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Zpusob vyroby vektoru pro prenos, molekula DNA, rekombinantni
systém pro expresi kédové DNA a zpasob vyroby bilkoviny, obsahu-
jici aminokyseliny 2 aZ 191 ruUstového hormonu

Oblast techniky

Vynadlez se tyka zpusobu vyroby vektoru pro prenos, molekuly
DNA, rekombinantniho systému pro expresi kédové DNA a zplsobu
vyroby bilkoviny, obsahujici aminokyseliny 2 aZ 191 rustového
hormonu.

Dosavadni stav techniky

Rastovy hormon je polypeptidovy hormon, ktery je vytvaren
a vylucovan adenohypofyzou, to Jjest prednim lalokem hypofyzy.
Rustovy hormon se vytvari nejprve jako bilkovinny prekurzor, kte-
ry obsahuje N-terminalni signalni peptid a kdédovy retézec pro
ristovy hormon. Retézec aminokyselin v rustovém hormonu skotu je
znam a byl popsan v publikaci Dayhoff M.D. a dalsi, Atlas of Pro-
tein Sequence and Structure, sv. 5, doplnék 3, str. 245 aZ 352,
National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C., 1978.

Ristovy hormon se za normalnich podminek produkuje cely
zivot, i kdyZ nejvétsi mnozstvi se produkuje v obdobi dospivani.
Hormon je nutny pro rust v obdobi dospivéni. PrestoZe mechanismus
pusobeni hormonu neni zcela znam, Jje znamo, Ze Jje nutny hlavné
pro rust kosti, udrzeni dusiku, vyrobu bilkovin a rovnéz Kk ovliv-
néni metabolismu glukézy a tukovych 1latek. Jinak receno, Jjde
o obecné anabolicky hormon.

Pouziti rustového hormonu skotu se zaklada na Jjeho znamé
biologické u¢innosti, tak jak byla svrchu popséna. Rustovy hormon
skotu je mozZno podavat mladému skotu ke zvySeni rychlosti rustu
a ke zvyseni prirustkt, &éimZz se zkracuje doba, ktera je nutna
k dosazeni jatecné vahy. Vysledny vzestup produkce masa muZe byt
velmi vyznamny. Mimoto se ristovy hormon skotu lisi od rustoveho
hormonu ovce pouze obsahem nékolika aminokyselin. Z tohoto duvodu
je moZno podavat rustovy hormon skotu ovcim se stejnymi vysledky
jako u skotu, to jest ke zvysSeni rychlosti rustu a prirastki
a tim i ke zvySeni produkce masa. Rustovy hormon skotu je rovnéz
mozZno podavat veprum ke stejnému uUcelu a se stejnym vysledkem.

zakladni postup pro klonovani sledt DNA je nyni znam. Napri-
klad v publikaci Seeburg P.H. a dalsi, Nature, 270, 486, 1977 se
popisuje klonovani genu pro ristovy hormon krysy. V publikaci
Shine J. a dal&i, Nature, 270, 494, 1977, se popisuje klonovani
genu pro lidsky choriovy somatomammotropin. V publikaci Derynck
R. a dalsi, Nature 285, 542, 1980, se popisuje klonovani genu pro
lidsky interferon z fibroblastu.

Zpusoby exprese heterologni DNA v mikroorganismech jsou nyni
také znamy. Zasadné se postupuje tak, Ze se fetézec, ktery je
kédem pro heterologni DNA, véleni do vektoru pro prenos DNA
v misté, které se nachdzi uvnitr operonu, ktery je schopen expre-
se. Pro vyrobu hybridni bilkoviny musi byt vélenény fetézec ve
spravné fazi se sledem operonu a musi byt orientovan ve stejném
sméru vzhledem ke translaci. V pripadé téchto podminek se pri

-1~



CZ 280596 B6

translaci operonu prenasi i vclenény retézec, takZe vznikla bil-
kovina obsahuje N-termindlni retézec aminokyselin, ktery je kédenm
pro operon, schopny exprese, a mimoto retézec aminokyselin, ktery
je kédem pro vcélenénou c¢ast. Tyto postupy byly popsany v publika-
cich Polisky B. a dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 73, 3900,
1976, Itakura K. a dalsi, Science, 198, 1056, 1979. Nyni se uzi-
vajili ruzné operony, schopné exprese, véetné operonu pro beta-
galaktosiddzu, beta-laktamdzu a tryptofan.

Podstata vyndlezu

Podstatu vynalezu tvori zpusob vyroby vektoru pro prenos,
obsahujiciho kdédovou DNA pro aminokyseliny 2 aZz 191 rustového
hormonu skotu, ktery spo¢ivd v tom, Ze se prvni DNA, obsahujici
kédovy retézec pro aminokyseliny 2 aZ 191 rustového hormonu sko-
tu, uvede do styku s druhou DNA, obsahujici linearizovany plasmid
hostitele za vzniku vektoru pro prenos, ktery se pak izoluje.

Soucasti podstaty vynalezu je také molekula DNA, obsahujici
kédové retézce pro aminokyseliny 2 aZ 191 rustového hormonu sko-
tu.

Podstatu vyndlezu tvori rovnéZ rekombinantni systém pro
expresi kédové DNA pro aminokyseliny 2 aZ 191 rustového hormonu
skotu v hostitelské bunce, ktery obsahuje kédovou DNA pro amino-
kyseliny 2 aZz 191 rustového hormonu skotu, operativné vazanou na
¥ridici retézec, kompatibilni s hostitelskou burnkou.

Soucasti podstaty je i zpusob vyroby bilkoviny, obsahujici
aminokyseliny 2 aZ 191 rGstového hormonu skotu, pricemZ se péstu-
ji bunky, obsahujici systém, ktery v hostitelské bunice ovlivinuje
expresi kédové DNA pro aminokyseliny 2 az 191 rustového hormonu
skotu, pricemz tento systém je tvoren kédovou DNA pro aminokyse-
liny 2 aZ 191 ruUstového retézce hormonu skotu, operativné vazanou
na ridici retézce, kompatibilni s burnkou hostitele, a vznikla
bilkovina se 2z kultury izoluje.

Ve vyhodném provedeni obsahuje kdédovad DNA pro aminokyseliny
2 az 191 rustového hormonu skotu kdédového retézce pro dalsi
aminokyseliny a je kédem pro prekurzor rustového hormonu skotu.

Ve vyhodném provedeni obsahuje deoxynukleotidovy retézec,
ktery je kédem pro prekurzor rustového hormonu, navic nasledujici
retézec

5' - ATG ATG GCT GCA GGC CCC CGG ACC TCC CTG
CTC CTG GCT TTC GCC CTG CTC TGC CTG CCC TGG ACT CAG GTG
GTG GGC GCC TTC CCA GCC ATG TCC TTG TCC GGC CTG TTT GCC
AAC GCT GTG CTC CGG GCT CAG CAC CTG CAC CAG CTG GCT GCT
GAC ACC TTC AAA GAG TTT GAG CGT ACC TAC ATC CCG GAG GGA
CAG AGA TAC TCC ATC CAG AAC ACC CAG GTT GCC TTC TGC TTC
TCC GAA ACC ATC CCG GCC CCC ACG GGC AAG AAT GAG GCC CAG
CAG AAA TCA GAC TTG GAG CTG CTT CGC ATC TCA CTG CTC CTC
ATC CAG TCG TGG CTT GGG CCC CTG CAG TTT CTC AGC AGA GTC
TTC ACC AAC AGC TTG GTG TTT GGC ACC TCG GAC CGT GTC TAT
GAG AAG CTG AAG GAC CTG GAG GAA GGC ATC TTG GCC CTG ATG
CGG GAG CTG GAA GAT GGC ACC CCC CGG GCT GGG CAG ATC CTC
AAG CAG ACC TAT GAC AAA TTT GAC ACA AAC ATG CGC AGT GAC
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GAC GCG CTG CTC AAG AAC TAC GGT CTG CTC TCC TGC TTC CGG
AAG GAC CTG CAT AAG ACG GAG ACG TAC CTG AGG GTC ATG AAG
TGC CGC CGC TTC GGG GAG GCC AGC TGT GCC TTC TAG- 3'

kde

A znamena deoxyadenyl,

G znamend deoxyguanyl,

C znamena deoxycytosyl a
T znamenda thymidyl.

Podle dalsiho vyhodného provedeni se pripravuje deoxynukleo-
tidovy retézec, ktery je kédem pro rustovy hormon skotu tak, Ze
se Stépi cDNA (deoxynukleotidovy retézec, ktery je prekurzorem
pro prekurzor rustového hormonu skotu), pusobenim restrikéniho
enzymu Hae II a rozstépeny produkt se inkubuje s enzymem, ktery
se voli ze skupiny, obsahujici Klenowiv fragment. DNA-polymerazy
I, T4 DNA polymerazy nebo 3', 5'-exonukleazy.

Podle dalsiho provedeni se pripravuje fetézec pro rustovy
hormon skotu tak, 2e se inkubace se svrchu vedenym Klenowovym
fragmentem provadi za pritomnosti dATP a vysledny produkt se roz-
klada S1 nukleazou, ¢imZz se ziska deoxynukleotidovy retézec, kte-
ry je kédem pro aminokyseliny 2 az 191 rustového hormonu skotu,
a vysledkem je deoxynukleotidovy retézec, ktery je kédem pro rus-
tovy hormon skotu a navic obsahuje retézec nasledujiciho sloZeni:

5' - TTC CCA GCC ATG TCC TTG TCC GGC CTG TTT
GCC AAC GCT GTG CTC CGG GCT CAG CAC CTG CAC CAG CTG GCT
GCT GAC ACC TTC AAA GAG TTT GAG CGT ACC TAC ATC CCG GAG
GGA CAG AGA TAC TCC ATC CAG AAC ACC CAG GTT GCC TTC TGC
TTC TCC GAA ACC ATC CCG GCC CCC ACG GGC AAG AAT GAG GCC
CAG CAG AAA TCA GAC TTG GAG CTG CTT CGC ATC TCA CTG CTC
CTC ATC CAG TCG TGG CTT GGG CCC CTG CAG TTT CTC AGC AGA
GTC TTC ACC AAC AGC TTG GTG TTT GGC ACC TCG GAC CGT GTC
TAT GAG AAG CTG AAG GAC CTG GAG GAA GGC ATC TTG GCC CTG
ATG CGG GAG CTG GAA GAT GGC ACC CCC CGG GCT GGG CAG ATC
CTC AAG CAG ACC TAT GAC AAA TTT GAC ACA AAC ATG CGC AGT
GAC GAC GCG CTG CTC AAG AAC TAC GGT CTG CTC TCC TGC TTC
CGG AAG GAC CTG CAT AAG ACG GAG ACG PAC CTG AGG GTC ATG
AAG TGC CGC CGC TTC GGG GAG GCC AGC TGT GCC TTC TAG - 3'

kde

A znamena deoxyadenyl,

G znamena deoxyguanyl,

C znamena deoxycytosyl a
T znamena thymidyl.

Podle dalsiho provedeni se ziskdva retézec pro rustovy hor-
mon skotu tak, Ze se inkubace se svrchu uvedenym Klenowovym frag-
mentem provadi za pritomnosti 4ATP, dGTP, dCTP a 4dTTP a vysledny
produkt se inkubuje s enzymem, ktery se voli ze skupiny, obsahu-
jici Klenowuv fragment, T4 DNA polymerédzu nebo 3', 5' -exonuklea-
zu za pritomnosti dCTP a vysledny produkt se podrobi pusobeni Sl

-3



CZ 280596 B6

nukleazy, ¢imZ se ziska deoxynukleotidovy retézec, ktery je kdédem
pro aminokyselinu 1 aZ 191 rustového hormonu skotu za vzniku
desoxynukleotidového retézce, ktery je kdédem pro ruistovy hormon
skotu a navic obsahuje retézec nasledujiciho slozZeni:

5' - GCC TTC CCA GCC ATG TCC TTG TCC GGC CTG TIT
GCC AAC GCT GTG CTC CGG GCT CAG CAC CTG CAC CAG CTG GCT
GCT GAC ACC TTC AAA GAG TTT GAG CGT ACC TAC ATC CCG GAG
GGA CAG AGA TAC TCC ATC CAG AAC ACC CAG GTT GCC TTC TGC
TTC TCC GAA ACC ATC CCG GCC CCC ACG GGC AAG AAT GAG GCC
CAG CAG AAA TCA GAC TTG GAG CTG CTT CGC ATC TCA CTG CTC
CTC ATC CAG TCG TGG CTT GGG CCC CTG CAG TTT CTC AGC AGA
GTC TTC ACC AAC AGC TTG GTG TTT GGC ACC TCG GAC CGT GTC
TAT GAG AAG CTG AAG GAC CTG GAG GAA GGC ATC TTG GCC CTG
ATG CGG GAG CTG GAA GAT GGC ACC CCC CGG GCT GGG CAG ATC
CTC AAG CAG ACC TAT GAC AAA TTT GAC ACA AAC ATG CGC AGT
GAC GAC GCG CTG CTC AAG AAC TAC GGT CTG CTC TCC TGC TTC
CGG AAG GAC CTG CAT AAG ACG GAG ACG TAC CTG AGG GTC ATG
AAG TGC CGC CGC TTC GGG GAG GCC AGC TGT GCC TTC TAG - 3'

kde

A znamend deoxyadenyl,

G znamena deoxyguanyl,

C znamena deoxycytosyl a
T znamenda thymidyl.

Podle dalsiho provedeni se ziskd plasmid pBP348 s obsahem
prekurzoru rUstového hormonu skotu tak, Ze molekulou DNA, pripra-
venou stépenim vektoru pro prenos restrikénim enzymem, je pBR322
a restrikénim enzymem je Pst 1.

Podle dalsiho provedeni pro vyrobu vektoru pro prenos DNA
s obsahem retézce pro ristovy hormon skotu se postupuje tak, zZe
se uvede v reakci pripraveny deoxynukleotidovy retézec, ktery je
kédem pro rustovy hormon skotu, s molekulou DNA, pripravenou sSte-
penim vektoru pro prenos pusobenim restrikéniho enzymu.

Podle dalsiho provedeni =zpusobu vyroby vektoru pro prenos
a expresi se postupuje tak, Ze se molekula DNA, pripravena Stépe-
nim vektoru pro prenos pusobenim restrikéniho enzymu, Stépi
v misté, kde se nachazi ridici oblast pro expresi.

Podle dalsiho provedeni se provadi zpUsob vyroby bilkoviny,
obsahujici Fretézec aminokyselin prekurzoru rustového hormonu sko-
tu nebo aminokyselin pro rustovy hormon skotu jako koncovy reté-
zec na zakonceni, které obsahuje uhlikovy atom a ¢ast prokaryo-
tické bilkoviny jako N-termindlni retézec tak, 2e se inkubuje
mikroorganismus, transformovany vektorem pro prenos a expresi,
obsahujici deoxynukleotidovy retézec, ktery je kédem pro prekur-
zor rustového hormonu skotu nebo pro rustovy hormon skotu.

Podle dals$iho provedeni se zpusob pro syntézu rustového hor-
monu skotu provadi tak, Ze se inkubuje mikroorganismus, transfor-
movany vektorem pro prenos a expresi s obsahem deoxynukleotidové-
ho retézce, ktery je kédem pro rustovy hormon skotu za podminek,
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vhodnych pro expresi tohoto kédu pro rustovy hormon skotu s
naslednym &¢isténim rustového hormonu skotu po jeho izolaci 2z roz-
rusenych bunék mikroorganismu, nebo ze Zivného prostredi.

Pri provadéni zpusobu podle vynalezu je nutno klonovat DNA,
kterd je kédem pro prekurzor rustového hormonu skotu nebo pro
rustovy hormon skotu a dosdhnout exprese klonované DNA v mikro-
organismech.

mRNA, ktera je kédem pro prekurzor rustového hormonu skotu,
se izoluje =z hypofyzy skotu. Obraceny predpis (cDNA-kopie) této
mRNA se pripravi a véleni do vektoru propenos. Pak se pripravi
deoxynukleotidovy retézec, ktery je kdédem pro rastovy hormon sko-
tu, hydrolyzou retézce, ktery je kddem pro prekurzor rustového
hormonu skotu. Vektor pro prenos se pak uzije k transformovani
bakterii, v nichz dochazi k expresi timto zpusobem klonovani
CDNA.

Retézec DNA, ktery je kédem pro rustovy hormon skotu, se
ziska pomoci cDNA. Zasadni postup pfi provddéni tohoto zplisobu je
zndm a Jje popsan napfiklad ve svrchu uvedenych publikacich See-
burga P.H. a dal&ich a Deryncka a dalsich. PouZita cDNA se ziska
pfi pouziti RNA, extrahované z hypofyz skotu.

DNA, izolovand z hypofyz skotu bézZnym zusobem, se pak izolu-
je jako polyadenylovana RNA specifickou chromatografii. Integrita
této polyadenylované RNA se pak prokazZe translaci polyadenylované
RNA zpOsobem, popsanym Vv publikacich Miller. W.L. a McCarthy
B.J., J.Biol. Chem., 254, 742, 1979 a Martial J.A. a dalsi, Proc.
Nat. Acad.Sci., USA, 74, 1816, 1977, s naslednou analyzou bilko-
vin, ziskanych elektroforézou na SDS-akrylamidovém gelu zpusobem,
popsanym v publikaci Laemmli U.K., Nature, 227, 680, 1970. Rusto-
vy hormon skotu je moZno dale identifikovat imunologickou srazeci
reakci podle publikace Martial J.A., a dalsi, Proc. Nat. Acad.
Sci., USA (viz svrchu).

Polyadenylovana RNA, kterda se uZije jako matrice pri vyrobé
cDNA s dvojitym Fetézcem, se ziska béinym zplsobem. Prvni fetézec
cDNA se ziskd pouzitim reverzni transkriptazy, oligo-dT a poly-
adenylované RNA, zplUsobem, popsanym ve svrchu uvedené publikaci
Millera a McCarthyho a v publikaci Monahan J.J. a dalsi, Bio-
chem., 15, 223, 1976. RNA se odstrani za alkalickych podminek
a cDNA s jednim retézcem se uzZije pro syntézu druhého retézce
pusobenim reverzni transkriptazy. Klic¢ka tvaru vlasnicky se odst-
rani pGsobenim S1 nukledzy zpusobem podle publikace Leong J.A.
a dalsi, J.virol., 9, 891, 1972, Jjak bylo popsano v publikaci
Ullrich A. a dalsi, Science, 196:1313, 1977.

Timto zpusobem se ziska cDNA, kterou jiZ je moZno v¢lenit do
vektoru pro prenos. Vhodnym vektorem pro prenos maze byt vektor,
ktery 3je schopny transformovat bakterie, napfiklad Escherichia
coli a Bacillus subtilis nebo kvasinky, napriklad Saccharomyces
cerevisiae, dale 1inl, csp a esp mutanty kmene Neurospora crassa
a zivodisné bunky ve tkanové kulture. Prikladem vektori pro pre-
nos, které je moZno uzit pri provadéni zpisobu podle vynalezu
a které jsou schopny transformovat Escherichia coli, mohou byt
plasmidy pSC10l1l, pMB9, pBR313, pHR315, pBR31l6 a pBR322 a vektory,
odvozené od bakteriofagu, to jest Charon 3A, Charon 4A, Charon
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16A a AxgtWES. IAB. Publikace, které popisuji vyrobu a vlast-

nosti téchto vektorl pro prenos, jsou uvedeny v nasledujici
tabulce 1.

Tabulka 1

Vektor Publikace

pSCl01 Cohen a dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 70,

1293 a 3240, 1977.

Boyer a dalsi, Recombinant Molecules, Bears,

a dalsi, Eds,Raven Press, NY, str. 13, 1977.
Cohen a dals$i, Recombinant Molecular, str. 91.

pMB9 Rodriguez a dals$i, Molecular Mechanisms in Control
of Gene Expression (ICN-UCLA Symposium on Mol.
Cell. Biol. sv.5), Nieslich a dalsi, Eds.,
Academic Press, NY, str. 471, 1976.
Bolivar a dalsi, Gene, 2, 75, 1977.

pBR313 Bolivar a dalsi, viz svrchu

pPBR315 Rodriguez a dalsi, viz svrchu
PBR316 Rodriguez a dalsi, viz svrchu
pBR322 Bolivar a dalsi, Gene, 2, 95, 1977.

Bolivar a dals$i, Gene, 4, 121, 1978.
Sutcliffe, Cold. Spring Harbor Symp. on Quant.
Biol., 43, 77, 1978.

Charon 3A Blattner a dals$i, Science 196, 161, 1977.
Charon 4A Blattner a dalsi, viz svrchu
Charon 16A Blattner a dalsi, viz svrchu

AGLEWS. AB Tremeier a dals$i, Nature 263, 526 1976.
Leder a dalsi, Science, 196, 175, 1977.

Dalsimi vhodnymi vektory pro transformaci Escherichia coli
jsou vektory, popsané v publikaci Sinsheimer R.L., Ann. Rev. Bio-
chem., 46, 415, 1977. Vhodné vektory pro transformaci B. subtilis
byly popsdny v publikacich Iordanascu S., J.Bacteriol., 124,
597, 1964 a Ehrlich S. D., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 74,
1680, 1977. Jeden z téchto vektoru byl identifikovan jako plasmid
pCl194. Hybridni plasmidy, obsahujici DNA z kvasinek, a to plasmi-
dovou a/nebo chromozonalni, jakoZ i bakteridlni DNA, napriklad
plasmidovou, 3je mozZzno pouZit k transformaci kvasinek. Plasmidy
tohoto typu byly popsdny v publikacich Beggs J.D., Nature 275,
104, 1978, Asiav C.L. a Carbon J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
76, 3829, 1979 a Kingsman A.K. a dalsi, Gene 7, 141, 1979. Vekto-
ry pro prenos, které mohou byt vyuZity pro tkanové kultury Zivo-
¢isnych bunék, jsou napfiklad defektivni adenovirus, defektivni
virus SV-40 a virus polyomu.
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Ziskana cDNA se véleni do vektoru pro prenos béZnym zpuso-
bem. V&lenéni cDNA se obvykle provadi na jakémkoliv misté pusobe-
ni restrikéniho enzymu, které se ve vektoru pro prenos neopakuje.
Charon 3A a 4A a AgtWES. AB obsahuji vidy vétsi pocet mist
a v dusledku toho vznika nékolik mist pro v¢élenéni vektorli. nék-
teré vektory obsahuji jediné misto pro pusobeni restrikéniho
enzymu. Pouzitelnda mista ve vektorech charon 3A a 4A a A gtwWES.
AB jsou uvedena v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2

Vektor Misto pro pusobeni restrikéniho enzymu

PSC101 EcoRI, Hind III, Sal I, Dsm HI, Hpa I, Sma I

pMB9 Eco RI, Hind III, Sal I, Bam HI

pPBR313 Eco RI, Hind III, Sal I, Bam HI, Hpa I, Sma I,
Xma I

pBR315, pBR322 Rco RI, Hind III, Sal I, Sam HI, Pst I

PBR316 Hind III, Sal I, Bam HI, Pst I

pCl94 Hind IIX

Charon 16A EcoRI, Sst I

Charon 3A Eco RI

Charon 4A Eco RI

Agt WES. AB Eco RI

Obvykle se cDNA vé&lenuje do restrikéniho mista v oblasti,
ktera urcuje jesté dalsi vlastnost fenotypu, protoZe je to ucelné
pro selekci. Napfiklad Hind III, Sal I a Bam HI v pSCl01, pMB9,
pBR313, pBR315, pBR316 a pBR322 se nachazi v misté pro odolnost
proti tetracyklinu nebo v kontrolni oblasti pro tento gen. Véle-
nénim v tomto misté zpUsobi ztratu odolnosti proti tetracyklinu.
cDNA je mozZno v&lenit do vektoru pro prenos pomoci latek, usnad-
fnujicich vazbu v uvedeném misté. Lze postupovat napriklad tak, Ze
se na cDNA navaze synteticky nukleotid, ktery obsahuje misto pro
tépeni urc¢itou restrikéni endonukledzou, napriklad neékterou ze
svrchu uvedenych endonukledz. Pak se cDNA a vektor pro prenos
oddélené inkubuji s restrik¢éni endonukledzou a pak se spoji za
vzniku vektoru s obsahem cDNA. Je také moZno postupovat tak, Ze
se na cDNA navaZe deoxynukleotid a terminalni transferaza, jak
bylo popsano Vv publikaci Roychoudhury R. a dalsi, Nucl. Acids,
Res., 3, 863, 1976. Po pusobeni restrikéni endonukledzy Jje pak
mozno vektor pro prenos vazat na doplnkovy deoxynukleotid stejnym
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zpusobem. Vektor pro prenos s navdzanym deoxynukleotidem a cDNA
s navazanym deoxynukleotidem se pak spoji =za vzniku vektoru
s obsahem cDNA. Je napriklad mozZzno na cDNA navazat dC a pak ote-
vrit vektor v misté pro plUsobeni Pst I a navazat dG.

Pak se pouZije vektor s obsahem cDNA pro transformaci wvhod-
ného hostitele. Vhodnym hostitelem pro ruzné vektory mohou byt
napriklad. E. coli, B. subtilis, kvasinky, N-crass a tkanové kul-
tury Zivoc¢isnych bunék. Vektory, vhodné pro transformaci téchto
hostitell, byly uvedeny svrchu. Obvykle se uZivaji tfi mutanty
Escherichia coli. Jde o chil776, RRI a HB10l. Escherichia coli
chil776 byl popsan v publikaci Curtis R., Ann. Rev. Microbiol.,
30,507, 1976 a v US patentu ¢. 4 190 495. Escherichia coli RRI
byl popsan v publikaci Eugaiczyk A. a dals$i, Molecular Mechanisms
in Control of Gene Expression na str. 543. Scherichia coli HB101l
byl popsan v publikaci Kedes D.H. a Thomass C.A., Proc. Natl.
Acad. Sci., USA 73, 1537, 1976. Vhodny hostitel se transformuje
bézZnym zpusobem. Napriklad Escherichia coli chil776 se transfor-
muje vektorem s obsahem cDNA zpusobem, popsanym v publikaci Cooke
N.E. a dalsi, J.Biol. Chem., 255, 6502, 1980. Kolonie se podrobi
selekci a/nebo vybéru béZnym 2zpUsobem. Je moZno napriklad postu-
povat podle ztraty nékteré vlastnosti, napriklad odolnosti proti
tetracyklinu. Selekci je mozZno provadet tak, Ze se

1) odstrani cDNA p¥islusnou restrikcéni endonukledzou a pak se
analyzuje elektroforézou a hybridizaci zplisobem podle publi-
kace Southern B.M., J.Mol.Biol., 98, 503, 1975, nebo se

2) opakované péstuje transformovany mikroorganismus zpusobem
podle publikace Grunstein M. a Hagness D. S., Proc. Nat.
Acad. Sci., USA, 72, 3961, 1975 za soucasné hybridizace, nebo
se

3) kolonie primo zkoumaji na schopnost exprese RIA nebo jinym
zpusoben.

DNA, kera je kédem pro ruUstovy hormon skotu, se pripravuje
napriklad z ¢asti, kterd je kdédem pro prekurzor rustového hormonu
skotu. Z ni se DNA odstrani pusobenim vhodné restrikéni endo-
nukleazy. Napriklad v pripadé, Ze se cDNA vc¢leni do mista pro
pusobeni Pst I v plasmidu pBK322, je mozno tuto v&lenénou cast
odstranit ¢asteénym pusobenim enzymu Pst I, protoZe cDNA pro rus-
tovy hormon skotu uvnitf obsahuje Jjesté dvé mista pro pusobeni
tohoto enzymu. Pak se cDNA rozloZi enzymem Hae II. Je také mozZno
postupovat tak, Ze se rekombinantni plasmid, odvozeny od pBR322,
podrobi pusobeni Hae II k odstranéni &asti v¢&lenéné cDNA. Stépeni
pisobenim Hae II odstrani DNA, Kkteré je kdédem pro N-terminalni
signalni peptid, a dvé =ze +tri bazi, které jsou kdédem pro
N-termindlni Ala rustového hormonu. Tyto baze se pak nahradi inu-
baci vclenéné casti s Klenowovym fragmentem DNA-polymerazy I a s
deoxynukleotidem. RovnézZ je moZno postupoat tak, Ze se baze, kte-
ré jsou kédem pro Ala, rozrus$i inkubaci cDNA s Klenowovym frag-
mentem, T4 DNA-polymerdzou nebo 3', 5'-oxonukledzou za pritomnos-
ti dATP. Klenowlv fragment byl popsadn Vv publikaci Klenow M.
a Henningsen I., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 65, 168, 1970. cDNA,
ktera je kdédem pro rustovy hormon, se pak véleni do vhodného vek-
toru pro prenos svrchu uvedenym zpusobem.
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Klonované DNA se podrobi expresi v bakteriich za vzniku bil-
koviny, ktera obsahuje rustovy hormon skotu, pro néjZz je kdédem
vélenény retézec, nebo pouze rustovy hormon. K dispozici je néko-
lik moZnych postupu, napriklad

a) modifikace retézce, ktery je uzZit Jjako kéd za vzniku presného
vychoziho bodu pro translaci,

b) selekce nebo konstrukce optimdlniho vektoru pro expresi,

c) dal&i zpracovani po translaci butiek in vivo s vyuZitim aktivi-
ty hostitele, nebo in vitro chemickym zpusobem a

d) prima exprese.

V pripadé, Ze dochdzi k expresi sloZené bilkoviny, je obvyk-
le moZno upustit od modifikace klonovaného rfetézce nukleotidn,
pokud vysledny sled dovoluje translaci vélenéné casti ve spravné
fazi a pokud nejsou obsaZeny 2adné kodony, které by zpusobily
zastaveni translace pred pocateénim kodonem vClenéného retézce.

Je mozno dosahnout exprese prekurzoru rustového hormonu nebo
rustového hormonu ve formé sloZené bilkoviny tak, Ze se vclenéni
cDNA do prislusného mista uvnitf operonu, schopného exprese,
véetné napriklad mista pro pusobeni enzymu Pst I v genu pro
peta-laktamazu v plasmidu pBR322, Jjak bylo popsano v publikacich
Villa-Komaroff L. a dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 75, 3727,
1978, Serburg P. a dalsi, Nature 274:795, 1978, mista pro puisobe-
ni enzymu EcoRI v plasmidu pB322, ktery nese lac ridici oblast
a retézec, ktery je kédem pro beta-galaktosidazu, jak bylo popsa-
no ve svrchu uvedené publikaci Itakura K., nebo misto pro pusobe-
ni enzymu Hind III v genu trpD v plasmidu ptrpED50, jak bylo
popsano v publikaci Martial J. a dalsi, Science, 205, 502, 1979.
Modifikace délky retézce o jeden nebo dva nukleotidy za ucelem
dosazeni spravného sledu pri translaci je znama. V¢lenénim téchto
nukleotidd do mista pro pusobeni enzymu Pst I v plasmidu pBR322
svrchu popsanym zpusobem vede k odéitani ve spravné fazi
s pravdépodobnosti 1/6.

Prekurzor rustového hormonu a rustovy hormon se pripravuje
ze slozeni bilkoviny, schopné specifického Stépeni in vitro. Klo-
novany retézec nukleotidd se modifikuje tak, aby byl kédem pro
fetézec aminokyselin pri specificiteée proteolytického enzymu.
Vhodnym fetézcem je AspAspAspAsplys, ktery Jje prednostné Stépen
enzymem enterokinazou, jak Jje popsano Vv soucasné podavané US
prihldsce &. 125 878, podané 29. unora 1980. Jak je v této pri-
hlasce popsano, vcleni se reteézec nukleotidd, ktery je kédem pro
svrchu uvedeny sled aminokyselin, a to tésné v blizkosti nukleo-
tidového retézce, ktery je kédem pro N-termindlni sled prekurzoru
rustového hormonu.

V pripadé prekurzoru rustoveého hormonu znamenda toto vélenéni
modifikaci puvodné vélenéné cDNA odstranénim nukleotidu v poloze
5' tetézce, Kktery Jje kédem pro prekurzor rustového hormonu.
Svrchu uvedena cDNA, ktera je v&lenéna v pripadé rustového hormo-
nu, nemusi byt modifikovéna. Modifikace vélenéné Casti pro pre-
kurzor rustového hormonu se dosahuje bud Fizenym pisobenim exo-
nukledzy nebo T4 DNA-polymerazy na zakonéeni 3',nebo kombinaci
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Stépenl endonukledzou v misté, které je v Zaddouci vzdalenosti od
zakon¢eni 5', s naslednou chemickou syntézou, kterd obnovi tu
cast Zadaného retézce, kterd byla odstranéna. Dalsi podrobnosti
tohoto postupu jsou popsdny v US prihlasce ¢. 125 878. Pri tomto
postupu se s vyhodou uzZivad T4 DNA-polymerdzy a S1 nukledzy a zis-
k& se cDNA retézec, ktery je kédem pro prekurzor rustového hormo-
nu, bez oblasti 5'. Retézec nukleotidl, ktery je kédem pro svrchu
uvedeny retézec aminokyselin, se navdZe na cDNA, kterda je kdédem
pro prekurzor rustového hormonu nebo pro ristovy hormon, pridemz
se pusobi DNA-ligdzou, jak bylo popsdno v publikaci Valenzuela
a dalsi, Nature, 280, 815, 1979. Modifikovany retézec cDNA se pak
vcleni do vektoru pro expresi sloZené bilkoviny, tak jak bylo
svrchu popsano. Hostitelské bakterie, napriklad Escherichia coli
HB101, RRI nebo <chil776, nebo 3jiné bakterie, se transformuji
pusobenim vektoru, ktery nese kéd pro prekurzor rustového hormo-
nu. Transformované kolonie se t¥idi na odolnost proti ampicilinu.
Vybrané kolonie se pak péstuji za podminek, vhodnych pro expresi
slozZené bilkoviny. Po expresi této bilkoviny se prekurzor rusto-
vého hormonu nebo rustovy hormon odstépi enzymatickou hydrolyzou
pusobenim enterokinazy.

Pri pouziti prislusného vektoru pro prenos a expresi je mozZ-
no dosdahnout primé exprese prekurzoru rustového hormonu, to jest
hormonu, ktery neni vAazan na 2adnou prokaryotickou bilkovinu.
Zakladnim principem pro primou expresi je skutecnost, Z2e vcélenény
segment DNA Uplné nahradi segment, ktery je kédem a je prenasen
bakterialni ridici oblasti tak, Ze zakladni slozZka ¥idici oblas-
ti, kterd m& byt zachovdna, Jje ukonc¢ena jednotkou pro expresi,
ktera obsahuje promotor a vazné misto ribozomu, schopné plisobit
na organismus hostitele. Neni nutné odstranit vsSechny nukleotidy,
které jsou koédem pro hostitelskou c¢ast sloZené bilkoviny. Vztah
mezi ribozomdlnim vaznym mistem s kodonem AUG, od néhoZ zacina
vélenéna cast, je takovy, Ze tento kodon muZe byt uloZen kdekoli
mezi kodonem 3 aZ 11 ribozomdlniho vazného mista, jak bylo popsa-
no v publikacich Shine J. a dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci., USA,
71, 1342, 1974 a Steitz J., Proc. Nat. Acad. Sci., UsSA, 72,
4734, 1975. V oblasti nukleotidl 3 aZ 11 je AUG prvnim kodonem,
od néhoZ zac¢ind translace. V pripadé ptrpE30, ktery je odvozen od
svrchu popsaného ptrpED50 a obsahuje operator, promotor, atenua-
tor a ribozomdalni vazné retézce tryptofanového operonu, spolu
s retézcem nukleotidl, ktery je kédem pro sedm aminokyselin bil-
koviny trp E s naslednym mistem pro pusobeni enzymu Hind III, je
odstranéni minimdlniho mnoZstvi 23 aZ 29 nukleotidld z mista pro
pusobeni Hind III zapotrebi pro vznik mista pro vélenéni cDNA pri
rizeni operonem tryptofanu.

Pro primou expresi prekurzoru rustového hormonu se pavodni
vélenéna cDNA modifikuje svrchu popsanym zpuscbem k odstranéni
5'-neprenesené oblasti. Vektor pro primou expresi je mozZno ziskat
modifikaci ptrpE30, pri niZ se odstrani nukleotidy 23 azZz 29 pri
pouziti T4 DNA polymerdzy a S1 nukledzy svrchu uvedenym zpusobem.
Vazny retézec nukleotidu, ktery obsahuje restrikéni misto pro Bam
HI endonukledzu, se navazZe na modifikovanou cDNA a soucasné na
modifikovany ptrpE30 zpusobem, popsanym ve svrchu uvedené publi-
kaci Valenzuela a dalsSich. Timto zpUsobem se usnadni vélenéni,
které se pak provadi v podstaté zpusobem, popsanym v publikaci
Ullrich A. a dalsi, Science, 196, 1313, 1977. Vhodny hostitel,
napriklad Escherichia coli HB101, RRI nebo chil776 nebo jina bak-
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terie se transformujl rekombinantnim vektorem, ktery nese vclené-
nou c¢ast, kterd je kéddem pro prekurzor rustového hormonu. Trans-
formované kolonie se podrobi vybéru na odolnost proti ampicillinu

a pak se péstuji =za podminek, vhodnych pro expresi prekurzoru
rustového hormonu.

Primé exprese rustového hormonu je moZno dosdhnout zplsobem,
popsanym Vv publikaci Gooddel D.V. a dalsi, Nature, 281, 544,
1979. Je také moZno postupovat tak, Ze se navazZe retézec nukleo-
tidu s obsahem mista pro pusobeni Bam HI a vychozi kodon AUG na
cDNA, kterd je kdédem pro rustovy hormon. Takto modifikovand cDNA
se pak vcéleni do modifikovaného ptrpE30 svrchu uvedenym zpusobem.

Prekurzor rustového hormonu je mozZno provést na rustovy hor-
mon odstranénim N-termindlniho retézce hydrofdébnich aminokyselin,
které obsahuji signdlni peptidy. In vitro 3je moZno provést
odstranéni signalniho peptidu tak, Ze se na bilkovinu, extrahova-
nou z transformovanych bunék, pusobi pripravek s obsahem
"surovych" mikrosomi zpUsobem, popsanym v publikaci Jackson R. C.
a Blobel G., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 74, 5598, 1977. In vivo
je mozno odstranéni signalniho peptidu provést pri primé bakteri-
alni expresi retézce, ktery je kdédem pro prekurzor rustového hor-
monu. Bakteridlni signdlni peptidy a signdlni peptidy savcu maji
podobné retézce. Bilkoviny s obsahem signdlnich peptidu savcu je
moZno ziskat pomoci bakteridlnich bunék a tak ziskat rustovy hor-
mon bud v periplasmatickém prostoru, nebo v prostredi.

Takto ziskany prekurzor rustového hormonu a rustovy hormon
je mozZno ¢istit znamym zpUsobem, napriklad gelovou filtraci,
chromatografii na iontoméni¢i a zpusoby, Kkteré vyuZivaji razné
rozpustnosti.

Podrobnosti zpuUsobu podle vynalezu budou dale popsany v pru-
béhu prikladi. V prubéhu téchto prikladl bylo pUsobeni restrikc-
nich endonukledz provadéno za podminek, optimalnich pro kazdy
jednotlivy enzym. Restrikéni endonukledzy, 3jejich nazvoslovi
a mista, specificka pro jejich pusobeni, Jsou podrobné uvedeny
v publikaci Roberts R., Crit. Rev. Biochem., 4, 123, 1976. Tyto
enzymy jsou nyni také béZné dodavany New England Biolabs, Cam-
bridge, Masachusetts a souc¢asné Jsou uvedeny dodavatelem i opti-
malni podminky pro pusobeni téchto enzymu. Reverzni transkriptazu
je moZno =ziskat od Dr. J.Beard, Life Sciences, Inc., St. Peter-
burg, Florida. Pouziti reverzni tanskriptdzy a vhodné reakcéni
podminky pro Jjeji pusobeni byly jiZz drfive popsany v publikacich
Seeburg P.H. a dalsi, Nature, 276, 795, 1978, a ve svrchu uvede-
nych publikacich Seeburga P.H. a dalsSich a Shinea J. a dalsich.
T4 DNA polymerdzy je moZno ziskat od New England Biolabs. Pouziti
T4 DNA polymerdzy a vhodné reakéni podminky jsou popsany v US
prihlasce &. 125 878. S1 nukledza z mikrokoku je dodavana 2z Miles
Laboratories, Elkhart, Indiana. PouzZiti S1 nukledzy a vhodné re-
akéni podminky byly popsdny ve svrchu uvedené publikaci Ullricha
A. a dal&ich. Terminalni deoxynukleotidova transferaza byla zis-
kdna od Enzo Biochemicals, New York, New York. PouZiti tohoto
enzymu a vhodné reakéni podminky byly popsany ve svrchu uvedené
publikaci Roychoudhury a dalSich. Klenowuv fragment DNA polymera-
zy I je moZno ziskat od Boehringer Biochemicals, Indianapolis,
Indiana.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Zpusob vyroby cDNA prekurzoru ruUstového hormonu skotu

Hypofyzy Krav se odeberou kratce po pordZce a ihned se zmra-
zl v kapalném dusiku. RNA se pripravi homogenizaci téchto 2zlaz
v roztoku guanidinthiokyanatu podle publikace Chirginwin J.M.
a dalsi, Biochem., 18, 5294, 1979. RNA se odstredi v roztoku 7,5
M CaCl zpusobem podle svrchu uvedené publikace Ullricha a dal-
Sich. Pak se RNA extrahuje fenolem a srdZi ethanolem. Polyadeny-
lovana RNA se ¢isti pri pouzZiti chromatografie na oligo-dT-celu-
l6ze zpusobem, popsanym ve svrchu uvedené publikaci Millera
a McCarthyho a v publikaci Aviv N. a Leder D., Proc. Nat. Acad.
Sci., USA, 69, 140, 1972.

Polyadenylovana RNA se prenese do bezbunécného systému pri
pouziti retikulocytli kralika zplisobem, popsanym ve svrchu uvedené
publikaci Millera a McCarthyho a v publikaci Martial J.A., a dal-
i (1977). Prekurzor ruUstového hormonu skotu, syntetizovany
v tomto systému, se vysrdzi imunologickym zpUsobem pri pouziti
heterologniho antiséra proti riGstovému hormonu ovce a ziska
se adsorpci na Staphylococcus aureus Cowan I, fixovany na formal-
dehyd podle svrchu uvedené publikace Martial J. A. a dalsich

(1977). 355-bilkoviny se podrobi elektroforéze na 12,5 % SDS
polyakrylamidovém gelu podle svrchu uvedené publikace Laemmliho.
Analyza ukazuje, 2e polyadenylovand RNA, kterda je kdédem pro pre-
kurzor rustového hormonu skotu, tvori p¥iblizZné 12,6 % celkové
polyadenylované RNA hypofyzy.

Polyadenylovand RNA se podrobi reverzni transkripci do cDNA
S jednim retézcem pri pouziti reverzni transkriptdzy podle svrchu
uvedenych publikaci Millera a McCarthyho a Monahana a dalsich.
RNA se odstrani hydrolyzou za alkalickych podminek. Pak se cDNA
s jednim retézcem extrahuje fenolem, chromatografuje na Sephadexu
G-50 (Pharmacia, Inc. Uppsala, Svédsko) a vysrazZi se ethanolem.
Pak se cDNA s jednim rYetézcem uzije k syntéze druhého retézce
cDNA pri pouziti reverzni transkriptdzy svrchu popsanym zpuUsobem.
Vznikla "vlasnicka" na zakonceni 3' prvniho retézce cDNA se odst-
rani pusobenim S1 nukledzy, tak jak bylo uvedeno ve svrchu uvede-
nych publikacich Leonga a dalsi, a Ullricha A. a dalsich. Tato
cDNA s dvojitym retézcem se c¢isti extrakci fenolem, chromatogra-
fii na Sephadexu G-50 a srdZenim ethanolem. Pak se navaZe na
zakoncenl 3'~- jesté ACMP pri pouziti ACTP a termindlni transfera-
zy, tak jak bylo popsano ve svrchu uvedené publikaci Roychoudhury
a dalsi.

Plasmid pBR322 se rozstépi Pst I endonukledzou a navazZe se
dGMP svrchu uvedenym zpuUusobem s tim rozdilem, se uZije dGTP misto
dCTP. 50 ng plasmidu pBR322 s dG po Stépeni Pst I a 20 ng cCDNA
s dvojitym retézcem po navazani dC se navaze v 50 pl reakéni smé-
si zpusobem, popsanym ve svrchu uvedené publikaci Cooka a dal-
Sich.
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Transformace Escherichia coli chi 1776 pusobenim plasmidu se
provadi nasledujicim zpusobem. Escherichia coli chi 1776 se
k ziskdni propustnosti pro DNA inkubuje v 75 mM chloridu vapena-
tého, 5 mM chloridu horec¢natého, 10 mM tris-pufru o pH 7,5 po
dobu 20 minut pri teploté 4 °C. Plasmid a bakterie se inkubuji
60 minut pri teploté 4 °C a pak 2 minuty pri teploté 41 °C. Tran-
sformované kolonie se podrobi vybéru na odolnost proti tetracyk-
linu. Pritomnost klonované DNA se stanovi hybridizaci kolonii na

&erstvé pripravené cDNA, znacené 32P, z hypofyz skotu, jak bylo
popsdno ve svrchu uvedené publikaci Grunsteina a Hognesse. Plas-
midova DNA se pripravi z vybranych kolonii, rozstépi se enzymem
Pst I, podrobi se elektroforéze na 1% agaroze, barvi ethidiumbro-
midem a pak se prenese na nitrocelulézové filtry zpusobem, popsa-
nym ve svrchu uvedené publikaci Southernoveé. Pritomnost sledu pro
ristovy hormon v pfenesené DNA se stanovi hybridizaci na klonova-
ny rustovy hormon krysy s plnou délkou cDNA tak, jak bylo popsano
ve svrchu uvedené publikaci (Seeburga P. H. a dalsich) a podrobi
se znacdeni (Maniatis, R. a dal$i), Proc. Nat. Acad. Sci. USA 72,
1184 (1975). Jeden z klonu ktery byl takto ziskan, byl oznacCen
pBP348. V&lenénd ¢ast obsahuje 831 paru bazi.

Priklad 2

Analyza sledu cDNA

Plasmid pBP348 se rozstépi enzymem Pst I a fosfat na zakon-
Seni 5' fragmentu DNA se odstrani alkalickou fosfatazou a nahradi

se znacenim S%pP-fosfatem pri pouziti polynukleotidkindzy. Nasle-
dujicim Stépenim celou radou dalsich restrikénich endonukleaz,
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu, barvenim a autoradio-
grafii svazkl DNA se ziska mapa restrikénich mist klonované DNA.
Pak se ziska vétsi mnozstvi pBP348 a opét se provadi Stépeni Pst

I, Pvu II nebo Sau 3A, ke znaceni se uZije /'Y32P/ATP a poly-
nukleotidkynazy a pak se ziskany materidal s$tépi dalsimi enzymy,
&imz se ziskaji fragmenty DNA, znacené pouze na jednom konci.
Tyto fragmenty se ziskaji elucl z polyakrylamidového gelu a pak
se sleduji zpusobem, popsanym ve svrchu uvedené publikaci Cook
a dalsi a v publikaci Maxam A. M. a Gilbert W. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA, 74, 1560 (1977). Sled, ktery ma byt vclenén, je znazor-
nén na obr. 1 spolu s odpovidajicim sledem aminokyselin, pro néz
je kédem uvedeny retézec, to Jjest fetézec, ktery svym sledem
odpovida sledu odpovidajici mRNA.

smér odeditani je moZno rozeznat tak, Ze ve vclenéné casti
chybi kodony pro zastaveni ¢innosti. Polohy aminokyselin Jjsou
¢islovany od aminokyseliny, ktera ma volnou aminoskupinu v rusto-
vém hormonu skotu, nac¢eZ se postupuje v kladném sméru az do ter-
mindlni karboxylové skupiny a v negativnim sméru k prvnimu kodonu
AUG, o némZz se predpoklada, Ze je signalem pro pocatek translace.
Stejné jako Jje tomu v pripadé dalsich hormoni, Jje po translaci
zapotrebi rustovy hormon dale zpracovat. Translaci mRNA pro rus-
tovy hormon se ziskad prekurzor rustového hormonu s obsahem sig-
nalniho peptidu, ktery miZe byt uvolnén pri prechodu do endoplas-
matického prostoru.
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Priklad 3

(A) Opakuje se postup, uvedeny v prikladu 1, pri pouziti
plasmidu pBR 315 misto plasmidu pBR322. VsSechny podminky zUstava-
ji1 stejné vcetné vybéru rekombinantnich klonlG. V<&lenéna ¢ast se
odstrani a analyzuje stejnym zpusobem, jako v prikladu 2, &imZ se
ziskd DNA o 831 parech bazi se sledem, uvedenym na obr. 1.

(B) Opakuje se postup podle prikladu 1, avsak uZije se plas-
midu pBR316 misto plasmidu pBR322. VSechny podminky jsou jinak
stejné jako v prikladu 1. Odstranéni a analyza vclenéné casti se
provadl zpusobem podle prikladu 2, ¢imZ se ziskd DNA se sledemn,
zndzornénym na obr.1l.

Priklad 4

Pro postup podle tohoto prikladu se pripravi cDNA, ktera je
kédem pro prekurzor rustového hormonu skotu, zpUsobem podle pri-
kladu 1. Vsechny retézce, navazané na volna zakonc¢eni v prubéhu
tohoto postupu, se pripravuji zpGsobem, popsanym v publikaci
Scheller R. H. a dalsi, Science 196, 177 (1977). Restrikc¢éni endo-
nukledzy, pouzité pri provadéni tohoto postupu, jsou béZiné doda-
vany od New England Biolabs, Beverly, Massachusetts, pricemz bylo
uzZito optimdalnich podminek, doruc¢enych dodavatelem. Transformace
Escherichia coli chil776 se provadi zpusobem, uvedenym v prikladu
1.

(A) Na cDNA se po jeji vyrobé podle prikladu 1 navazi v mis-
té pusobeni enzymu Hind III sledy 5' - CCAAGCTTGC -3' pri pouziti
T4 DNA ligdzy zpuUsobem, popsanym v publikaci Valenzuela P. a dal-
$i, Nature 280, 815 (1979). Po navazani se produkt podrobi pluso-
beni enzymu Hind III nebo Hsu I a pak se postupuje zpusobem, uve-
denym v publikaci Ullrich A. a dals$i, Science 196, 1313 (1977).
Plasmid pBR322 se rozstépi v misté pro pUsobeni enzymu Hind III
pusobenim enzymu Hind III nebo Hsu I, nadeZ se zpracuje pusobenim
alkalické fosfatazy, tak jak bylo popsano ve svrchu uvedené pub-
likaci Ullricha A. a dalsich. Po vysraZeni ethanolem se rozstépe-
ny plasmid pBR322 navaZe na cDNA s obsahem zakonceni po pusobeni
enzymu Hind III, tak jak bylo popsano ve svrchu uvedené publikaci
Ullricha A. a dalsich. Pr¥i pouzZiti této smési se transformuje
Escherichia coli <c¢hil776 a transformované kolonie se podrobi
vybéru na citlivost na tetracyklin. Pritomnost klonované DNA se
prokazuje zpusobem podle prikladu 1. Kolonie s obsahem vclenéné
casti se zpracovavaji tak, Ze se tato c¢ast odstrani pusobenim
enzymu Hind III a Hsu I a provadi se analyza stejnym zpusobem,
jako v prikladu 2. V¢lenéna cast obsahuje priblizZné 830 paru bazi
a ma sled, uvedeny na obr. 1.

(B) Opakuje se zpusob podle prikladu 4(A), avsSak uzZije se
nékolika vektoru misto plasmidu pBR322. UzZije se napriklad plas-
midd pS101, pMBY9, pBR313, pBR315 a pBR316 misto plasmidu pBR322.
VSsechny podminky véetné volby rekombinantnich Kklonu jsou jinak
stejné jako v odstavci A. Pro vsSechny plasmidy byly ziskany stej-
né vysledky, to znamena, Ze v kazdém pripadé byl ziskan rekombi-
nantni plasmid, obsahujici vélenénou ¢ast se sledem, uvedenym na
obr. 1.
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(C) Opakuje se postup podle prikladu 4(A), avSsak uZije se
nékolik dals$ich restrikénich endonukledz a jinych vaznych retéz-
ca. UZiji se napriklad vazné retézce v mistech Sal I a Bam HI
misto Hind III. Sled téchto retézci je 5' - GGTCGACC - 3' a 5'
- CCGGATCCGG - 3'. V pripadé, Ze se uzije prvni z Yetézcl, prova-
di se stépeni endonukledzou Sal I, a v pripadé, Ze se uZije dru-
hého retézce, uZije se endonukledzy Bam HI. Dal$i podminky vcetné
vybéru rekombinantnich kloni jsou jinak totoZné jako v odstavci
4(A). V pripadé obou fetézcu a obou restrikénich endonukleaz bylo
dosazZeno tychZz vysledku.

(D) Opakuje se zpusob podle odstavce 4(C), pricemZz se uZije
plasmidad psC101, pMB9, pBR313, pBR315 a pBR316 misto plasmidu
pBR322. VSechny podminky jsou jinak stejné jako v odstavci 4(C)
a byly také ziskany stejné vysledky, to znamena, Ze Vv kazZdém pri-
padé byl vélenén sled, ktery je zndzornén na obr. 1.

(E) Opakuje se postup podle odstavce 4(A) s tim rozdilem, Ze
se vV misté pusobeni Eco RI uzZije vazny retézec se sledem 5'
- CCGAATTCGG - 3' misto vazného retézce v misté plsobeni Hind III
(HsuI). Vsechny podminky 3jsou jinak stejné s tim rozdilem, Ze
transformované kolonie nejsou podrobeny vybéru podle citlivosti
na tetracyklin. PFitomnost klonované DNA se zjistuje stejnym zpu-
sobem jako v prikladu 1. Ziskéd se rekombinantni klon, ktery obsa-
huje vélenénou ¢ast, znazornénou na obr. 1.

(F) Opakuje se postup podle odstavce 4(E) s tim rozdilem, 2e
se uziji plasmidy pSC101, pMB9, PpBR313 a pBR315 misto plasmidu
pBR322. Jinak se uZije stejnych podminek jako Vv odstavci 4(E)
a pro kazdy plasmid se také dosdhne stejnych vysledku.

(G) Opakuje se zpusob podle prikladu 4(A), avsak uzije se
vazného retézce 5' GCTGCAGC - 3' v misté pro pusobeni restrikéni-
ho enzymu Pst I, ktery se uZije misto vazného retézce v misté
Hind III (Hsu 1I). Jinak se uZije stejnych podminek s tim rozdi-
lem, 2Ze vybér rekombinantnich klonh se provadi zpusobem podle
pfikladu 1. Timto zpusobem se ziska rekombinantni klon, jehoZ
sled odpovidad sledu, zndzornénému na obr. 1.

(H) Opakuje se postup podle prikladu 4(G) s tim rozdilem, 2e
se uziji plasmidy pBR315 a pBR316 misto plasmidu pBR322. Jinak se
uziji stejné podminky jako v prikladu 4(G) a dosdhne se tychi
vysledku.

(I) Opakuji se priklady 1, 3(a), 3(B), a 4(A) az (H) s tim
rozdilem, Ze se uZije Escherichia coli RRI nebo Escherichia coli
HB101 misto Escherichia coli chil776. V$echny podminky jsou jinak
stejné a bylo také dosazZeno stejnych vysledku.

Priklad 5

V tomto pripadé byla cDNA, ktera je kédem pro prekurzor
rastového hormonu skotu, pripravena stejnym zpusobem jako Vv pri-
kladu 1. Do mista pro pusobeni enzymu Eco RI byly navazany retéz-
ce zpusobem, ktery byl popsidn ve svrchu uvedené publikaci Valen-
zuela P. a dalsi, a tyto retézce byly navazany také na cDNA,
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naceZ bylo provedeno Stépeni enzymem EcoRI, tak jak bylo popsano
ve svrchu uvedené publikaci Ullricha A. a dalsSich.

(A) Jako vektor pro prenos byl uZit Charon 16A DNA, pripra-
veny podle svrchu uvedené publikace Blattnera a dalSich. Koheziv-
ni zakonc¢eni byla spojena inkubaci po dobu 60 minut pri teploté
42 °C v 0,1 M tris-pufru s kyselinou chlorovodikovou o pH 8,0 za
pritomnosti 10 mM chloridu horec¢natého. Vektor byl rozstépen v
misté pusobeni Eco RI endonukledzou Eco RI a ziskana smés byla
podrobena pusobeni alkalické fosfatdzy podle svrchu uvedené pub-
likace Ullricha A. a dal$ich. Po sraZeni ethanolem byl vektor,
zpracovany pusobenim fosfatdzy, priddn k cDNA s obsahem zakonéeni
pro pusobeni enzymu Eco RI v moldrnim poméru 2 mol vektoru na 1
mol cDNA. Smés se navazZe pusobenim T4 DNA ligadzy podle svrchu
uvedené publikace Ullricha A. a dalsSich. Vyslednad smés se primo
pridd k suspenzi bunék Escherichia coli chil776, pripravené zpa-
sobem podle prikladu 1, a transformace se rovnéz provadi zpuso-
bem, popsanym podle prikladu 1. Rekombinantni fagy se izoluji a

péstuji na Lac” bakteriich na plotnach s obsahem 5-chlor-4-brom-
-3-indolyl-B-D-galaktosidu (X6) v koncentraci 80 pug/ml, a rekom-
binantni fdgy s obsahem cDNA, vc¢lenéné do mista pro pusobeni Eco
RI v plasmidu Charon 16A, se podrobi vybéru podle produkce bez-
barvych plakl. Zvoleny rekombinantni plasmid se izoluje a podrobi
pusobeni prebytku endonukledzy Eco RI a vyslednd smés se analyzu-
je zpUusobem podle prikladu 2. Ziskd se DNA o pribliZné 830 parech
bazi se sledem, uvedenym na obr.l. Je také moZno postupovat tak,
e se ziskanad smés primo uzZije in vitro k ziskani rekombinantnich
fagl zpusobem, popsanym v publikaci Sternberg N. a dalsi, Gene
1, 255 (1977). Rekombinantni fadgy je také moZno sledovat podle
hybridizace plaklli in situ zpUsobem, popsanym Vv publikaci Benton
W. D. a Davis R. W., Science 196, 180 (1977).

(B) Charon 3A nebo 4A DNA, pripraveny podle svrchu uvedené
publikace Blattnera a dalsich, se uZije jako vektor pro prenos
misto Charonu 16A DNA. VSechny podminky jsou jinak stejné jako
pro Charon 16A DNA. Vybér rekombinantnich fagu se provadi

(a) péstovanim na Lac’ bakteriich na plotnach s obsahem X6
s naslednou izolaci bezbarvych plaku a hybridizaci nebo natraveni
restrikéni endonukleadazou podle svrchu uvedené Blattnerovy publi-
kace. V&lenéna c¢ast se odstrani svrchu uvedenym zpUsobem, ¢imZ se
ziskd DNA o pribliZné 830 parech bazi se sledem, znazornénym na
obr.1l.

(c) Agt WES. AB DNA, podle publikace Tiemier a dalsich,
tak jak byla svrchu uvedena, se uZije jako vektor pro prenos mis-
to Charonu 16A. Vsechny podminky 3jsou jinak totozné jako pro
Charon 16A. Selekce rekombinantnich fagi se provede hybridizaci
podle svrchu uvedené publikace Benttona a Davise. Vélenéna cast
se odstrani svrchu uvedenym zpuUsobem, ¢imZ se ziska DNA o pribli-
Zné 830 parech bazi se sledem, 2znazornénym na obr.l1l.

(D) Opakuji se priklady 5(A) aZ (C), avsSak uZije se Escheri-
chia coli RPI, Escherichia coli HB101, Escherichia coli DP50 nebo
Escherichia coli DPSOSupF misto Escherichia coli chil776. VSechny
podminky jsou jinak totozZné a byly ziskany také totoZné vysledky.
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Priklad 6

V tomto prikladé byla cDNA, ktera je kdédem pro prekurzor
rastového hormonu skotu pripravena rovnéZ zpusobem podle prikladu
1. Byly uZity vazné rfetézce v misté Hind III a cDNA byla Stépena
enzymy Hind III nebo Hsu I podle prikladu 4(A).

Plasmid pC194, izolovany ze Staphylococcus aureus zpusobem
podle svrchu uvedené publikace Ehrlicha S. D., se uZije jako vek-
tor pro prenos. Plasmid pCl194 se roz$tépi v misté pusobeni Hind
IITI enzymem Hind III nebo Hsu I a pak se zpracovava pusobenim
alkalické fosfatazy podle svrchu uvedené publikace Ullricha A.
a daldich. Pak se CcDNA se zakonéenimi v misté plisobeni Hind III
navaze na rozstépeny pCl94 podle svrchu uvedené publikace Ullri-
cha A. a dalsich. Indukce B. subtilis RUB331 se provadi zpusobem
podle publikaci Sgaramella V. a dalsi J. Mol. Biol., 105, 587
(1976) a Borenstein S. a Ephrati-Elizue E., J. Mol. Biol., 45,
137 (1969). Transformace B. subtilis RUB331 se provadi smési,
popsanou ve svrchu uvedené publikaci Sgaramella a dalsi a Boren-
steina a dalgich. Bunééna suspenze se nandsi primo na L plotny
s obsahem 3 pg chloramfenikolu. Po selekci se izoluji rekombinan-
ty a podrobi se pusobeni enzymu Hind III a ziskany material se
analyzuje jako v prikladu 2. Timto zpusobem se ziskd DNA o pri-
blizné 830 parech bazi se sledem, znazornénym na obr. 1.

Priklad 7
Syntéza cDNA, ktera je kédem pro rustovy hormon skotu

(A) Plasmid pBR348 se podrobi pusobeni endonukleazy Hae II,
&¢imz se ziska fragment o 1600 parech bazi. Jedno misto pro puso-
beni Hae II se nachdzi uvnitr v&lenéné cDNA, kterda je kdédem pro
prekurzor rustového hormonu, a druhé misto se nachdzi v misté
pBR322 plasmidu. Natravenim se ziska nasledujici material:

+1 +2
5' - Cc TTC......3"
3' - G CGG AAG......5'

Rustovy hormon skotu miZe zad¢inat bud ala v poloze +1, nebo
phe v poloze +2 prfi zakon¢eni NH, (Dayhoff a dalsi, viz svrchu),

takZe je mozZno se pokusit o doplnéni kodonu ala nebo o jeho uplné
odstranéni. Uplné odstranéni je mozZno dosahnout inkubaci DNA
s dATP a Klenowovym fragmentem DNA polymerazy I, protozZe prvni
bazi kodonu phe v poloze +2 (v fetézci 3' » 5') je A. Touto
reakci se ziskd nasledujici material:

+1 +2
5' - C TIC ..... 3'
3' - AAG ..... 5'

DNA se extrahuje fenolem a vysrdZzi. Pfebytek dATP a rozloze-
nych bazi se odstrani chromatografii na Sephadexu G-50. Zbyvajici
uhlikovy atom na zakon¢eni 5' v puvodni poloze +1 Vv misté kodonu
pro ala se pak odstrani pusobenim Sl nukledzy zpusobem, popsanym
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v publikaci Shine a dalsi, Nature 285, 456 (1980). Timto zpUsobem
se ziska nasledujici materidl:

+2
5' = TTC ..... 3!
3' - AAG ..... 5'

(B) Opakuje se postup podle prikladu 7(A) tak, Ze se sled
desoxynukleotidl, ktery je kédem pro prekurzor rustového hormonu
skotu, odstrani z vektorl pro prenos, ziskanych podle priklada
3, 4, 5 a 6, pri pouziti prislusnych restrikénich enzymi pred
pusobenim Hae II. PouZité vektory a restrikéni enzymy jsou uvede-
ny v nasledujici tabulce 3.

Tabulka 3

Restrikéni enzym Vektor pro prenos (priklad)
Pst I 3A, 3B, 4G, 4H

Hind III 47A, 4B, 6

sal I 4C, 4D

Bam HI 4C, 4D

Eco RI 4E, 4F, 5A, 5B, SC

Po natraveni prislusnym restrikénim enzymem se sled pro pre-
kurzor ruistového hormonu izoluje elektroforézou na gelu a pak se
zpracovava zplUsobem podle prikladu 7(A), ziskaji se tytéz vysled-
ky.

(C) opakuje se postup podle prikladu 7(A) a 7(B) pri pouziti
T4 DNA polymerazy nebo 3'-5' exonukledzy misto Klenowova fragmen-
tu DNA polymerazy I. VSechny ostatni podminky jsou tytéz a v kaz-
dém pripadé se také ziskd identicky sled, Kktery je fragmentem
rustového hormonu skotu.

Priklad 8

(A) Pusobenim enzymu Hae II podle prikladu 7(A) nebo7(B) se
ziska fragment ruistového hormonu skotu

+1 +2
5' - c TTC ..... 3"
3' - G CGG AAG ..... 5°

Tento fragment je mozZno doplnit tak, 2Ze se inkubuje s 4ATP,
dGTP, dCTP, ATTP a Klenowovym fragmentem DNA polymerazy I. Touto
reakci se ziska nasledujici material:
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+1 +2
5' - G GCC TTC ..... 3!
3' = G CGG AAG ..... 5!

DNA se extrahuje fenolem a vysradzi. Ziskany sled se pak
inkubuje s Klenowovym fragmentem DNA polymerazy I za pritomnosti
dCTP. Sled se pak podrobi plsobeni S1 nukledzy podle publikace
Shine a dalsich, Nature 285, 456 (1980), ¢imZ se ziskd nasleduji-
ci material:

5' - GCC TTC ..... 3!
3' - CGG AAG ..... 5'.

(B) Opakuje se postup podle prikladu 8(A) s tim rozdilem, Ze
se uZije T4 DNA polymeraza nebo 3'-5' exonukleaza misto Klenowova
fragmentu v druhém inkubaénim stupni, to jest za pritomnosti
dCTP. Vsechny ostatni podminky jsou totoZné a v kazdém pripadé se
také ziskd stejny sled pro rustovy hormon skotu.

Priklad 9

Desoxynukleotidovy sled, ktery je kédem pro rustovy hormon
skotu, se véleni do vektoru pro pfenos svrchu popsanym zpusobem
pro sled, ktery je kdéddem pro prekurzory rastového hormonu.

(A) Opakuji se priklady 1, 3(a), 3(B), 4(A), az (I), 5(A) az
(D) a 6, priéemZz se uZije DNA, pripravena podle priklada 7(A),
7(B) nebo 7(C) misto DNA, kterad je kédem pro prekurzor rustového
hormonu skotu. VSechny dalsi podminky Jjsou totoZné. DNA se odst-
rani natravenim prislusnym restrikénim enzymem, napriklad jako
v tabulce 3, a analyzuje se podle pfikladu 2. DNA, jejiz sled
zacdina kodonem Phe v poloze 2 a konc¢i sledem, znazornénym na obr.
1, je vyslednym produktem ve vSech pripadech.

(B) Opakuje se zpusob podle pfikladu 1, 3(A), 3(B), 4(A) az
(I), 5S(A) az 5(B) a 6, pri¢emz se uZije DNA, pripravena podle
priklada 8(A) nebo 8(B), misto DNA, ktera je kdédem pro prekurzor
rustového hormonu skotu. VSechny ostatni podminky jsou totozné.
DNA se odstrani pusobenim pfislusného restrikéniho enzymu, tak
jak jsou uvedeny napfiklad v tabulce 3, a analyzuje se zpusobem
podle prikladu 2. Ve vSech pripadech se ziska DNA, jejiZ sled
zac¢ina kodonem pro Ala v poloze 1 a pokracuje sledem, znazornénym
na obr.l.

Priklad 10

Exprese rustového hormonu skotu

RiUstovy hormon skotu miZe byt doveden k expresi jakymkoli ze
svrchu popsanych zpusobu.

(A) Exprese rustového hormonu skotu ve formé prekurzoru jako
slozené bilkoviny byla provedena radioimunologicky a pri pouZiti
minibunék. Pri radioimunologickém pokusu byla Escherichia coli
chil776 s obsahem pBP348, nebo Escherichia coli s obsahem pBP322
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jako kontrola péstovdna v Zivném prostrfedi a oddélena odstredé-
nim. Bunky byly znovu uvedeny vV suspenzi a rozruseny rustovym
hormonem ovce s radioaktivnim 2znac¢enim s naslednym pridanim pro-
tilatky proti ristovému hormonu ovce nebo skotu. Imunologicky
komplex byl vysrazZen a Jjeho pritomnost byla mérena radioaktivnim
zpusobem. Tento pokus prokazal, 2Ze si sloZend bilkovina uchovava
aspon 2z urc¢ité c¢asti imunologickou U&innost ristového hormonu
skotu. Aby bylo moZno dale zkoumat vlastnosti sloZené bilkoviny,
byl proveden pokus na miniburikdch zplsobem, popsanym v publikaci
Meagher R. B. a dalsi, Cell, 10 521 (1977). Na obr.2 jsou znazor-
nény pasy, ziskané pri elektroforéze na gelu pri pouziti materia-
lu 2z minibunék Escherichia coli <chil776. Pas (a) byl ziskan
z bunék, transformovanych pBP348. Pas (b) byl ziskan 2z bunék,
transformovanych pBR322. Pas (c) je uZit pro oznadeni molekulové
hmotnosti. (A) oznacuje sloZenou bilkovinu pri pouziti B-laktama-
zy a prekurzoru rustového hormonu skotu. (B) oznadéuje prekurzor
laktamazy a (C) oznacduje f-laktamdzu. Tento pokus prokazuje, 3Ze
pBP348 vytvari sloZenou bilkovinu, ktera obsahuje 183 aminokyse-
lin p-laktamazy, 217 aminokyselin prekurzoru rustového hormonu
skotu a maly pocet spojujicich aminokyselin, které jsou kédem pro
oblast 5', k jejiZz translaci za béZnych podminek nedochdazi. Cel-
kova molekulovad hmotnost je pribliZné 45 000 a je v souhlasu
s predpokladanou molekulovou hmotnosti hybridni bilkoviny.

(B) Pro primou expresi prekurzoru rustového hormonu skotu se
vclenéna DNA nejprve oddéli z pBP348 castedénym plsobenim endo-
nukleazy Pst I a ¢isti preparativni elektroforézou na gelu. 15 ug
takto ¢isténé DNA se pak modifikuje tak, Ze se tato DNA uvede
v suspenzi ve vodé, k niZ se prida koncentrovany roztok soli,
takZe vyslednd smés obsahuje 70 mM tris-pufru o pH 8,8, 70 mM
chloridu horec¢natého, 10 mM dithiothreitolu a 13,75 jednotek 74
DNA polymerazy v celkovém objemu 250 pl. Reakéni smés se inkubu-
je nékolik minut pri teploté 37 °C a pak se prida dATP do koncen-
trace 50 mM k ukonceni endonukleolytického natrdveni nasledujici-
ho adeninoveho zbytku. Po 30 sekunddch dalsi inkubace se enzym
inaktivuje teplem pri teploté 65 °C na 5 minut. Postup se jesté
dvakrat opakuje, v prvnim pripadé se uZije dCTP misto dATP
a v dalsim pripadé se uZije ATTP. Ziskand DNA se izoluje vysrazZe-
nim ethanolem. PUsobenim S1 nukledzy se ziskaji poZadovand zakon-
¢ceni podle svrchu uvedené publikace Ullricha A. a dal$ich. Timto
zpUsobem se ziskd& molekula DNA, kterd je ukondena Vv poloze -26.
U téchto molekul dojde k translaci v pripadé, Ze se vcleni do
vektoru pro expresi s mistem vélenéni 3 aZ 11 nukleotidl od mista
pro vazbu ribosomdlniho sledu v jednotce, urcené k expresi.

Vektor pro primou expresi se 2ziskd modifikaci plasmidu
ptrpE30 tak, 2Ze se odstrani nukleotidy 23 az 29 pri pouziti T4
DNA polymerazy a S1 nukledzy svrchu uvedenym zpusobem.

Modifikovana cDNA a modifikovany vektor pro expresi se opat-
¥i specifickym vaznym retézcem, ktery na jednom svém zakondeni
obsahuje sled 5' - CCGGATCCGG -~ 3', a na druhém zakoncéeni obsahu-
je komlementdrni sled pri pouziti DNA ligazy podle svrchu uvedené
publikace Valenzuely. V dusledku toho vznikaji restrikéni mista,
citlivad na endonukledzu Bam HI, tato mista jsou zavedena k usnad-
néni inzerce. V¢lenéni se provadi podle svrchu uvedené publikace
Ullricha A. a dalsich. Hostitelskda bakterie Escherichia coli
HB101, RRI nebo chil776 se transformuje rekombinantnim vektoremn,
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ktery nese vélenénou modifikovanou oblast, ktera je kédem pro
prekurzor rustového hormonu, a transformované kolonie se podrobi
vybéru na odolnost k ampicilinu. Pro dalsi analyzu se vybere
transformovana kolonie, kterd se oznac¢i ptrpE30/bGH.

Bakterialni buriky, transformoané ptrpE30/bGH, se péstuji ve
standardnim minimadlnim prostrfedi M9, které se doplni Leu, Pro,
vitaminem Bl a ampicilinem, pfi teploté 37 °C. V casné fazi log
se trp operon indukuje pridanim kyseliny B-indolylakrylove
v mnozstvi 30 pg/ml. U kontrolnich kultur se indukce neprovadi.
Po dalsich 3 hodinadch rustu se 1,5 ml bunék radioaktivné znaci

pridanim 20 uCi 35g-L-Met a buiky se inkubuji jes$té 10 minut,
naces se oddéli odstredénim a promyji, naceZ se uvedou v suspenzi
ve 250 pl pufru, ktery obsahuje 10 objemovych % glykolu, 5 obje-
movych % pB-merkaptoethanolu a 2,3 % (hmotnostni/objemova %) SDS
v 0,0625 M tris-pufru o pH 6,8. Suspenze se 5 minut vari a pak se
nanese na SDS polyakrylamidovy gel o koncentraci 10 % (hmotnostni
/objemova %) a podrobi se frakcionaci elektroforézou. Pasy bilko-
vin se oznac¢i autoradiograficky. Timto zpusobem je moZno prokazat
pas nové bilkoviny o priblizZné 24 000 daltonu, ktery neni moZno
pozorovat u kultur bez indukce nebo bez transformace.

Prekurzor rustového hormonu skotu se ¢&isti béZnym zpusoben,
napriklad filtraci na gelu, chromatografii na iontoménic¢i, afi-
nitni chromatografii nebo technikami, které vyuzZivaji razné roz-
pustnosti. Prekurzor rustového hormonu je moZno prevést na rusto-
vy hormon nasledujicim zpisobem, ktery byl popsan ve svrchu uve-
dené publikaci Jacksona a dalsich.

(c) Specificky vazny retézec se sledem 5' - CCGGATCCGGATG
- 3' na jednom retézci a s doplnkovym sledem na druhém konci se
navaZe na DNA, ktera je kédem pro rustovy hormon skotu, priprave-
ny podle prikladu 7(A) az (C) a 8(A) az (B). Tato modifikovana
DNA se pak véleni do modifikovaného plasmidu ptrpE30 zpusobemn,
popsanym v prikladu 10(B). Hostitelskd bakterie se transformuje
a péstuje a vysledny rustovy hormon skotu se ¢isti zpUsoben,
popsanym v prikladu 10(B).

Vyndlez byl popsan ve spojeni se specifickym provedenim, je
véak zrejmé, Ze Jsou mozné dalsi modifikace. Je zrejmé, Ze do
oboru vynalezu spadaji také jakékoli variace nebo adaptace uvede-
ného zpusobu v pripadé, Ze bude zachovan princip zpusobu podle
vynalezu a variace se budou tykat pouze znamych nebo béznych
reakcl.
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PATENTOVE NAROKY

Zpusob vyroby vektoru pro prenos, obsahujiciho kdédovou DNA pro
aminokyseliny 2 aZ 191 rUstového hormonu skotu, vy zna -
cujici s e t i m, Ze se prvni DNA, obsahujici kédovy
retézec pro aminokyseliny 2 aZz 191 rUstového hormonu skotu,
uvede do styku s druhou DNA, obsahujici linearizovany plasmid
hostitele, za vzniku vektoru pro prenos, ktery se pak izoluje.

Molekula DNA, obsahujici kdédové retézce pro aminokyseliny 2 a3z
191 rustového hormonu skotu.

Molekula DNA podle naroku 2, obsahujici kédové retézce pro
prekurzor rustového hormonu skotu.

Rekombinantni systém pro expresi kdédové DNA pro aminokyseliny
2 az 191 ruastového hormonu skotu v hostitelské bunce,
vyznacujici s e t i m, Ze obsahuje kdédovou DNA
pro aminokyseliny 2 aZ 191 rustového hormonu skotu, operativné
vazanou na ridici retézce, kompatibilni s hostitelskou burkou.

Rekombinantni systém pro expresi podle ndroku 4, Vv Yy 2z n a-
cujici s e t i m, 2Ze je uloZen v plasmidu.

Rekombinantni systém pro expresi podle ndroku 4, VvV y z n a-
cujici s e t im, 2Ze kédovda DNA pro aminokyseliny
2 az 191 ruUstového hormonu skotu obsahuje kdédové retézce pro
dalsi aminokyseliny a je kdédem pro prekurzor rustového hormonu
skotu.

Rekombinantni systém pro expresi podle naroku 6, VvV y 2z n a-
cujici s e t im 2Ze je uloZen v plasmidu.

Zpusob vyroby bilkoviny, obsahujici aminokyseliny 2 aZz 191
rustového hormonu skotu, vy znac¢ujici s e tim,
?e se péstujl bunky, obsahujici systém, ktery v hostitelské
bunice ovlivnuje expresi kédové DNA pro aminokyseliny 2 aZz 191
rustového hormonu skotu, pricemZz tento systém je tvoren kédo-
vou DNA pro aminokyseliny 2 aZ 191 rustového hormonu skotu,
operativné vazanou na ¥ridici retézce, kompatibilni s burnkou
hostitele, a vznikld bilkovina se 2z kultury izoluje.

Zpusob podle ndroku 8, vyznacujici s e tim,
2e koédova DNA pro aminokyselinu 2 aZz 191 rustového hormonu

skotu obsahuje kédové retézce pro dalsi aminokyseliny a je
kédem pro prekurzor rustového hormonu skotu.

2 vykresy
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