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Uplatnenie výsledkov projektu 

Príprava fágovo rezistentného kmeňa hostiteľa Brevibacterium flavum CCM 251, ktorý je 
významným priemyselným producentom L-lyzínu. 

CHARAKTERISTIKA VÝSLEDKOV 

 

Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v slovenskom jazyku 
(max. 20 riadkov) 

Potvrdili sme správnosť bioinformatickej analýzy genómu korynefága BFK20. Pre vybrané 
replikačné proteíny gp41 (helikáza), gp43 (RepA like proteín), gp43N (primáza) a gp44 
(DNApolymerázaI) sme naklonovali gény do expresného systému E.coli a izolovali sme 
rekombinantné proteíny v dostatočnom množstve a vysokom prečistení. Stanovili sme 
fyzikálno-chemické vlastnosti izolovaných proteínov - molekulovú hmotnosť, stupeň 
oligomerizácie, enzýmovú aktivitu. Vypracovali sme a modifikovali viacero metód na 
stanovenie enzýmovej aktivity replikačných proteínov: ATPázovú, helikázovú, primázovú a 
polymerizačnú aktivitu. Dokázali sme, že gp43N (primáza) BFK20, podobná replikázam z 
archaeálnych plazmidov, má primázovú aktivitu. Enzým je dNTP závislý, čím sa odlišuje od 
všetkých doteraz charakterizovaných fágových replikáz. Vypracovali sme novú metódu 
prípravy špecifických polyklonálnych protilátok z myší. Pripravili sme špecifické protilátky proti 
trom fágovým replikačným proteínom s vysokým titrom a špecificitou. Pomocou protilátok sme 
detegovali natívne fágové proteíny pomocou Western blot analýzy, ktoré sú syntetizované po 
infekcii hostiteľa B. flavum CCM 251. Pripravili sme konštrukty plazmidov pBOS1, pBOS2 
pBORI39, pBORI39+, ktoré obsahujú fágový počiatok replikácie. Prítomnosť funkčných 
plazmidov v korynebaktériách sme overili restrikčnou analýzou, pomocou PCR a Southern 
hybridizáciou. Pripravili sme fágovo rezistentný kmeň B.flavum CCM251 s plazmidom pBOS1 
a overili sme si funkčnosť PER fenotypu po infekcii BFK20. Celkovo získané výsledky sú 
významným prispevkom k objasneniu replikačného mechanizmu akým sa replikuje fágová 
DNA BFK20 po vniknutí do bakteriálneho hostiteľa. 

 

Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v anglickom jazyku 
(max. 20 riadkov) 

We have approved the accuracy of bioinformatic analysis of BFK20 genome. We have cloned 
genes of the selected replication proteins gp41 (helicase), gp43 (RepA like protein), gp43N 
(primase) a gp44 (DNApolymeraseI) into E.coli expression system. We have isolated the 
recombinant fusion proteins in sufficient amount and highly purified. We determined the 
physic-chemical properties of isolated proteins as the molecular size, order of oligomerization 
and enzymatic activity. We have developed and optimized several methods for determination 
of replication protein activity: ATPase, helicase, primase and DNA polymerase enzymatic 
activity. We have shown, that gp43N (primase) of BFK20 is similar to replicase from archeal 
plasmids and has primase activity. This enzyme is dNTP dependent and such it is different 
from others known and characterized phage replicases. We have elaborated a new method 
for preparation of specific polyclonal antibodies isolated from mice. We prepared specific 
antibodies against three phage replication proteins with high titer and specificity. By using 
specific mouse polyclonal antibodies we detected by using Western blot analysis the three 
native phage proteins synthesized after phage infection of host B.flavum CCM251. We 
constructed plasmids pBOS1, pBOS2 pBORI39, pBORI39+ harbouring phage BFK20 origin 
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of replication – oriBFK20. The presence of functional plasmids in corynebacterial cells was 
verified by restriction analysis, PCR and Southern hybridization. We prepared the phage 
resistant strain of host B. flavum CCM 251 carrying the plasmid pBOS1 and we proved the 
functionality of PER phenotype by BFK20 infection. Generally the presented results are 
significant contribution to the explanation of the phage BFK20 DNA replication mechanism 
after entering the bacterial host cell. 
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Svojím podpisom potvrdzujem, že údaje uvedené v záverečnej karte sú pravdivé a úplné 
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