadé pfipadd uplatiiuje i inhibice syntézy enzymu;
konefnym produktem jeho &innosti a tedy odebirdnim
tohoto produktu z kultury lze téZ podstatnd zvysit pro-
dukci pFisludného enzymu. Daldim regulaénim mecha-
nismem syntézy nékterych enzymi je tzv. katabolické
represe, zplisobovand rychle utilizovatelngm uhlikatym
zdrojem, na kterém mikroorganismus roste. Tedy volbou
vhodného uhlikatého zdroje lze tuto represi sniZit nebo
zcela odstranit. Krom# t&chto obecnych regula¢énich me-
chanismii se u jednotlivfch enzymi uplatiiuji i zcela spe-
cifické faktory, které do zna&né miry ovliviiuji syntézu
toho kterého enzymu [1, 2].

Ovlivné&ni syntézy enzymii vn&j$imi faktory ma v3ak
pomérné Gzké hranice, které lze jen obiiZné prekroéit.
Proto za daleko vyznamnéj$i faktor pro zvy3eni produk-
ce enzymil se povaZuje zmé&na genetického vybaveni
buriky, které jejich syntézu Fidi.

Jednim z klasickych zpiisobii je vyuZiti mutaci af jiZ
spontdnnich nebo indukovanych pifsluinymi mutageny.
Mutace vedouci ke zvy3eni produkce enzymii mohou byt
v reguldtorovém genu pfisluiného operonu a vysledkem
je tzv. konstitutivni syntéza enzymu i za nepfitomnosti
induktoru. Mutaci lze ziskat i kmeny rezistentni k feed-
backové a katabolické represi a mnoho daldich speci-
fick§ch mutant. Metody pro jejich izolaci jsou v3ak vel-
mi zdlouhavé a pracné.

Moderni metody genovych manipulaci pouZivaji pie-
nos genetické informace pro syntézu uréitého enzymu
na vhodny produk&ni mikroorganismus riiznymi zpiiso-
by. K nim néleZi napf. pfenos pomoci specifickych vek-
tord, at jsou to fagy, plazmidy nebo p¥im§ prenos DNK.
Vzniklé hybridni organismy nesou pak vlastnosti piivod-
niho organismu spolu se ziskanymi vlastnostmi novymi
ve vhodné kombinaci (napf. regula&ni systém akceptora
a strukturdlni gen donora). Ziskané vlastnosti t&chto
kmend jsou v3ak €asto pomérn& mélo stabilni a v prii-
b&hu dalSich kultivaci dochdzi k jejich ztratdam.

Velmi efektivni pro zvy3eni produkce enzymii je am-
plifikace genfi, Fidicich jejich syntézu. K amplifikaci
miiZe dochézet riiznymi zphsoby. Jednim z nejjednodus-
Sich je pomnoZeni plazmiddi nesoucich pFislusny gen.
Dalsim zplsobem jsou pak duplikace, popi. amplifikace
genii na chromozomu. Ty vznikaji bud normélni rekom-
binaci mezi identickymi nebo témé&F identickymi sek-
vencemi lokalizovanymi na vzdéalenych bodech chromo-
zomu nebo zcela nezévisle na rekombinadnim systému.
Za podminek vyhodnych pro duplikaci nebo amplifika-
ci tyto kmeny pferostou normélni populaci. Je to vlast-
né jeden z regulacnich mechanismi, ktery méa svou
specificitu v pfirodni selekci [3]. Na t&chto principech
je zaloZena i nase selek&ni metoda.

Chemostatové selek&ni metoda pro ziskani vysokopro-
dukénich kmenii pro nékteré katabolické enzymy spo-
¢ivd ve vyuZiti specifickych selek&nich tlakii. Selekce se
provadi za limitace ristu kultury zdrojem uhliku nebo
dusfku, podle charakteru enzymu, jehoZ produkce ma
byt zvySena. Podminky limitace induktorem a nizka zfe-
dovaci rychlost jsou nevyhodné pro induktivni syntézu
enzymu, kterd je zdvisld na vnéjdi koncentraci induktoru
a naopak zvyhodiiuji konstitutivni syntézu enzymu, ktera
nezédleZi na koncentraci substrdtu. Dochéazi k selekci
konstitutivnich mutant, ty se v populaci nahromaduji a
pferdstaji plivodni induktivni populaci. PFi daldi kulti-
vaci konstitutivnich bun&k za t&chto porminek se zvy-
Suje syntéza enzymu v diisledku amplifikace genii na
chromozomu [4].

Tato metoda byla pouZita pro ziskdni hyperproduké-
nich mutant pro g-galaktosidasu a déle vyrazn& modifi-
kovéna pouZitim jinfch selek&nfch tlakdi pro pifpravu
hyperproduk&nich mutant pro D-serin deaminasu a
tryptofanasu [5, 7]. Touto cestou byly pfipraveny i hy-
perproduk&ni mutanty pro dva i tfi tyto enzymy produ-
kované soutasn& [8, 8].

V této prédci jsme se pokusili pFipravit kmen se zvy-
Senou produkci amylomaltasy. Syntéza amylomaltasy
u E. coli je Fizena maltosov§m regulonem, kter§ se skla-
da ze tfi operondl, jejich exprese je pod kontrdlou po-
zitivnfho reguldtorového genu malT. Jednotlivé operony

jsou lokalizovdny ve dvou genetickych oblastech malA
a malB. Oblast malA obsahuje operon mal P,Q (P-gen
pro maltodextrin fosforylasu, Q-gen pro amylomaltasu)
a regula¢ni gen malT. Oblast malB obsahuje dva opero-
ny malK, lamB a malE, F, G, jejichZ geny ko6duji protei-
ny majici vztah k transportu maltosy a maltodextrinu.
Plna exprese tohoto regulonu vyZaduje piisobeni kom-
plexu cAMP — CAP [9, 10].

Tabulka 1. Srovndni aktivity amylomaltasy pivodniho
a ziskaného kmene

Specificka aktivita amylomaltasy
Kmen
M 53 + glycerol f M 56 + maltosa
ML 30 1,75 26,32
ML 30 A 8,2 49,7

Komplikovanost regulaéniho mechanismu spolu s lo-
kalizaci jednotlivgch operoni ve dvou vzdélenych ob-
lastech chromozomu napovidaji, Ze ziskdni hyperpro-
dukéniho kmene pro amylomaltasu bude ve srovnani
s ostatnimi uvedenymi enzymy obtiZné&jsi. Krom& toho
je zndmo, Ze k maximélni syntéze amylomaltasy nedo-
chézi v logaritmické fazi riistu kultury, nybrZ aZ na pte-
chodu do stacionérni fédze [11], coZ vyZaduje i pon&kud
odliSné podminky selekce v chemostatu.

MATERIAL A METODY

PouZity mikroorganismus: Escherichia coli ML 30, in-
duktivni pro amylomaltasu.

Médium: minerdlni médium M 56 (12) s maltosou jako
jedinym zdrojem uhliku.

PouZita selekini metoda byla modifikaci metody jiZ dii-
ve popsané [5].

Aktivita amylomaltasy byla méfena modifikovanou me-
todou Fleminga a Perglera [13], zaloZenou na stanovenf
uvoln&né glukosy glukosaoxidasou a dianisidinem. Akti-
vita enzymu byla vyjadfovana jako specifickd aktivita
na mg suché hmotnosti bun&k (nmoly uvoln&né glukosy
na mg suché hmotnosti bunék za 1 min p¥ 37 °C).

VYSLEDKY A DISKUSE

1. Prvni selekce hyperprodukéniho kmene pro amylo-
maltasu byla zafata v chemostatu na minerdlni phd#
M 56 s maltosou jako jedingm zdrojem uhlfku v koncen-
traci 1,5 X 10-3* M podobn& jako pfi selekci hyperpro-
dukénich mutant pro g-galaktosidasu, kde byla pouZita
laktosa ve stejné koncentraci. Vzhledem k tomu, Ze se
amylomaltasa nesyntetizuje paraleln& s riistem kultury
jako g-galaktosidasa, byla na po&éatku kultivace pouZi-
ta vy33i zfedovaci rychlost D = 0,15 h-1 oproti D =
= 0,1 h—1, pouZité pro g-galaktosidasu. Cilem bylo ziska-
ni vy35i hodnoty biomasy na poddtku kultivace. Takto
byl kultivovdn kmen E. coli ML 30 induktivni pro amy-
lomaltasu prvnich 3est dnii. V tomto stadiu se hladina
enzymu udrZovala pomé&rn& nizkd. Po 3esti dnech byl
limit maltosy sniZen na koncentraci 10-3 M a b&hem
24 hodin se pétindsobn& zvysila syntéza amylomaltasy.
Tato hladina enzymu se pak udrZela daldich osm dnt
kultivace za téchto podminek, ale k dalsimu zvy3eni
syntézy enzymu jiZ nedo3lo. V tomto se li3[ selekce amy-
lomaltasové mutanty od selekce hyperprodukéni mutan-
ty pro g-galaktosidasu. Pfi limitu laktosy 1,5 X 10-3 M
a zfedovaci rychlosti D = 0,1 h-! se po prvnich 4 a¥
6 dnech selektovaly konstitutivni mutanty pro g-galak-
tosidasu, ty v kultufe pierostly piivodnf induktivni kmen
a po dal3ich 3 aZ 4 dnech zafind syntéza enzymu znovu
stoupat aZ dosédhne deseti aZ patndctindsobku piivodni
induktivni hladiny. Po pfeneseni t&chto mutant do pod-
minek jednorazové kultivace na médium M 56 s glyce-
rolem jako zdrojem uhliku se zv§3end konstitutivni
syntéza g-galaktosidasy udrZuje i po nékolik pasa?l. Na-
proti tomu kmen ML 30A se zvy3enou produkci amylo-
maltasy ziskany selekci v chemostatu po pfreneseni do
podminek jednorézové kultivace na médiu M 56 s gly-
cerolem vykazuje sice vice neZ &tyfn&sobné zvy3eni ba-
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zalni hladiny enzymu ve srovndni s pavodnim induktiv-
nim kmenem, ale hladina enzymu nedosahuje hodnoty
zjist&né u pivodniho plné indukovaného kmene. S mal-
tosou jako zdrojem uhliku se udrZuje asi dvojnasobna
hladina enzymu ve srovnéni s plné indukovanym piivod-
nim kmenem. Tento kmen ML 30 A nelze tedy povaZovat
za konstitutivni v pravém slova smyslu.

2. V dal3i selekci byl pouZit znovu pivodni kmen
ML 30, aviak podminky jako pro selekci hyperproduké-
nich mutant pro g-galaktosidasu (tj. koncentrace malto-
sy 1,5 X 10-3M a ziedovaci rychlost D = 0,1 h—! po ce-
lou dobu selekce). Za téchto podminek probihala selek-
ce prakticky obdobn& jako v prvnim pripadé a dosahlo
se piibliZzné stejnych hodnot hladiny amylomaltasy.

Z vysledkii vyplyva, Ze pouZité selektni podminky ne-
umoZiuji ziskdni skute&né& hyperprodukénich mutant pro
amylomaltasu. Pfesto v3ak ziskany kmen ML 30 A syn-
tézuje dvojnadsobné mnoZstvi
hladina enzymu se zna&né& zvysi. Je otdzka, zda bude
moZno dal3fmi zmé&nami selekénich podminek ziskat
vy3si produkci enzymu, nebo zda regulatni mechanis-
mus Fidici syntézu amylomaltasy to nedovoli.

Lektoroval dr. V. Jirkid, CSc.
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Kmen se zvy3enou produkci amylomaltasy byl ziskdn
kultivaci nizkoprodukéniho kmene v chemostatu za spe-
cifickych selekénich podminek (zmé&nami limitace ristu
kultury maltosou).
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Strain with increased production of amylomaltase was
prepared from a low productive strain in the chemostat
under specific selection conditions (by changing the
limitation of culture growth by maltose).
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Der Stamm mit erhShter Amylomaltase-produktion
wurde die Kultivierung eines schwach produzierenden
Stammes im Chemostat unter spezifischen Selektionsbe-
dingungen (durch Anderung in Limitierung des Wach-
stums der Kultur durch Maltose] gewonnen.



