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(54} Zpiisob péstovani mikroorganismu

1

Vynalez se tyk4 zplisobu péstovéni mikro-
organismu, zejména izolace specifického sle-
du nukleotiddl, ktery obsahuje geneticky
informaéni ko6d pro specifickou bilkovinu,
syntézy DNA, kterd obsahuje tento speci-
ficky sled nukleotiddi a pfenosu této DNA
na mikroorganismus, v némZ je moZno tuto
DNA pomnoZit. Vynédlez se déle tyka izola-
ce genu ristového hormonu, &iSténi t&ch-
to latek, jejich pfenosu a jejich mnoZeni v
mikrobidlnim hostiteli a zjisténi jejich vlast-
nosti. Zplisobem podle vyndlezu je moZno
vyrobit celou Fadu novych produkti. Tyto
produkty v sobé zahrnuji i rekombinantni
plasmid, obsahujici specificky sled nukleoti-
dt, odvozeny z vy3§iho organismu a novy
mikroorganismus, ktery obsahuje jako &ast
svého genetického seskupeni specificky sled
nukleotid@, odvozeny od vy38iho organismu.

V priéib8hu piihlasky jsou uZivdny zkrat-
ky, uvedené v ndsledujici tabulce:

DNA — kyselina desoxyribonukleova

RNA — kyselina ribonukleova

cDNA — komplementdrni DNA (enzymatic-
ky syntetizovand ze sledu mRNA)

mRNA — RNA dé&astnici se pfenosu (,,mes-
senger RNA")

tRNA — prenesend RNA (,transfe RNA")

dATP — desoxyadenosintrifosfat
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dGTP — desoxyguanosintrifosfat

dCTP — desoxycytidintrifosfat

A — adenin

T — thymin

G — guanin

C — cytosin

Tris — 2-amino-2-hydroxyethyl-1,3-propan-
diol

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ATP — adenosintrifosfat

TTP — thymidintrifosfat

Biologicky vyznam zdkladni sekvence DNA
spolivd v tom, Ze v ném je uloZena genetic-
ké informace. Je zndmo, Ze sled bazi v DNA
se uZiva jako kod, ktery urluje sled amino-
kyselin ve vSech bilkovindch, které butika
vyrabi. Mimoto se C&ast tohoto sledu uZiva
k regulaénim ucellim, zejména k Fizeni do-
by a mnoZstvi vyroby jednotlivych bilkovin.
Povaha tohoto fizeni je zatim jen cédsteCné
objasnéna. Konetné se uZiva sekvence bdzi
v kaZdém Fetdzci jako zdklad pro obnovova-
ni DNA, jakoZ i pro mnoZeni DNA, které do-
provazi kaZzdé bung&tné déleni.

Zptsob, jimZ se zékladni informace o sle-
du bézi v DNA uZivd k urfeni sledu amino-
kyselin v bilkovindch, je zdkladnim proce-
sem, ktery je v SirSim smyslu univerzaint
pro viechny Zivé organismy. Bylo prokaza-
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no, zZe kazdéd aminokyselina, kterd se na-
chézi v bilkovindch, je uréena jednim nebo
vet8im podtem sled trinukieotidd. Z toho
vyplyvéd, Ze pro kaZdou bilkovinu je moZno
zjistit odpovidajici segment DNA, ktery ob-
sahuje sekvenci tripietli, kterd odpovida sle-
du aminokyselin v dané bilkovin&. Genetic-
ky kdd je zndzornén v ndsledujici tabulce.

Biologicky zplisob pfemény sekvence nuk-
leotidli jako informace do sledu aminokyse-
lin v prvnim stupni 'spodiva v tom, Ze lok4l-
ni segment DNA se sledem, ktery urcuje
strukturu bilkoviny, kterd ma byt vyrobena
se nejprve zméni ve svou kopii pomoci RNA.
RNA je polynukleotid, ktery je podobny DNA
s tim rozdilem, Ze rib6za je nahrazena des-
oxyribhézou a je uZito uracilu misto thymi-
nu. Bdze RNA se mohou dostat do tychZ
vztahil jako v DNA. V dtsledku toho je moZ-
no vytvorit v. RNA komplement ke siedu
nukleotidit DNA. Takto modifikovand RNA
se nazyvd mRNA, protoZe je intermediarnim
¢lankem mezi genetickou soustavou a sou-
stavou pro syntézu bilkovin v bulice.

V buiice se uZivd mRNA v komplexnich
procesech, véetn& enzymit a organel, jejichZ
¢innosti dochézi k syntéze urcitého speci-
fického sledu aminokyselin. Tento zplisob
se nazyva translaci mRNA.

V fadé& pfipadl jsou nutné jeSt& dalsi stup-
ng, jichZ je zapotfebi k pfemé&né& syntetizo-
vaného sledu aminokyselin a funkéni bilko-
viny. Jako pfriklad bude uveden insulin.

Geneticky kod

fenylalanin (Phe) TTK
leucin (Leu) XTY
isoleucin (Ile) ATM
methionin (Met) CATG
valin (Val) CTL
serin (Ser) OPS
prolin [Pro) CCL
threonin (Thr) ACL
alanin (Ala) GCL
tyrosin (Tyr) TAK
terminaéni signil TA]J
terminaéni signél TGA
histidin (His) CAK
glutamin (Gln) CA]
asparagin (Asn) AAK
lysin (Lys]) AAJ
kyselina asparagova (Asp) CAK
kyselina glutamové (Glu) CA]J
cystein (Cys) TGK
tryptofan (Try) TGG
arginin (Arg) WGZ
glycin (Gly) GGL
Kli&:

Kazda skupina t¥{ pismen znamena tri-
nukleotid DNA s 5° na levé strand a 3‘ na
pravé stran&. Jednotlivd pismena znamenaji
purinové nebo pyrimidinové zésady, které
tvofi sled nukleotidd.

ZOR—TLNNOONNISSRKXXHEQQ»

= adenin

== guanin

cytosin

thymin

T nebo C je-1i Y a nebo G
C,je-liYCnebo T

A G Cnebo T, jeliXC
Anebo G, je-liXT

C nebo A, je-li Z A nebo G
= C, je-li ZCnebo T

A, G, Cnebo T, je-li WC
A nebo C, je-li WA

= TC, je-li SA, G, Cnebo T
== AG, je-11 S T nebo C

= A, G, Cnebo T, je-1i QR TC
= T nebo C, je-li QR AG

= A nebo G :

= T nebo C

= A, T, C nebo G

= A,Cnebo T
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Misto pro ptisobeni enzymu Alu I — sled
AG ! CT, specificky Stépeny v misté Sipky
endonukledzou Alu I.

Misto pro plisobeni enzymu Bam HI —
sled G ATCC, specificky St&peny v mis-
té Sipky endonukledzou Bam HI.

Misto pro plisobeni enzymu Bgl I — sled
GCCNNNN ¢ NGGC, specificky StEpeny v
mist& Sipky endonukledzou Bgl I (N zna-
mend jakykoliv nukleotid).

Misto pro plisobeni enzymu Eco RI — sled
G | AATTC, specificky Stépeny v misté Sip-
ky endonukledzou Eco RI.

Misto pro plsobeni endonukledzy Eco RII
— sled | CCAGG nebo | CCTGG, speci-
ficky Stépeny v mist& Sipky endonukledzou
Eco RIL

Misto pro pisobeni endonukledzy Hae II
— sled AGCGC { T nebo AGCGC ¢ C nebo
GGCGC ¢ T nebo GGCGC 1 C, specificky
Stépeny v misté Sipky endonukledzou Hae
II. :

Misto pro ptisobeni endonukledzy Hinc II
— sled GTTAAC nebo GTCAAG nebo GTCGAC,
specificky 3t&peny endonukledzou Hinc II.

Misto pro plisobeni endonukledzy Pst I
— sled CTGCA ¢ G, specificky Stépeny v
misté S§ipky endonukledzou Pst 1.

Misto pro piasobeni endonuklegzy Sal I
— sled G ¢ TCGAC, specificky 3tépeny v
misté S8ipky endonukledzou Sal I.

Misto pro plisobeni endonukledzy Sst I
— sled GAGCT I  C, specificky Stépeny v
misté Sipky endonukledzou Sst I.

Bezprostfednim prekursorem. insulinu je
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polypeptid, nazyvany proinsulin, ktery ob-
sahuje dva insulinové Fetézce A a B, spo-
jené mezi sebou dal3im peptidem C, jak by-
lo popsédno v publikacich Steiner, D. R., Oun-
ningham D., Spigelman L. a Iiten B., Science
157, 697 (1967). V posledni dob& byly podé-
ny zpravy o tom, Ze pofatefnim translaénim
produktem insulinové mRNA neni vlastni
proinsulin, nybrZ preproinsulin, Ktery obsa-
huje jeité vice neZ 20 dalSich aminokyselin
na aminovém konci proinsulinu, jak bylo po-
psdno v publikaci Cahn S. ]., Keim F. a Stei-
ner F. D. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73,
1964 (1976) a v publikaci Lomedico P. T. a
Saunders C. F., Nucl. Acids Res. 3, 381
(1976).

Strukturu molekuly propreinsulinu je moz-
no schematicky znézornit jako

NHz2- {prepeptid )-Fetdzec B-{C-peptid)-Feté-
zec A-COOH.

V builkdch vyS88ich organismil, naptikiad
obratlovcill, je moZno nalézt mnohé bilkovi-
ny, které maji lékarsky vyznam nebo vy-
znam pro vyzkum. Jde napfiklad o hormon
insulin, dalS8i hormony peptidové povahy,
napfiklad rfistovy hormon, bilkoviny, které
plisobi p¥i Fizeni krevniho tlaku a rizné dru-

- hy enzymi s primyslovym, léka¥Fskym nebo
vyzkumnym vyznamem. Je Casto velmi ob-
tizné ziskat tyto bilkoviny v pouZitelnim
mnoZstvi extrakci a organismi, tento pro-
blém je zvladté tiZivy v pripadé lidskych
bilkovin. Je proto nutné nalézt zpisob, kte-
-rym by bylo moZno tyto bilkoviny ziskat
mimo plvodni organismus v dostate¢ném
mnoZstvi.

V nékterych pripadech je moZné ziskat
prislusné bunétné linie, které je pak moZno
udrZovat jako tkdliové kultury. Rdst bunék
ve tkaiiovych Kkulturdch je vSak pomaly,
ristové prostfedi je velmi drahé, podminky
pri péstovani musi byt pfesné zachovany a
vytEZky jsou pomérné nizké. Casto je velmi
obtiZzné udrZet bunéfnou l'nii s Zddanymi
vlastnostmi.

Naproti tomu je moZno snadno péstovat
mikroorganismus, napfiklad bakterie v che-
micky definovanych Zivnych prostiedich.
Fermentaéni zplisoby jsou vysoce propraco-
vané a je moZno je dobfe ridit. Rist orga-
nism@ je rychly a je moZno ziskat vysoké
vytéZzky. Mimoto jsou n&které mikroorganis-
my presné geneticky definovédny a jsou tak
vlastné jednémi z nejlépe definovanych orga-
nismi vibec.

Z téchto divodit je vysoce Z&douci doséh-
nout pfenosu genetického kodu pro bilkovi-
ny s lékarskym vyznamem z organismu, v
némzZ se tato bilkovina b&Zné& produkuje na
pFislusny mikroorganismus. Timto zplsobem
by bylo moZno dosdhnout toho, Ze uvedena
bilkovina by byla produkovana mikroorga-
nismem za Fizenich podminek rastu, takZe
by bylo moZno ji ziskat v Zadaném mnoz-
stvi. Je také moZné timto zplisobem podstat-

né snizit néklady na vyrobu této hilkoviny.
Mimoto by moZnost izolace a pienosu ge-
netického sledu, ktery urcéuje produkei uréi-
té bikoviny na mikroorganismus a dobfe de-
finovanou genetickou strukturu méla velkou
cenu pro vyzkum zplsobu, kterym se ¥idi
syntéza této bilkoviny a pro vyzkum cho-
vani této bilkoviny po syntéze. Mimoto by
bylo moZno izolovany geneticky sled mé&nit
na kod pro rdzné bilkoviny se zm&ndnymi
1é€ebnymi nebo funk&fnimi viastnostmi.

Zptsobem podle vyndlezu je moZno uve-
deného cile dosdahnout. Zplisob podle vyna-
lezu v sob€ zahrnuje celou Fadu reakci, vCet-
né enzymaticky katalyzovanych reakci. Po-
vaha t&chto enzymatickych reakci, pokud je
zndma, je soucasné vZdy popsdna.

Reverzni transkriptdza katalyzuje synté-
zu DNA za pritomnosti modifikované RNA,
oligodesoxynukleotidu a &ty¥ desoxynukleo-
sidtrifosfatu, dATP, dGTP, dCTP a TTP. Re-
akce zalind na nekovalentni vazbé oligo-
desoxynukleotidu, ktery se vdZe na polochu
3° mRNA, naceZ se postupné vazi prisluing
desoxynukleotidy, jak je to stanoveno pii
tvorbé nukleotidového sledu mRNA, a to na
polohu 3' rostouctiho Fetdzce. Vysiednd mo-
lekula obsahuje ptivodni RNA spolu s kom-
piementdrnim DNA, kterd je vdzana jedno-
duchou smytkou DNA. Reverzni iranskripta-
za muZe rovnéZ katalyzovat podobnou re-
akci p¥i pouZiti modifikovang DNA, v tom-
to pripadé je vyslednym produktem slouce-
nina s dvéma fet&zci DNA, které jsou spolu
spojeny smytkou, tvofenou jedinym Tetéz-
cem DNA. Tyto postupy byly popséany v pub-
likaci Aviv H. a Leder R., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 69, 1408 (1972) a Efstratiadis A,
Kafotos, F. C.,, Maxam A. F. a Manistis T,,
Cell 7, 279 (1976).

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, kte-
ré jsou schopny hydrolyzovat fosfodieste-
rové vazby ve dvojitém Fetézci DNA, ¢imZ
dojde k preruSeni kontinuity Fet&zce DNA.
V pripadg, Ze DNA ma formu uzaviené smyc-
ky, méni se tato smy&ka na linedrni struk-
turu. Zakladni vlasinosti enzymu tohoto ty-
pu je skutefnost, Ze k hydrolytickému pfi-
sobeni dochazi pouze v mist&, kde se na-
chéazi specificky sled nukleotidd. Toto mis-
to ma zédkladni vyznam pro plsobeni res-
trikéni endonukledzy. Enzymy tchoto typu
byly izolovany z riiznych zdroji a byly cha-
rakterizovany mistem svého plsobeni v nuk-
kleotidovém Fetézci.

Né&které restrikéni endonukledzy hydro-
lyzuji fosfodiesterové vazby v obou retéz-

. cich v tomtéZ mistg€, jiné enzymy tohoto ty-

pu katalyzuji hydrolyzu vazeb, které jsou
od sebe oddé&leny pouze né&kolika nukleoti-
dy, takZe vznikaji volné ¢asti jednotlivych
FetBzcll, které jsou odS$tépeny od zdkladni
molekuly. Koncové &asti téchto Tetézcl se
mozno vystavit St8peni timto enzymem, mu-
mu, aby byla znovu vybudovana hydrolyzo-
vand DNA. ProtoZe kaZdda DNA, kterou je
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mozno vystavit §t€peni timto enzymem, mu-
si obsahovat misto jeho plisobeni, dochéazi
ke vzniku stejnych koncovych &asti, takZe
timto zplsobem je moZno propojit hetero-
logni Fetézce DNA, které byly uvolnény svr-
chu uvedenym enzymem. Tyto postupy byly
popséany v publikaci Roberts, R. J., Crit. Rev.
Biochem. 4, 123 (1976). Mista, v nichZ uve-
dené enzymy mohou pilisobit se prirozené
vyskytuji pomé&rné vzacné, pouZitelnost téch-
to enzymii vSak byla zvySena chem'ckou
syntézou dvojitého Fetézce oligonukleolidi,
které nesou mista, vhodnd pro plisobeni en-
zymu. Timto zplsobem je moZno spojit té-
méF jakykoli segment DNA s jinym segmen-
tem tak, Ze se prosté navdZe dalSi nukleotid,
v némZ se nachdzi misto vhodné pro pfiso-
beni restrikéni endonukledzy na néktery ko-
nec molekuly a vznikly produkt se pak po-
drobi hydrolyze piisludnou restrikéni endo-
nukledzou, ¢im# vznikaji- odpovidajici za-
konceni, jak bylo popsédno. v publikacich
Heyneker H. L., Shine ]., Goodman [H. R,
Bayer H. W., Rosenberg J., Dickerson R. E.,
Narang S. A., Itakura K., Lin S. a Riggs A.
D., Nature 263, 748 (1976]) a Scheller R..H,,
Dickerson H. E., Boyer H. W., Riggs A. D. a
Itakura K., Science 196, 177 (1977]).
Sl-endonukledza je enzym, ktery vysoce
specificky hydrolyzuje fosfodiesterové vaz-
by v DNA s jednoduchym Fetézcem nebo
jednoduché kli¢ky DNA, kterd jinak ohsahu-
je dva Fet&zce, jak bylo popsdno v publika-
ci Vogt, V. H., Eur. ]. Biochem. 33, 192
(1973). » :
-DNA ligaza je enzym, ktery je schopen
katalyzovat tvorbu fosfodiesterové vazby me-
zi dvéma segmenty DNA s 5' fosfatem a 3°
hydroxylovou skupinou, tak jak se mohou
vytvorit ze dvou fragmenti DNA. Normélni
Tunkci tohoto enzymu je patrné  pripojit
jednoduchy retézec nebo &ast Fetézce v mo-
lekule DNA s dv&ma Fetézci. Za prislusnych
podminek v3ak milZe DNA ligdza katalyzo-
vat spojeni volnych koncil kovalentnim. zpii-
sobem, jak bylo popsdno v publikaci Sgara-
mella V., Van de Sande J. H., a Khorana H.
G., Proc. Hetl. Acad. Sci. USA 67, 1468 (1970).
Alkalicka fosfatdza je enzym, jehoZ obec-
nou schopnosti je hydrolyzovat estery
fosfatu v&etnd 5°-termindiniho fosfatu DNA.
Dal3im stupném, ktery je nutno popsat,
je v€lenéni specifického fragmentu DNA do
vektoru DNA, jako je napfiklad plasmid.
Plasmid je termin, kterym se nazyvad auto-
nomni replika&ni jednotka DNA, tak jak je
ji moZno nalézt v mikrobidlni buiice, odlis-
nd od genomu vlastni hostitelské buiiky.
Plasmid neni geneticky védzdn na chromo-
z6ém hostitelské builky. DNA plasmid exis-
tuje jako kruhovd molekula s dvojitym Te-
tézcem s molekulovou hmotnosti Fddu né-
kolika miliindl, i kdyZ hmotnost nékterych
molekul je vy$8i neZ 108, molekuly tohoto
typu obvykle tvofi pouze maly podil celko-
vé DNA builtky. DNA plasmid je moZno ob-
vykle oddélit od DNA buiiky hostitele, vzhle-

dem k velkému rozdilu ve velikosti moleku-
ly. Plasmidy se mohou mnoZit nezévisle na
rychlosti bunéfného déleni bunék hostite-
le a v nékterych pfipadech je jejich mno-
Zenl moZno Fidit zménami rastovych pod-
minek. PresioZe plasmid existuje ve formé
uzavieného kruhu, je moZno umé'e zavést
do plasmidu segment DNA, takZe se vytvo-
Fi rekombinanta plasmidu s v&t51 molekuloy,
aniZ by byla ovlivn&na rozmnoZovaci schop-
nost plasmidu nebo jind jeho schopnost.
Plasmid proto slouZi jako vhodny vektor
pro pfenos segmentu DMNA do buiiky hosti-
tele. Plasmidy, Kkterych se uZivad pfi tvorbs
rekombinant DNA typicky obsahuji geuy,
které mohou byt vhodné pro selekéni tde-
ly, napfiklad geny na odolnost proi urdi-
tym latkam.

Aby bylo moZno biiZe popsat zplisob po-
dle vynédlezu, bude tento zp{isob znazornén
na izolaci a pFenosu insuiinového genu kry-
sy. Insulin byl zvolen pro svilj velky vy-
znam v klinickém I1ékafstvi a také proto,
Ze jeho metabolismus a struktura jsou v za-
kladnim vyzkumu dobfe propracovéany. Po-
psany postup je pouZitelny i pro izolaci in-
sulinového genu jinych organismi vdetng
¢loveka kaZdym odbornikem. v

Insulin byl poprvé izolovan v roce 1922.
V soufasné dobé& je pouZiti tohoto hormo-
nu pro lé¢hu cukrovky doble znamo. B&Z-
nym zdrojem insulinu je slinivka bfisni sko-
tu a veple, plesto viak vznikd nedostatek
tohoto hormonu, protoZe mnoZstvi lidi, ne-
mocnych cukrovkou na celém sv&t& stoupé.
Mimoto fada téchto nemocnych postupem
Casu vyviji alergické reakce .proti hovézi-
mu a vepfovému insulinu s prisluSnymi ne-
priznivymi dfisledky. Bylo by proto Zadoucl
ziskat v dostateném mnoZstvi lidsky insu-
lin. Vyroba lidského insulinu v bakterial-
nich kulturdch by byla dobrym feSenim to-
hoto problému. Zatim vS8ak byly vSechny po-
kusy o toto péstovdni brzdény skutefnosti,
Ze aZ dosud nebylo moZno vélenit insulino-
vy gen do bakteridlni builky. Zpfisob podle
vynélezu toto vélen&ni umoZiiuje.

MozZnost ziskat DNA se specifickym sle-
dem, ktery je zaroven genetickym koédem
pro specifickou bilkovinu, umoZiiuje modifi-
kovat sled nukleotidu chemicky nebo biolo-
gicky tak, Ze produkovand specifick4 -bilko-
vina je rovnéZz modifikovdna. Timto zpiiso-
bem je napfikiad moZno vyrobit modifiko-
vany insulin pro uréité lékarské ucely. Ge-
netickd schopnost vyrobit jakykoli Fet&zec
aminokyselin, vhodny pro v&len&ni do insu-
linového Fetézce nebo majici zdkladni funké-
ni vlastnosti insulinu miZe byt pfenesena
na mikroorganismus. Podobné podminky je
mozno zajistit i v pFipadé riistového hormo-
nu.

Schopnost pfenést geneticky kéd pro spe-
cifickou bilkovinu, nutnou pro normalni me-
tabolismus uréitého vy33fho organismu na
mikroorganismus, napriklad bakterii, otvi-
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rd mozZnost pé&stovat tuto bilkovinu ve for-
mé b&Zné kultury. Tim je také oteviena moZ-
nost ziskat vét$i mnoZstvi téchto bi:kovin
a postupné je viibec nahradit biikovinami,
produkovanymi mikroorganisiny v kaZdém
piipad&, kdy schopnost vy33iho organismu
k normalni vyrob# téchto bilkovin selhdva.
Timto zplsobem by napiikiad bylo moZno
také vytvorit symbiotické vztahy mezi mik-
roorganismy, modifikovanymi zplisobem po-
dle vynélezu a lidmi s akuinim nebo chro-
nickym onemocn&nim, pfifemZz geneticky
podminény mikroorganismus by mohi byt
implantovidn nebo jinym zplisobem spojen
s lidskym organismem za ucfelem kompen-
zace patologického metabolického stavu ne-
mocného ¢lovEka.

Vyndlez se tedy tykd zplisobu izolace spe-
cifického sledu nukleotidf, ktery obsahuje
genetickou informaci, syntézy DNA se spe-
cifickym sledem nukleotidit a pFenosu té-
to DNA na hostitelsky mikroorganismus.

Predmé&tem vynélezu je tedy zplsob p3sto-
vani mikroorganismu s obsabhem a replika-
ci vektoru pro pfenos DNA se sledem nuk-
leotiddi, ktery je kédem pro insulin tak, Ze
se z bunék extrahuje mRNA, kterd je ko-
dem pro insulin, tato mRNA se &isti, z této
mRNA se syntetizuje ¢cDNA se sledem nuk-
leotidfi, ktery je kédem pro insulin, naceZ
se ¢cDNA uvede v reakci s vektorem pro pie-
nos DNA za vzniku vektoru pro plenos DNA
se sledem nukleotid(, ktery je kdédem pro
insulin, a timto vektorem pro prenos DNA
se transformuje mikroorganismus, vyznacu-
jici se tim, Ze se mRNA extrahuje z bungk,
které obsahuji mRNA, kterd je kédem pro
insulin homogenizaci téchto bunék za pii-
tomnosti inhibitoru ribonukledzy s obsahem
guanidiniumthiokyandtu a g-merkaptoetha-
nolu pfi pH 5,0 aZz 8,0 k zdbran& degrada-
ce mRNA ribonukl!edzou a cDNA se uvede
v reakci s vektorem pro plfenos DNA tak,
e se v prvaim stupni enzymaticky hydro-
lyzuje vektor pro pienos DNA restrikéni en-
donukledzou ze skupiny Hind III nebo Hsul
za vzniku vektoru pro pfenos DNA s reak-
tivnimi konci, schopnymi vzajemného spoje-
ni nebo spojeni s cDNA se sledem nukieo-
tidd, ktery je kidem pro insulin a ve dru-
hém stupni se enzymaticky spoji tento vek-
tor pro prfenos DNA a c¢DNA, majici sied
nukleotidd, ktery je kédem pro insulin pfi
pouZiti DNA-ligdzy za pfitomnosti ATP a
za vzniku vektoru pro pfenos DNA se sle-
dem nukleotidfi, ktery je kédem pro insu-
lin.

P¥ikladem pienosu DNA se specifickym
sledem nukleotidd na bakterie miZe byt
gen krysiho preproinsulinu, gen krysiho
riistového hormonu a gen lidského riistové-
ho hormonu. Je zi'ejmé, Ze zplsob podle vy-
nélezu by bylo moZno prizplisobit pro pfe-
nos jakéhokoli Zadaného sledu DNA z vySs-
§iho organismu, napiikiad obratlovce na ja-
kykoli mikroorganismus. Vy$5i organismus
je v tomto pripadé definovan jako eukaryo-
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ticky organismus s diferencovanymi tkéané-
mi, to znamend, Ze jde napriklad o hmyz,
mékkyse, rostliny, obratlovce, véetnd sav-
cli, jde tedy napfiklad i o skot, vepfe, pri-
maty a ¢lovéka. Mikroorganismem se rozumi
jakykoli mikroskopicky mikroorganismus,
a to prokaryoticky nebo eukaryoticky véetné
bakterii, prvokii, Fas a hub vfetné kvasinek.
P¥i provadéni zpiasobu podle vynalezu se
nejprve izoluje zlepSenym zplsobem vybra-
nd bun&énd populace. NeporuSené mRNA se
z t8chto bundk extrahuje novym zplisobem,
jimZ se soufasné potiali veSkerd aktivita
ribonukledzy. NeporuSend mRNA se ¢isti z
extraktu chromatografii na sloupci a pak
se podrobi plsobeni enzymu reverzni trans-
kriptdzou, kterd plisobi na pritomnosti Ctyf
desoxynukleosidtrifosfatfi, jichZ je zapotfe-
bi k syntéze dopliikového Fetdzce cDNA.
Produkt prvni reakce s pouZitim reverzni
transkriptdzy se pak zpracovava tak, Ze se
selektivng odstrani ribonukleotidova sekven-
ce. Zbyvajici sled desoxynukleotidi, ktery
je komplementarni vzhledem k plivodni
mRNA se inkubuje v prub&hu druhé reakce
za pouZiti reverzni transkriptédzy nebo DNA
polymerdzy za pritomnosti ¢tyf desoxynuk-
leosidtrifosfatu. Vyslednym produktem je
dvojitd struktura cDNA, jejiZz komplemen-
tdrni Fetdzce jsou spolu spojeny na jednom
konci kli¢kou, tvoFenou jedinym TFetdzcem.
Tento produkt se pak uvede v reakci se spe-
cifickou nukledzou, kterd uvedenou Kklitku
odstépi. Vyslednd cDNA s dvojim TFetézcem
se pak nastavi na obou koncich tak, Ze se
navaze specifickd DNA, kterd obsahuje mis-
ta, na nichZ m@Ze phsobit restrikini enzym.
Tato adice se katalyzuje enzymem DNA li-
gézou. Vystedny produkt se pak podrobi pii-
sobeni restrikéni endonukledzy, takZe vzni-
kaji fetézce s volnymi konci, které se mo-
hou navzajem dopliiovat.

P@isobeni téhoZ enzymu se podrobi DNA-
-plasmid, ktery obsahuje mista, vhodna pro
plisobeni téZe restrikéni endonukledzy, tak-
7e dojde k od$tépeni polynukleotidového fe-
t8zce a vznikaji obdobné volné konce, schop-
né vzdjemného navazdni na terminainim
konci 5°,5'-fosfdtové skupiny se odstrani,
aby plasmid nemohl vytvorit prstencovitou
strukturu, kterd by ménila buriku hosiite-
le. Pak se svrchu pfFipravend cDNA a DNA-
-plasmid spolu inkubuji za pfitomnosti DNA-
-ligazy. Za svrchu popsanych reakénich pod-
minek dojde ke tvorb& Zivotaschopnych u-
zavienych kruhdl DNA-piasmidu jenom v tom
pripadg, 7e je pFitomno cDNA s prisludny-
mi volnymi konci. Takto pozmé&nény plas-
mid se pak véleni do vhodné hostiteiské
buriky, kterd pfijala takto pozménény Zivo-
taschopny plasmid, je nuino zjistif tvorbou
kolonii se zménénymi vlastnostmi, napfi-
klad s odolnosti proti urditym chemickym
latkdam. Cisté bakterialni kmeny, kieré ob-
sahuji rekombinantni plasmid se pak pés-
tuji a rekombinantni plasmid se znovu izo-
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luje. Timto postupem je moZno pFipravit
velkd mnoZstvi rekombinantniho plasmidu
a tim i znovu izolovat specificky sled ¢cDNA
Stépenim prislusnym restrikénim enzymem.

Zakladnim zpdsobem podle vyndlezu je
moZno izolovat a pfenést na hostitelsky
mikroorganismus jakykoli Zadany sled nuk-
leotidd, ziskanych z vy38iho organismu véet-
ng¢ clovéka. Zptisob je vhodny pro piencs
genetického kédu pro specifickou bilkovi-
nu s lékarskym nebo primyslovym vyzna-
mem a pro mikrobiologickou syntézu tako-
vé bilkoviny. PFi zndzornéni zplsobu podle
vynéalezu byla popsédna izolace genetického
kédu pro insulin krysy, ktery byl pak pfe-
nesen na bakterie a pomnoZen. Obdobnym
zpisobem byl izolovdn i nukieotidovy sled
pro krysi riistovy hormon a tento sled byl
rovnéZ pfenesen a pomnoZen v bakteriich.
Zpusob podle vyndlezu je moZno aplikovat
i na prenos sledu nukleotidd, izolovaného
z Clovéka, vletn& lidského insulinu, riisto-
vého hormonu a dalich hormont@i polypep-
tidové povahy.

Zpusob podle vynalezu predpoklada zpf-
sob izolace molekuly DNA se specifickym
sledem nukleotidl, pfenos tohoto materia-
lu na mikroorganismus a v diisledku toho
pomnoZeni tohoto sledu nukleotidd v uve-
deném mikroorganismu.

Sled stupiii, které v sobé& zpisob pode
vynédlezu zahrnuje, je moZno popsat ve &ty-
Fech zakladnich skupinach.

1. Izolace Zadané kopulace bunék z vyssiho
organismu

Existuji dva potencidlni zdroje genetické-
ho kodu pro specifickou bilkovinu. Jde o
DNA organismus a mimoto o modifikovanou
RNA tohoto organismu. Podle b&Znych bez-
pefnostnich predpisii, pfijatych National
Institutes of Health, je nutno postupovat
tak, Ze lidské geny jakéhokoli druhu je moZ-
no zpracovat na rekombinantn DNA a pak
pFenést na bakterie pouze v tom piipads,
Ze geny byly piedtim dikladné &i$t&ny na
stanoveném zafrizeni. (Federal Register, sv.
41, €. 131, 7. Cervence 1967, str. 27 902 aZ
27 943.) To znamend, Ze pro jakykoli zpii-
sob, ktery by bylo moZno pouZit k vyrobé
lidskych bilkovin je vhodn&jsi izolovat spe-
cifickou mRNA se sledem nukleotidil, ktery
je genetickym kodem pro Zadanou bilko-
vinu. Tento postup méa tu dal8i vyhodu, Ze
mRNA se snfze Cisti neZ DNA, extrahovana
piimo z buné&k. Zvlasté pak je moZno vy-
hodné& vyuZit skuteénost, Ze u vy$e diferen-
covanych organismti, napf¥iklad obratlovci
je moZno nalézt specifickou populaci bungk
na specifickém misté v organismu, priem?
zdkladni funkci v8ech téchto bunék je pravs
produkce Zadané bilkoviny. MlZe také dojit
k tomu, Ze uvedend populace bundk existu-
je- pouze po prechodnou vyvojovou dobu
organismu. V téchto bunéénych populacich
bude mit i velkd ¢ast mRNA, izolované z
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butiky Zadany sled nukleotidd. Je proto moZ-
né volit vyhodnou bun&¢nou populaci a vy-
hodny zpiéisob izolace z hlediska pod&atedni
¢istoty izolované mRNA.

Ve vétSiné tkéani, Zldz a dalSich orgéani
jsou buriky spojovany obvykle fibrozni siti
pojivové tkédné, kterd zdsadné sestdva z ko-
lagenu, av3ak miiZe obsahovat jeSté dalsi
latky, napriklad bilkoviny, polysacharidy
nebo anorganické latky v zavislosti na dru-
hu tkdné. Izolace bun&k z dané tkang vyZa-
duje techniku, kterd uvolni builky z matri-
ce pojivové tkané. Izolace a C¢iSténi speci-
ficky diferencovandho buné&fného typu tedy
spodiva ve dvou hlavnich stupnich, a to od-
d8leni bungk z pojivové tkan& a oddé&leni
bunék Zddaného typu od dalSich bun&k da-
né tkané. Zplsobem podle vynédlezu je moZ-
no izolovat rdzné druhy bunék z rdznych
druht@ tkdni. Prikladem mliZze byt izolace
Langerhansovych ostriivkil ze slinivky bfis-
ni, kterd je nutnd pro izolaci mRNA pro
insulin.

Buiiky, schopné produkovat insulin, je
moZno ziskat z dalSich zdrojf, napiiklad z
nezralé slinivky b¥isni telete nebo z tkéiio-
vé kultury ndadord téchto bun#k. Izolace
Cistych bunék ostrivkl je v t&chto pfipa-
dech daleko jednodudsi, zvlaiité v piipadé
tkaniové kultury. Nebude tedy vZdy nutno
izolovat buliky pfimo ze slinivky btisni, v
nékterych pripadech je to v8ak vyhodné.

Casto je moZno prokazat, ¥e lze zvysit
podil Zddané mRNA zevnimi vlivy. Napfiklad
pidsobenim hormonu maZe dojit ke zvysené
produkci Zadané mRNA. Dalsi zplsoby jsou
napriklad péstovani pri urdité teplotd, do-
dani urcité Ziviny nebo jiné chemické lat-
ky. PFi izolaci mRNA krysiho riistového hor-
monu bylo moZno podstatné zvysit Zddany
podil mRNA pro ristovy hormon tak, Ze se
na buriky hypofyzy krysy p&stované ve tka-
nové kultufe pfisobilo soufasné hormonem
Stitné Zlazy a glukokortikoidy.

2. Extrakce mRNA

DilleZitym tkolem zpéisobu podle vyndle-
zu je pokud moZno Gpiné odstrandni adin-
nosti ribonukledzy v bunétném extraktu. Je
totiZ nutno extrahovat mRNA s jedinym po-
lynukleotidovym Fetézcem bez dal$itho kom-
plementarniho fetézce. Z tohoto vyplyva, Ze
hydrolytické Stépeni jediné fosfodiesterové
vazby v Fet&zci by zplsobilo nepouzitelnost
celé molekuly pro pfenos neporuseného ge-
netického sledu na mikroorgan'smus. Jak
jiZ bylo uvedeno, enzym ribonukledza je
velmi rozSifeny, ufinny a vyjime¢né staly.
Je moZno jej nanést na k{Zi, beze 3kody
pfeckd béZné postupy, uZivané pii myti né-
dobi a Casto je latkou, ktera znedistuje skla-
dované organické chemické sloudeniny. Ob-
tiZe jsou zvlasté zFejmé v pFipadg, Ze jde o
extrakt bun&k ze slinivky bPigni, protoZe
tato Zlaza je zdrojem trdvicich enzymi a
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je proto na ribonukledzu bohatd. Problém
tohoto enzymu je v3ak spojen se v3emi tka-
némi, a proto je také na v3echny tkéné apli-
kovatelny zpfisob odstranéni dfinnosti ri-
bonukledzy podle vynélezu. Vyjimelnéd -
éinnost tohoto zptisobu bude znédzornéna na
GspéSné izolaci neporuSené mRNA bunék
Langerhansovych ostrivki.

P¥i zplisobu podle vyndlezu se uZiva v
pribs&hu rozrusSeni bunék a v prib&hu viech
postup(, - Zddanych k izolaci RNA, prosté
bilkovin kombinace chaotropického anion-
tu, chaotropického kationtu a {inidla, které
rozruiuje disulfidické vazby. Uginnost sou-
¢asného pihsobeni v3ech svrchu uvedenych
¢inidel byla prokazéana pfi jejich pouZitl k
izolaci neporu$ené mRNA v dobrém vytdZ-
ku z izolovanych buné&k krysich Langerhan-
sovych ostrivki.

Volba vhodnych chaotropickych iontl je
zaloZena na jejich rozpustnosti ve vodném
prostfedi a na jejich dostupnosti. Vhodny-
mi chaotropickymi kationty jsou naptiklad
ionty guanidinové, karbamoylguanidinové,
guanylguanidinové, lithné apod. Vhodnymi
chaotropickymi anionty jsou napiiklad ani-
ont jodidovy, chloristanovy, thokyandtovy,
diodosalicylatovy apod. Relativni uinnost
soli, tvofenych kombinaci uvedenych kation-
td a aniontl se stanovi ¢astetn& jejich roz-
pustnosti. Napriklad diodsalicylat lithny je
G€inn&jSi neZ guanidinium‘hiokyanét, jeho
rozpustnost je v3ak pouze 0,1 N a mimoto
je pomé&rn& drahy. Guanidiniumthiokyanat
je vyhodnou kombinaci kationtu a anionty,
protoZe je snadno dostupny a vysoce roz-
pustny ve vodnych prostfedich do koncen-
trace 5 M.

Je zndmo, Ze thiolové sloufeniny, napfi-
klad p-merkaptoethanol rozruduji intramo-
lekuldrni disulfidové vazby v bilkovindch
podvojnou zdménou. je zndmo, Ze v tomto
smyslu je G¢innd celd Fada thiolovych slou-
¢enin, napiiklad g-merkaptoethanol, dithio-
treitol, cystein, propanoldimerkaptan apod.
Latky musi byt rozpustné ve vodé&, protoZe
je nutno je uZit ve velkém p¥ebytku vzhle-
dem k poétu intramolekuldrnich disulfido-
vych vazeb, aby bylo moZno dovrsit podvoj-
nou zdmeénu. Nejvyhodn8jsi latkou v tom-
to smyslu je g-merkaptoethanol, protoZe je
snadno dostupny a pomérné velmi levny.

Pfi inhibici ribonukledzy v prib&hu ex-
trakce RNA z bunék nebo tkdni je ufinost
dané chaotropické soli pfimo zdvisla na je-
ji koncentraci. Nejvyhodné&jSi koncentrace
je proto soufasné nejvySSi pouZitelnd kon-
centrace. Uspéch zpfisobu podle vynélezu pii
uchovédni neporuSené mRNA v priib&hu ex-
trakce zéavisi na rychlosti, s niZ se podafi
denaturovat ribonukledzu a mimoto na stup-
ni této denaturace. To je patrné pfi¢inou
vyhodnosti pouZiti guanidiniumthiokyanatu
ve srovndni s hydrochloridem, pfestoZe ji-
nak je hydrochlorid jen o mélo méné ucin-
ny jako denaturadni &inidlo. Uginnost dena-
turaéniho €inidla se definuje jako prahova
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koncentrace, jiZ je nutno dosdhnout k up'-
né denaturaci bikoviny. Na druhé strang
z4visi stupen denaturace celé Fady bilko-
vin na koncentraci denaturadniho ¢inidla,
kterou je n&kdy nutno zvysit 5 aZ 10krat.
Tyto vztahy byly popsdny v publikaci Tan-
ford C. A., Adv. Prot. Chem. 23, 121 (1968).
Kvalitativng tedy tento vztah uvdadi, Ze de-
naturacni ¢inidlo, které je jen o malo ulin-
n&jsi nez guanidiniumhydrochlorid miiZe de-
naturovat bikovinu né&kolikrdat rychleji pfi
téZe koncentraci. Vztahy mezi kinetikou de-
naturace ribonukledzy a uchovani mRNA v
priibéhu extrakce z bungk dosud nebyly po-
zndny ani vyuZity. V pfipadé, Ze jsou svr-
chu uvedené vztahy sprdvné, znamendg to,
Ze vyhodnym denaturacnim prostfedkem je
prostfedek s nizkou prahovou konceniraci
a vysokou rozpustinosti ve vodé. Z tohoto
divodu je vyhodnéjsi guanidiniumthiokya-
nat neZ diodsalicylat lithny, prestoZe dru-
hd z téchto latek je daleko ufinné&jsim de-
naturaénim ¢inidlem, a to z toho  dfivoduy,
Ze rozpustnost guanidiniumthiokvandtu je
daleko vyS$8i a proto je moZno tuto latku u-
Zit v koncentraci, ktera dovoluje rychlejsi
inaktivaci ribonukledzy. Svrchu uvedeni ana-
Iyza Géinku jednotlivych €inidel rovnéZ po-
skytuje odpovéd na to, prof je vyhodngjsi
guanidiniumthiokyandt neZ pomérné stejné
rozpustny hydrochlorid, dfivod spo&ivd v
tom, Ze prvni z t&chto liatek je o néco sil-
ngjsim denaturatnim Cinid.em.

Cinidlo, které rozruSuje disulfidové vazby,

"se uZiva ve smeési s denaturaénim cinidlem

proto, Ze ma potenciujici G&inek na dena-
turaci ribonukledzy. Thiolové sloucenina bra-
ni tomu, aby doSlo k rychié denaturaci, k
niZ miZe dojit v pfipadé&, Ze intramolekuldr-
ni disulfidové vazby zlstanou neporuseny.
Mimoto se dosahuje toho, Ze jakdkoli daisi
ribonukiedza, zbyvajici v izolovaném RNA
by zlistala nedd¢innd i v nepFitomnosti de-
naturaéniho ¢inidla. Thiolové slouceniny,
rozrusujici disulfidové vazby jsou uinné v
jakékoli koncentraci, i kdyZ je vyhodn&jsi
uZit velky pfebytek thiolovych skupin vzhle-
dem k intramolekuldrnim disulfidovym vaz-
bdm, aby bylo moZno zajistit asp&Sny pri-
b8h reakce ve smysiu intramolexularniho
Stépeni. Na druhé strané je nutno uvaZit,
7e Fada thiolovych sloufenin mé nepflijem-
ny zdpach, zejména ve vySSich koncentra-
cich, takZe vlastn& z praktického hlediska
existuje horni moZné hranice jejich koncen-
trace. Pfi pouZiti p-merkaptoethanolu jako
a6inné koncentrace v rozmezi 0,05 aZ 1,0 M,
optimélni koncentrace je pro izolaci nepo-
ruSené RNA z krysi slinivky b¥iSni 0,2 M.

Prostfedi, v némZ se provadi extrakce
mRNA z bunék méa mit pH v rozmezi 5,0 aZ
8,0. ,

Po rozruSeni bungk se RNA oddé&li od
DNA a ostatnich buné&&nych bilkovin. K to-
muto tdelu byla vyvinuta ada zptsobi, kte-
ré jsou vSechny pouZitelné a v literature
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popsédny. BéZnym zplisobem je srdZeni etha-
nolem, pfi ném?Z se selektivné vysrdZi RNA.
Vyhodnym zplisobem pro pouZiti pfi prova-
déni zplsobu podle vyndlezu je vynechat
srdZecl stupeii a navrstvit homogendt p¥imo
na roztok 5,7 M chloridu cesného ve zku-
mavce odstfedivky a néslednym odsti‘eds-
nim zphsobem, popsanym v publikaci Gli-
sin, V., Crkvenjakov R., a Byus C., Bioche-
mistry 13, 2633 (1974). Tento zplisob je nej-
vyhodnéj$i, protoZe se trvale. udrZuje pro-
stiedi, nepfiznivé pro ribonukledzu a je te-
dy moZno ziskat RNA o vysokém vytéZku,
prostou DNA a bilkovin.

Svrchu uvedenym zplisobem je moZno zis-
kat €iSténou RNA z bun&fného homogendtu.
Pouze ¢ast této RNA je Zaddand mRNA. Aby
bylo moZno déale &istit Zddany podil, vyuZije
se s vyhodou skute&nosti, Ze v buitkdch vys-
§ich organismfi je mRNA po :svém  vzniku
déle pomnoZovéna buiikou navéazdnim poly-
adenylové kyseliny. Tento. podil mRNA, kte-
ry obsahuje sled kyselmy polyadenylove je
moZno selektivng izolovat - chromatografn na
sloupei celuluzy, na niZz.je navdzan- oligo-
thymidylat zpiisobem, popsanym v- publika-
ci Aviv H. a Leder P., tak jak- byla svrchu
uvedena. Svrchu . uvedene postupy dostacu-
ji pro Zlokdl’ll diste, neporusene mRNA ze
téni Lohoto podﬂu a da131 posiupy Ln vit-
ro je moZno provadét v podstaté stejné pro
jakykoliv typ mRNA. bez ohledu.na zdroj. -

Za urcitych okolnosti, napfiklad- v. p¥ipa-
d&, Ze zdrojem mRNA je tkaiovd kuitura,
miZe byt znedidtdni ribonukledzou tak niz-
ké, Ze neni nutné uZit svrchu.uvedeny. zpﬁ-
sob- inhibice ribonukledzy. V t&chto prlpa-
dech stati b&Zné metody,- uZivané  pro. sni-
zenl aktivity mbonukleazy

3. Tvorba CDNA

Na obr. 1 je schematicky zndzorné&n -po-
stup, ktery se tykd zbyvajicich: stupiii zpi-
sobu podle vyndiezu. Prvnim - stupndm :je
tvorba sledu komplementdrni DNA k ¢isténi
mRNA. Enzymem, ktery se pro tuto reakci
uZivd, je obvykle reverzni transkriptdza,
pfestoZe v zdsadé je moZno uZit jakéhoko-
li enzymu, kterym je moZno vytvorit kom-
plementdrni Fetézec DNA pfi pouZiti mRNA
jako podkladu. Reakci je moZno- provadét
za podminek, popsanych ve zndmé litera-
tufe, prifemZ jako zédkladu se uZije mRNA
a smési &tyl desoxynukleosidtrifosfdtii jako
prekursoru Fetézce DNA. Je vyhodné, uZi-
je-li se jeden z desoxynukleosidtrifostatli ve
forms&, znatené 32P v poloze «, aby bylo moZ-
no sledovat prtibéh reakce a vas izolovat
produkt po oddé&ieni balastnich l4tek, napii-
klad chromatografii nebo elektroforézou.
Znadeni radioaktivnim fosforem je vyhodné
také pro kvantitativni stanoveni vytézku,
jak bylo popséno i ve svrchu uvedené pub-
likaci Efstratiadis A., a dalsi.

Jak je dadle uvedeno v obr. 1, je produk-
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tem reakce s pouZitim reverzni transkripté-
zy struktura s dvojim fetézcem tvaru vldsen-
ky, a nekovalentni vazbou mezi Fetézcem
RNA a Fet&zcem DNA.

Produkt reakce s pouZitim reverzni trans-
kriptdzy se odstrani z reakéni smési b8Znym
zptisobem. Bylo zjist&no, Ze je vyhodné uZit
kombinaci extraktu fenoiem, chromatogra-
fie na Sephadexu G-100 ({Pharmacia Inc.,
Uppsala, Svédsko) a sraZeni ethanolem.

Jakmile dojde k enzymatické syntéze
cDNA, je moZno odstranit zdkladni RNA.
V. literatufe je zndma celd fada zplsobid pro
selektivni degradaci HNA za. pFitomnosti
DNA. Vyhodnym zpésobem je alkalicka hyd-
rolyza, kterd je vysoce selektivni a je moZ-
no ji snadno ridit tpravou pH.

Po alkalické hydrolyze s néslednou ne-
utralizaci je poptipad& moZno koncentrovat
c¢DNA, znadenou %P vysrdZenim ethanolem.

Synteza cDNA' s dvojim - Fet8zcem tvaru
_vlésenky se -dovrSi pouZitim pFisluSného -en-
zymu, napiiklad DNA polymerdzy nebo re-
verzni transkriptdzy. UZije se reakénich pod-

minek které jsou obdobné -svrchu. popsa-

nym :podminkdm véetnd pouZiti nukleomd—
trifosfatu, znateného v poloze o radioaktiv-
nim - fosforem Reverzni transkriptdzu -je
moZno ziskat z celé Fady -zdroji.  Vhodnym
a béZnym zdrojem je virus ptaci myeloblas-
tézy.  Tento virus je moZno ziskat od Dr: D.
]. Beard; Life Sciences Incorporated, St. Pe-
tersburg, Florida, kde se produkuje -tento
virus ve spolupram S Natmnal Institufes of
Health.

‘Po -tvorbé .cDNA se stluktulou vmsenky
mbZe byt Zadouci ziskat z reakéni  smé&si
gisténou DNA. Jak jiZ bylo svrchu uvedene,
je -vyhodné- uZit extrakci fenolem; chroma-
tografu na- sloupei Sephadexu G-100 -a -sré-
Zeni ethanolem, &im¥ je moZno ziskat &is-
ténou DNA prostou znecxsku]lclch bllkovm

- Strukturu - tvaru vldsenky je moZno- pre-

_vest na b8&Znoeu strukturu DNA s dvojitym

fetézcem odstrandnim jednoduché. smyéky,
ktera spojuje oba konce komplementérnich
Fet&zcl. K tomuto teiu je moZno - uZit- ce-
lou fadu.enzymi, které jsou schopné hyd-
rolyticky od3tépit jednoduché Fetézce DNA.
Vhodnym enzymem tohoto pouZiti je Sl nuk-
ledza, izolovand z Aspergillus oryzae. Ten-
to enzym je moZno ziskat od Miles, Research
Products, Elkhart, Indiana. Plisobenim Sl
nukledzy na DNA strukturu tvaru vlisenky
se ve vysokém vytéZku ziskd molekula
cDNA s odpovidajicim zakonéenim. Po  ex-
trakci chromatografii a svrchu popsaném
srdZeni ethanolem se ziské ¢iStény produkt.
PouZiti reverzni transkriptdzy a Sl nukleé-
zy pri syntéze cDNA s dvojim Fetézcem ja-
ko struktury, odpovidajici mRNA bylo po-
psédno ve svrchu uvedené publikaci Efstra-
tiadise a dal3ich.

Je-li to Zadouci, miZe byt zv§Sen podil
molekuly cDNA s odpovidajicimi konci po-
uZitim DNA-polymerdzy 1 z E. coli za pfi-
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tomnosti €ty¥  desoxypukleosidirifosiati.
Kombinace exonukledzového a polymerazo-
vého Géinku tohoto enzymu ma za nédsledek,
%e se odstrani volnd zakondeni 3°.a vznikne
vazba na vSech zakon&enich 5. Tim se za-
jisti maximéalni Géast molekuly cDNA v na-
slednych vazebnych reakcich.

Dalsi stupeil zplsobu podle vynédlezu spo-
¢iva v tom, Ze se na zakondeni takto ziska-
né cDNA plsobi tak, aby bylo moZno ziskat
sledy, které obsahuji misto vhodného uG&in-
ku restrikéni endonukledzy. Volba fragmen-
tu DNA, ktery se vaZe na uvedend zakonée-
ni, zavisi na reakénich moZnostech. Sled,
ktery se méd na tato zakonfeni navazat, se
voli podle zvolené restrikéni endonuklea-
zy a volba tohoto enzymu déle zgvisi na vol-
b8 DNA-vektoru, ktery je urfen pro rekom-
binaci ¢cDNA. Zvoleny plasmid by mél obsa-
hovat alespoii jedno misto, v némZ miiZe
plisobit restrik&ni endonukledza. Napfiiklad
plasmid pMBS obsahuje jedno misto, v némZ
miiZe plsobit restrikéni enzym Hind IIL
Hind III se izoluje z Hemophilus influenzae
a Cisti se zplisobem, popsanym v publikaci
Smith H. C., a Wilcox K. W.,, ]. Mol. Biol. 51,
379 (1970). Obdobny enzym Hae III z He-
mophilus aegypticus se &isti zpdsobem, po-
psanym v publikaci Middleton ]. H., Edgell
M. H., a Hutchison III, C. A., J. Virol. 10, 42
(1972). Enzym z Hemophilus suia, oznadeny
Hsu I, katalyzuje specificky hydrolyzou na
tomtéZ mist& jako Hind III. Tyto dva enzy-
my je tedy, pokud jde o funkci, moZno za-
ménit.

Je vyhodné uZit chemicky syntetizovany
dekanukleotid s dvojitym Fetdzcem, ktery
obsahuje misto, v némZ miiZe plsobit Hind
111 a tento Fet&zec navéazat na konce cDNA.
Dekanukleotid s dvojim Fet8zcem ma sled,
ktery je znédzornén na obr. 1 a byl popsan
v publikaci Heyneker H. L. a dal8i s Schel-
ler R. H. a dal8i. K dispozici je celd rada
podobnych sled@, které obsahuji misto, v
ndmZ miZe restrikéni enzym pusobit, takZe
je moZno obsadit zakon&eni dvojitého Fetéz-
ce DNA tak, aby vyslednd ldtka byla citliva
na jakoukoli zvolenou restrikéni endonuk-
ledzu.

Navéazéani svrchu uvedenych sledl s mis-
ty, citlivgymi na restrikéni endonukledazu na
konce cDNA, mfiZe byt provedeno jakymkoli
zndmym zpisobem. Velmi vyhodnym zptiso-
bem je metoda, katalyzovand DNA-ligazou,
¢iSténou zplisobem, popsanym v publikaci
Panet A. a dal3i Biochemistry 12, 5045
{1973). Vazebnd reakce byla popsana ve
svrchu uvedené publikaci Sgaramellové. Pro-
dukt této reakce mezi cDNA a velkym mo-
larnfm pirebytkem dekanukleotidu s dvoji-
tym fetdzcem s obsahem mist, vhodnych pro
plisobeni restrikéni endonukledzy Hind III
je cDNA s uvedenymi Fetdzci na kaZdém
konci. V pFipadg, Ze se na tento reakéni pro-
dukt pasobi enzymem Hind III, dojde ke $t&-
peni na svrchu uvedenych mistech za tvorby
jednoduchého fFetdzce se zakondenimi 5,
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kterd se mohou navzdjem dopliiovat, jak je
zfejmé z obr. 1.

4, Tvorba vektoru pro pfenos rekombinanty
DNA

V zédsadé je moZno uZit velké mnoZstvi
DNA z vird a plasmidfi k tvorb& rekombi-
nant s cDNA, pfipravené popsanym zpfiso-
bem. Zasadni poZadavky spolivaji v tom,
aby zvoleny vektor pro pfenos DNA bylo
moZno vélenit do butiky hostitele, aby jej
bylo moZno v této burice pomnoZit a aby
tento vektor obsahoval genetickou determi-
nantu, s jejiZ pomoci by bylo moZno oddé&tit
ty builky hostitele, které vektor obsahuji. Z
bezpetnostniho hlediska je nutno omezit
volbu t&chto vektord tak, aby vektory odpo-
vidaly poZadavkim National Institutes of
Health (NIH). Seznam povolenych vektord
pro prenos DNA se stdle rozSifuje s obje-
mem novych vektord a podléhd schvdleni
instituce NIH Recombinant DNA Safety Com-
mittes, pliemZ vynédlez predpoklidd moiné
pouZiti jakychkoli DNA virového nebo plas-
midového piivodu s potfebnymi schopnostmi
vietné téch, které budou NIH teprve pozdé-
ji povoleny. Vhodné vektory, které jiZ povo-
leny jsou, zahrnuji v sobé& celou fadu deri-
vatd bakteriofdgu lambda (Blattner, F. R,,
Williams B. G., Blechl A. E., Denniston-Thom-
pson, K., Faber H. E. Furlong L. A, Grun-
wald L. ]., Kiefer D. O., Hoore D. D., Schomm,
J. W., Sheldon E. L. a Smithies 0., Science
196, 161 /1977/) a derivaty plasmidu col El,
popsané napiiklad v publikaci Rodriguez
R. L., Bolivar S.,, Goodman H. M., Boyer H.
W. a Betlach M. N. INC-UCLA Symposium
on Molecular Mechanisms In The Control
of Gene Expression, D. P. Nierlich, W. J.
Rutter, C. F. Fox, Eds, (Academic Press, NY,
1976), str. 471 aZ 477. Plasmidy, odvozené
od col El jsou pomérné& malé, jejich mole-
kularni hmotnost je fddu nékolika miliond
a maji tu vlastnost, Ze poCet kopii DNA plas-
midu v jediné hostitelské buiice je moZno
zvy§it z béZnych 20 aZ 40 na 1000 i vice tak,
7e se na hostitelskou butiku ptlisobi chlor-
amfenikolem. Schopnost zvySit mnoZstvi ge-
nu v hostitelské buiice umoZiuje za urci-
tych podminek pfinutit hostitelskou buiiku
k vyrobé priméarnich bilkovin, jejichZ kody
jsou neseny geny, obsaZenymi v plasmidu.
Tyto derivaty col El jsou proto vyhodnymi
vektory pro pouZiti p¥i provadéni zpisobu
podle vynélezu. Vhodné derivéty col El jsou
napiiklad plasmidy pMB9, nesouci gen pro
odolnost proti tetracyklinu a plasmidy pBR-
-313, pBR-315, pBR-316, pBR-317 a pBR-322,
které obsahuji kromé& genu pro resistenci

.proti tetracyklinu je$t& gen pro resistenci

proti ampicilinu. P¥itomnost gend pro odol-
nost proti t&mto latkdm je vyhodnou vlast-
nosti pro rozeznani bungk, které byly Gspés-
né infikovdny plasmidem, protoZe Kkolonie
takov§ch bun&k porostou i za pritomnosti
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uvedené l4atky, kdeZto buiiky, které plasmid
neobsahuji, zahynou. Ve svrchu popsanych
pokusech i v dale uvedenych pfikladech byl
uZit plasmid, odvozeny od col El, ktery ob-
sahoval kromé& genu pro odolnost proti uréi-
té latce také misto pro plisobeni enzymu
Hind III.

Stejn€ jako je tomu pri volb& plasmidu,
je moZno volit hostitelskou buiiku z pomér-
né Siroké §kdaly moZnosti, toto mnoZstvi viak
bylo nutno ziZit z bezpefnostnich divoda.

Plasmid pBR322 byl podobné .popsédn v
publikaci Bolivar F. a dalsi, Gene, 2, 95
(1977}, kde se popisuje syntéza i vlastnosti
tohoto plasmidu. Plasmid pBR322 mé& mole-
kuldrni hmotnost 2,7 X 108 daltont {kon-
trolovédno, Bolivar F., Gene, 4, 121 /1978/) a
nese gen pro odolnost proti-ampicilinu (Ap®)
a gen pro odolnost proti tetracyklinu {TcR?].
Nese jediné misto pro phsobeni restriként
endonukledzy Pst I v genu Ap®. Nese jediné
misto pro pusobeni endonukledzy Hind III,
Sal I a Bam HI v oblasti genu Tc® Kromé
toho nese plasmid pBR322 jediné misto pro
plisobeni enzymu Eco RI, dvé mista pro pii-
sobeni Hinc II, pét mist pro pisobeni Eco
RII, tFi mista pro plsobeni Bgl I, dvandct
mist pro piisobeni Alu I, dvandct mist pro
plsobeni Hae Il a sedmndct mist pro piiso-
beni Hae III. Podrobny popis téchto mist v
plasmidu pBR322 je uveden na strand 103
prvni citace. V pfipadg, Ze dojde ke Stdpe-
ni plasmidu pBR322, dojde ke ztraté genu
Ap®, do mista pro plisobeni restrikéni endo-
nukledzy Pst I je pak moZno vélenit DNA.
Obdobné v piipad&, Ze plasmid pBR322 je
Stépen restrik&ni endonukledzou Hind III
nebo Sal I nebo Bam HI s v&len&nim DNA,
dojde ke ztraté genu TcR. V pFipadg, Ze se
do mista pro pflisobeni Pst I v&leni DNA, je
moZno najit rekombinantni molekuly pfi se-
lekci na kolonie, které jsou senzitivni na
ampicilin (Ap®) a maji TcR. Obdobné v p¥i-
padg, Ze se véleni DNA do mista pro ptiso-
beni Hind III, Sal I nebo Bam HI, je moZno
nalézt rekombinantni molekuly pfi selek-
ci kolonif, které jsou Ap® a TcS. Vektor, kte-
ry obsahuje cizorodou DNA, vélen&nou na
kterékoliv z uvedenych &tyF mist, je moZno
charakterizovat vzhledem k odolnosti proti
antibiotikim jako ApSTcR nebo Ap®TcS. Vek-
tor je moZno ddle charakterizovat odstran&-
nim vélenéné DNA a stanovenim molekulo-
vé hmotnosti obou produktdi pfi srovnani
s molekulovou hmotnosti v§chozich materi-
Id. Dal8i charakterizaci je moZno provést
sestrojenim Uplné mapy mist pro plsobeni
restrikénich endonukledz v tomto vektoru.
Je také moZno stanovit sled vélendné DNA.

Rovn&Z plasmid pBR313 byl. podrobng
popsdn. Syntéza a vlastnosti tohoto plasmi-
du byly popsdny v publikaci Bolivar F., a
dalsi, Gene 2, 75 (1977). Plasmid pBR313 m4
molekuldrni hmotnost 5,8 X 106 daltond a
obsahuje gen pro odelnost proti ampicili-
nu. (Ap®) a gen pro odolnost proti tetracyk-
linu (Tc®). Tento plasmid obsahuje jediné

misto pro plsobeni restrikéni endonukledzy
Hind III, Sal I a Bam HI v oblasti genu TcX.
Byla provedena tplnd analyza plasmidu pBR-
313 a byla sestrojena mapa mist pro piliso-
beni restrikénich endonukledz, tato mapa
je uvedena na strané -84 svrchu uvedeng
publikace. P¥i v&len&ni cizorodé DNA do
kteréhokoliv mista pro plsoheni Hind '11],
Sal -1 nebo Bam HI dochazi ke ztraté TcX.
Je tedy moZno nalézt rekombinantni mole-
kuly pfi selekci kmendl s Ap® a TeS. Vektor
je moZno charakterizovat odolnosti proti
antibiotikim, sledem DNA s molekuldrni
hmotnosti. ,

Tfetim plasmidem, ktery byl podrobn& po-
psén, je pMBS. Tento plasmid je moZno pfi-
pravit podle publikace Rodriguez, R. L. a
dal8i, tak jak bylo svrchu uvedeno a Boli-
var F. a dalSi, Gene, 2, 75 (1977). Plasmid
pMB9 mé molekuldrni hmotnost-3,5 X 108
daltont a obsahuje gen pro odolnost proti
tetracyklinu Tc®. M4 jediné misto pro piiso-
beni kaZdé z endonukledz Eco RI, Hind III,
Sal I nebo Bom HI. Misto pro plisobeni po-
slednich tFi endonukledz se nachézi v ge-
nu TcR. V p¥ipads, Ze se véleni cizorodi
DNA do mista pro pisobeni Hind III, Sal-I
nebo Bam HI, dochiazi ke ztratd Tc®. .

Vektor s obsahem cizorodé DNA v jednom
z téchto mist je moZno charakterizovat tou-
to vlastnosti. Tento vektor je dale moZno
charakterizovat analyzou sledu. DNA véle-
néné ¢asti, srovndnim molekuldrni hmot-
nosti a analyzou mist pro pflisobeni endo-
nukleéaz. C

Piasmid pSC101 byl rovnéZ podrobn& po-
psédn. V publikaci Cohen S. H. a dalsi Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 78, 1293 (1973} se po-
pisuje syntéza a vlastnosti tohoto plasmidu.
Dal8i vlastnosti plasmidu je moZno  nalézt
v publikacich Cohen, S. N., a dalsi, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 70, 3240 (1973], Boyer
H. W. a dalsi, Recombinant Molecules, Beers,
R. F. a Basset, E. G., Eds, Raven Press, New
York na str. 13 (1977) a Cohen S. N. a dalsi,
Recombinant Molecules, na str. 91. Plasmid
pSC101 mé molekuldrni hmotnost 5,8 X 108
daltonu a obsahuje gen pro odoinost proti
tetracyklinu Tc®. V oblasti tohoto genu ob-
sahuje jediné misto pro plisobeni kazdé =z
endonukledz Hind III, Sal I a Bam HI. Kro-
mé toho obsahuje jediné misto pro plischent
Eco RI, jedno misto pro pésobeni Hpa ‘I,
jedno misto pro pésobeni Sma I a &tyii mis-
ta pro ptsobeni Hinc II. V pFipadg, Ze ten-
to plasmid se 3té€pi enzymem H'nd III, do-
chézi ke ztraté Tc®. TotéZ plati pro 3tdpeni
v misté Sal I nebo Bam HI, pii v&len&ni DNA
do nékterého z t&chto mist je moZno nalézt
pFi selekci rekombinantni molekuly. Vektor
s obsahem cizorodé DNA v né&kterém z t&ch-
to mist je moZno charakterizovat ztratou
odolnosti proti antibiotiku. Vektor je moz-
no déale charakterizovat (a) odstranénim
vCilenéné DNA a stanovenim a srovnanim
molekuldrni hmotnosti, (b) sestrojenim ma-
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py mist pro piisobeni endonukledz a (c] sta-
novenim sledu vélenéné DNA.

Fagy pro vektory obsahuji napfiklad de-
rivaty fdgu lambda, ktery se nazyvéd Cha-
ron, zejména Charon 3A, Charon 4A a Cha-
ron 16A. Tyto fagy byly podrobn& popsany.
Blatner a dal3i ve svrchu uvedené publika-
ci popisuji syntézu a vlastnosti t&chto faga.
Tyto fagy byly také zmapovany vCetné mist
pro plisobeni endonukledz, jak je uvedeno
na strand 161 svrchu uvedené publikace.
Genotyp kaZdého fagu je uveden na strané
164 soudasné s vysledkem Stépeni v rliznych
mistech. Napfiklad pii v&lenéni cizorodé
DNA do mista pro piéisobeni Eco RI ve fagu
Charon 16A zpisobi zirdtu genu lac5. Rast
rekombinantniho fagu na bakteriich lac~
mé za nasledek tvorbu bezbarvych kolonii.
To znamend, e vektor s obsahem cizorodé
DNA v pfisludném misté je moZno charakte-
rizovat genetickymi viastnostmi, napfiklad
bezbarvymi ‘skvrnami na bakteriich lac™.
Vektor je moZno dale charakterizovat od-
stran&nim vtlendné DNA a stanovenim mo-
lekulové hmotnosti obou produktlt za sou-
tasného srovnani s molekulovou hmotnost{
vychozich produktli. Dalsi charakterizaci je

moZno provést sestrojenim mapy mist pro

piisobeni endonukledz ve vektoru. Je také
moZno zjistit sled v€lenéné DNA.

Stejn& dobie byl popsdn gtWES. B, derivat
bakteriofdgu lambda. Syntéza a zakladni
vlastnosti tohoto fagu byly popsdny v pub-
likaci Tremeier D. a da$i, Nature 263, 526
(1976). Daldi vlastnosti tohoto fagu byly
popsany v publikaci Leder P. a dalsi, Scien-
ce, 198, 175 (1977). Genotyp tohoto fdgu byl
identifikovdn v obou publikacich. Druhé z
publikaci také identifikuje uloZeni obou mist
pro pisobeni restrikénich endonukiedz Eco
RI a Sst I. Tento fag obsahuje &tyFi mista
pro pfisobeni Bam HI, ¢imZ je moZno ziskat
fragmenty v délce 5,4 X 105, 19,3 X 103
3,8 X 103 a 11,4 X 105 parft bazi. Analyza
mist pro ptisobeni restrikénich endonukleaz
je uvedena na strané 527 svrchu uvedené
publikace. Fragment lambda B je odstranén
ptisobenim enzymu Eco RI a Stépen enzy-
mem S$st I. Tim je moZno zabrdnit rekombi-
nanci s fragmentem lambda B. Je také moZ-
no v&lenit cizorodou DNA s misty pro Sté-
peni enzymem Eco RI do fdgu v mistg Sté-
peni enzymem Eco RI. Fagy je moZno klo-
novat hybridizaci in situ, jak bylo popsa-
no v publikaci Benton W. D. a Davis R. W,,
Science, 196, 180 (1977). Vekior je moZno
charakterizovat (a) odstranénim vilenéné
DNA a stanovenim a srovndnim moiekulo-
v§ch hmotnosti, (b) analyzou mist pro pi-
sobeni restrikénich endonukledz a (c) sta-
novenim sledu v€elnéné DNA.

Byl vyvinut kmen E. coli, oznateny X-1776
a bylo dosaZeno schvdleni NIH pro pouZiti
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tohoto kmene a pfi soudasném pouZiti zali-
zeni P2, jak bylo popsdno v publikaci Cur-
tiss, I1II, R., Ann. Rev. Microbiol,, 30, 507
(1976). E. coli RR-1 je vhodny v pfipadg,
Ye je moZno uZit zafFizeni typu P3. Stejné
jako v pripadé plasmid je zFejmé, Ze se
predpoklada pouZiti jakéhokoli kmene hos-
titelskych bun&k pi#i provadéni zpiisobu po-
dle vynalezu, pokud je tento kmen schopen
pfenaset zvoleny vektor, a to v€etné hosti-
telti odlidnych od bakterii, jako jsou napfi-
klad kvasinky, v p¥ipadé, Ze tyto kmeny bu-
dou v budoucnosti povoleny NIH.

Rekombinantni plasmidy se tvo¥i smise-
nim plasmidu DNA, na néjZ bylo piisobeno
restrikéni endonukledzou a cDNA s odpovi-
dajicim zpflisobem zpracovanymi koncovy-
mi skupinami. Aby bylo moZno na co nej-
mensi miru omezit vazbu cDNA navzdjem,
pridava se plasmid ve velkém moldrnim pire-
bytku. V dfive popsanych zpiisobech mélo
pridani plasmidu ve veikém prebytku ob-
vykle za nasledek vazbu plasmidovych fe-
tézcfi do kruhu, aniZ by soutasné doslo ke
vilendni fragmentu cDNA. Takto zpracova-
né butiky obsahovaly obvykle pfevaZné plas-
mid bez rekombinanty cDNA. V dasledku
toho byl cely postup velice ndrofny na (as.
Byly proto &inény pokusy ziskat DNA vek-
tory s mistem pro pfisobeni restrik¢ni endo-
nukledzy uprostfed zvoleného genu, takZe
vBlenéni rekombinanty rozd&li gen a tim
zphsobi ztrdtu funkce, jejimZz kodem je uve-
deny gen.

S vyhodou se uZivd zplsobu, jimZ jé moZ-
no sniZit pocet kolonii, které je nutno sle-
dovat v pripads, Ze se uZije rekombinantni
plasmid. Tento zplsob spociva v tom, Ze se
na plasmid, na né&j% se nejprve pilisobi rest-
rikéni endonukledzou, zpracuje je3t& alka-
lickou fosfatdzou, ktera je dostupna z né&ko-
lika zdroji, nap¥iklad Worthington Bioche-
mical Corporation, Freehold, New Jersey.
Alkalicka fosfatdza odstrani 5°-termindlni
fosfatové skupiny ze zakonlenl plasmidu po
phsobeni endonukledzy a tim zabrani vza-
jemnému navadzani koncovych casti plasmi-
du DNA. V diisiedku toho tvorba kruhu za-
visi na vé&len&ni fragmentu DNA s obsahem
5-termindlnich fosfatovych skupin. Svrchu
uvedenym zplisobem je moZno sniZit relativ-
ni frekvenci transformace bez rekombina-
ce na ménd nez 1 az 10™4.

Vynédlez je zaloZen na skutefnosti, Ze re-
akce, katalyzovand DNA-ligdzou je provede-
na mezi 5-fosfatovou Kkoncovou skupinu
DNA a 3‘-hydroxylovymi koncovymi skupina-
mi DNA. V piipadg, Ze se termindlni 5-fos-
fatové skupiny odstrani, k reakci nedojde.
V piipads, Ze se vdZe DNA s dvojitym Fe-
tézcem, muZe dojit ke tfem typlm situaci,
jak je znazornéno v tabulce I.
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Tabulka I
P¥ipad Reaki&ni slozky Produkt po pouZiti ligdzy
I 3 5 3¢ 5¢ ‘
————— OH H0;PO————— 0—P—0 —————
=+ +2H20
————— OPO3H2 HO————— 0—P—0 —————
5¢ 3 5° 3¢
II 3 5 3 5
————— OH H20P—O0————— 0—P—Q —————
+ +H20
————— OH oOH-———— 0H HO —————
5 3 5¢ 3
111 3 5°
————— OH HO—————
+ O reakce
————— OH HO—————
5° 3

-V tabulce I je DNA s dvojitym fFetdzcem
schematicky zndzornéna plnymi paralelni-
mi &&rami, odpovidajici 5'- a 3'-koncové sku-
piny jsou oznafeny hydroxylovym nebo fos-
fatovym zbytkem podle své povahy. V pii-
pad# I se nachazi 5'-fosfat na obou zakonde-
nich, v diisledku toho dochézi ke kovalent-
ni vazb& obou t&chto Fetézcl. V piipads Il
mé pouze jeden Fetdzec termindlni 5°-fosf4-
tovou skupinu, takZe po kovalentni vazhé
zlistdva diskontinuita na dal$im fret&zci. Re-
tézec, ktery neni kovalentn& vazan, zistava
spojen s navézanou molekulou vodikovymi
vazbami, k nimZ dochédzi mezi ob&ma Fet&zci,
jak je z literatury zndmo. V p¥ipad# III ne-
dochézi k vazb& na #4dném ze zakondeni,
protoZe z nich neobsahuje 5‘-fosfatovou sku-
pinu.

NeZddoucim vazebnym reakcim je moZno
brénit tak, Ze se ze zakondeni, na nichZ ne-
mé dojit k vazb#, odstrani 5'-fosfitové sku-
piny. K tomuto tfelu je moZno uZit jakého-
koli zplisobu pro odstran&ni 5'-fosfatovych
skupin, pokud nedojde k poruSeni struktury
DNA. Vyhodnym postupem je hydrolyza, ka-
talyzovand enzymem alkalické fosfatazy.

K znéAzorn&ni svrchu uvedenych postupf
byla izolovédna cDNA pro krysi insulin a po-
drobena rekombinaci s plasmidem. DNA-mo-
lekuly byly uZity k pfemé&n& E. coli X-1776.
Transformované buiiky byly podrobeny se-
lekci rlistem na Zivném prostiedi, které ob-
sahovalo tetracyklin. Jedna rekombinanta
plasmidu DNA, ziskana z takto transformo-
vanych bun&k obsahovala DNA-fragment,
obsahujici pfibliZné 410 nukleotidfi. Mimo-
to byly ziskany a izolovdny podobnym zpi-
sobem dal31 rekombinanty, které byly rov-
néZ analyzovdny. Fragmenty byly uvoln&ny
z plasmidu pouZitim enzymu Hind III nebo
Hsu I a pak byly podrobeny analyze na sled
DNA zpiisobem, popsanym v publikaci Ma-
xam A. M. a Gilbert W., Proc. Batl. Acad.
Sci. USA 74, 560 (1977). Sekvence nukleoti-

dt v DNA fragmentu se pfekryva a obsaho-
vala tplny kédovaci sled pro krysi proinsu-
lin I a rovné% 13 aZ 23 aminokyselin prepen-
tidového sledu. Byla zjist8na dplnd nukleo-
tidové sekvence pro svrchu uvedeny produkt.

Obdobnym zplisobem byl izolovdn cDNA-
-k6d pro krysi riistovy hormon, tento pro-
dukt byl rekombinovan s plasmidem a pfe-
nesen do bun&k E. coli. Timto zpfisobem by-
lo moZno znovu izolovat sled nukleotidii o
podtu priblizn& 800 nuklectidéi po tsp&3ném
pomnoZeni v buiikdch E. coli, pfitem?Z tento
sled obsahoval cely kéd pro Kkrysi ritstovy
hormon v¢etn& &4sti peptidového prekurso-
ru a &ast 5-oblasti, kterd nebyla pFenese-
na.

Svrchu popsanym zplisobem je obecng
moZno pouZit pro izolaci a &i§t&ni jakého-
koli genu z vy$$iho organismu, véetnd lid-
skych genii a pro pfenos a pomnoZeni t&ch-
to genl v bufikdch mikroorganismi. Nové
rekombinantni plasmidy obsahuji cely. izo-
lovany gen nebo pouze jeho &dst, jak bylo
svrchu popsdno. Byly rovn&Z popsany nové
mikroorganismy, dosud nezédmé, jejich? ge-
neticky systém je pozmé&nén tak, Ze obsahu-
je 1 geny z vyS8iho organismu. Dédle budou
popsény specifické piiklady, v nichZ bude
podrobné& popsdn kaZdy stupeit zpiisobu po-
dle vynédlezu, pokud jde o izolaci, &ist&ni
a pfenos genu krysfho insulinu do bun&k
E. coli, ¢imZ bude bliZe objasnZna pouZitel-
nost zpisobu podle vynalezu. V nésleduji-
cich prikladech jsou také bliZe charakteri-
zovany rekombinantni plasmidy, které ob-
sahuji ¢ast genu pro krysi insulin, genu pro
krysi rGstovy hormon, gen pro lidsky insu-
lin a gen pro lidsky rfistovy hormon.

Vynéalez bude osvétlen nésledujicimi p#i-
klady.

Pfiklad 1

Popsané postupy osvétluji extrakci a izo-
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laci mRNA pro Kkrysi insulin, syntézu kom-
plementdrni DNA a popis vlastnosti komple-
mentarni DNA. Cidténé buiiky krysich Lan-
gerhansovych ostriivkll je moZno ziskat tak,
7e se slinivka bfiSni anestetizované krysy
podrobhi infizi Hanksovym roztokem retro-
gradni infdzi vyvodem této Zlazy. Hanksiv
roztok je standardni smés soli, je znidm a
je moZno jej ziskat od Fady vyrobch, na-
pfiklad od Grand Island Biological Suppiy
Company, Grand Island, New York. Slinivka
se pak odstrani, rozdrti v Hanksové rozto-
ku pfi ‘0°C a natrdvi kolegendzou a so6jo-
vym- trypsinem. V8echny postupy se provadi
pFi teplot& 0 aZ 4 °C, neni-li uvedeno jinak.
Zv14ste je nutno zachovavat tyto podminky
pFi natraveni Zlazy. Dvé krysi slinivky bris-
ni v 8 ml! Hanksova prostfedi se uloZi do
sklendné zkumavky o objemu 30 ml. V3ech-
ny sklenéné zkumavky byly pfedem zpraco-
vény pomoci silikonu. -

K tomuto i¢elu bylo uZito pFipravku Silic-
-1ad, : Clay-Edams Division, Becto-Dickinson
Inc;, Persippany, New Jersey. Inkubacni smés
ohsahovala 12 mg kolagendzy, tj. enzymu,
pripraveného z -Clostridium histolyticum
zplisobem, popsanym v publikaci Mendl 1.,
Mackennan. J. D a -Howes E. L., ]. Clin.
Invest. 32, 1323 (1943), bylo uZito.typu CLS
IV {Worthington Biochemickal Corporation,
Freehold; - New-:Jersey) a 1 mg inhibitoru
trypsinu ze sojovych bobii, (Sigma Chemi-
cal Company, St. Louis, Missouri). Inkubaci
je nutno provadét pri teplot& 37 °C po dobu
25 minut za stdlého trepdni p¥i 90 vykyvech
zd minutu. Smes  je nutno stdle pozorovat,
‘aby bylo moZno zajistit, Ze natraveni -kola-
gendzou se-provadi do optiméalniho rozsahu.
V :pFipadé; Ze inkubace je prilis kratka, ne-
dojde k dplnému. uvolndni’ bunsk- Langer-
hansovych ostrivkifi, naproti tomu v pfipa-
d&, Ze je -inkubace pFili§ dlouhd, dochézi
k -rozru$eni bunék. Po inkubaci se zkumav-
ka-odstifeduje 1 minutu p¥i 200 g. Superna-
tant se slije a segment se promyje Hankso-
vym -roztokem a postup se-5X opakuje. Po
poslednim odstiedéni se sediment uvede v
suspenzi v 15 ml pFipravku Ficoll (Pharma-
cie Chemical Company, Uppsala, Svédsko)
o hustotd 1,085. Pak se pfida vrstva priprav-
ku Ficoll o hustot& 1,080 a vrstva 5 ml p¥i-
pravku Ficoll o hustoté 1,060, naCeZ se zku-
mavka odstieduje 5 minut pfi 500 g a pak
jesté 5 minut pri 2000 g. V diisledku tohoto
postupu zlistanou buiiky acinfi na dné zku-
mavky a builky ostriivk vytvofi vrstvu me-
zi dvéma hornimi vrstvami p¥ipravku. Pas
bundk ostriivkd obsahuje jeSté ganliové buii-
ky, lymfatické buiiky a buitky pojivové tka-
n&. Velké fragmenty vSak byly odstranény.
Takto ziskané buiiky se umisti pod mikros-
skop, pod nimZ je moZno odstiranit viditel-
né znedisténiny ruéné pi¥i pouZiti mikropi-
pety. Pak se buiiky z¥edi Hanksovym rozto-
kem a znovu se odstfedi. Supernatant se
slije a sediment se skladuje v kapalném du-
siku.
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Builky ostrivkll z 200 krys se spolefné&
homogenizuji v 4 N guanidiniumthiokyanaé-
tu (pFipravek Tridom, Fluka AG Chemische
Fabrik, Busch, Svycarsko) s obsahem 1 M
g-merkaptoethanolu a pufru, ktery udrZuje
pH roztoku na hodnot& 5,0 pfi teploté 4 °C.
Homogenat se navrstvi na 1,2 ml roztoku
chloridu cesného o koncentraci 5,7 M s ob-
sahem 100 mM EDTA a roztok se odstiedu-
je 18 hodin pIi 37 000 otaCkach za minutu
v SW 50,1 rotoru uliraodstfedivky pifi tep-
lot& 15 °C. (Beckman Ultracentrifuge Instru-
ment Company, Fullerton, California.} P¥Fi
odstfedéni se RNA dostdvd na dno zkumav-
ky.
RNA s polyadenyldtovymi skupinami se
izoluje chromatografii veSkeré RNA na oli-
go-(dT)-celuldze zplisobem, popsanym ve
svrchu uvedené publikaci Aviv H., a Leder
P.

Reverzni transkriptdza z viru ptadi myc-
loblatézy (D. ]J. Board, Life Science Inc., St.
Petersburg, Florida) se pak uZije k preno-
su struktury celé polyadenyldatové RNA z
krysich ostriivk do ¢cDNA. Reakce se prova-
di v 50 mM tris-pufru s kyselinou chlorovo-
dikovou ¢ pH 8,3 s obsahem 9 mM  MgCls,
30 mM NaCl, 20 mM g-merkaptoethanolu,
1 mM kaZdého z 3 neradioaktivnich desoxy-
ribonukleosidtrifosfdtd, 250 uM ¢tvrtého des-
oxynukleosidirifosfdtu, znateného v poloze
a radioaktivnim fosforem se specifickou ak-
tivitou 50 a¥ 200 curie v 1 molu, 20 ug/ml
oligo-dTiz18 {Collaborative Research, Walt-
ham, Massachusetts), 100 ug/ml polyadeny-
lované RNA a 20C jednotek/ml reverzni trans-
kriptdzy. Smés se inkubuje 15 minut p¥i tep-
loté 45°C. Pak se pfida sodnd sfil kyseliny
ethylendiamintetraoctové do Kkoncentrace
25 mM a roztok se extrahuje stejnym obje-
mem fenolu, nasyceného vodou, ‘nateZ se
vodnd faze chromatografuje na sloupci-o
rozmérech 0,3 X 10 cm s obsahem Sepha-
dex G-100 v 10 mM tris-pufru s kyselinou
chlorovodikovou o pH 9,0 s obsahem 100 mM
NaCl a 2 mM EDTA. Nukleova Kkyselina se
vysrdZi ethanolem po pfiddni octanu amon-
ného pii pH 6,0 do koncentrace 0,25 M. Sra-
Zenina se oddéli odstfedénim, sediment -se
rozpusti v 50 ul &erstvé pF¥ipraveného 0,1 M
roztoku hydroxidu sodného a inkubuje pfi
teploté 70°C po dobu 20 minut k hydroly-
ze RNA. Pak se smés neutralizuje pfidanim
1 M octanu sodného p¥i pH 4,5 a 32P-cDNA
se vysrdZi ethanolem a znovu rozpusti ve
vodsé. Podily cDNA s jednoduchym Fetéz-
cem se analyzuji na polyakrylamidovém ge-
Iu zplisobem popsanym v publikaci Ding-
man C. W. a Peacock A. C., Biochemistry 7,
659 (1968). Gel se susi a 32P-cDNA se zjisti
autoradiografii na filmu Kodak No-Screen
NS-ST (Hustman Kodak Corporation, Roches-
ter, New York). Materidl byl heterodisperz-
ni, jak bylo moZno usoudit z elektroforé-
2y. Obsahoval alespon jeden hlavni druh
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cDNA se 450 nukleotidy, jak bylo moZno
prokéazat srovndnim se zndmym standardem.

Pfiklad 2

V tomto piikladu bude popsdna syntéza
a vlastnosti cDNA s dvojitym Fet€zcem a s
obsahem sledu krysiho insulinu, tak jak byl
svrchu popsdn. Na cDNA s jednoduchym Fe-
tézcem z piikladu 1 se plisobi reverzni trans-
kriptdzou, &imZ dojde k syntéze komple-
mentdrniho Fetézce. Reakén! smés obsahuje
50 mM tris-pufru s kyselinou chlorovodiko-
vou o pH 8,3, 9 mM MgCl, 10 mM dithiothrei-
tolu, 50 mM kaZdého ze tFi neznacenych
desoxyribonuleosid-trifosfdti, 1 mM nukleo-
sidtrifostdtu znaceného v poloze « radioak-
tivnim fosforem pri specifické aktivit®é 1 aZ
10 curie na mM, 50 ug/ml cDNA a 220 jed-
notek/ml reverzni transkriptdzy. Reakéni
smés se inkubuje 120 minut pf¥i teploté 45
stupiift Celsia. Reakce se zastavi priddnim
sodné soli EDTA do mnoZstvi 25 mM, smés
se extrahuje fenolem a chromatografuje na
pfipravku Sephadex G-100, nafeZ se vysrazi
ethanolem. Podil reakéniho produktu 500
aZ 1000 cpm se analyzuje elektroforézou na
gelu, jak bylo popséno v pfikladu 1. Bylo
moZno prokézat heterodisperzni pds o dél-
ce 450 nukleotidd, srovndnim se standardni-
mi vzorky. Podily reakénich produkti DNA
z prikladu 1 a p¥ikladu 2 byly pak nezdvisle
na sobé& natrdveny pfebytkem restrikéni en-
donukledzy Hae III a analyzovdny elektro-
forézou na gelu. Oba produkty byly uvede-
nou endonukledzou rozitd8peny, takZe pri e-
lektroforéze na gelu bylo moZno pozorovat
dva radioaktivni pdsy. Pés, ktery vznikl 3té&-
penim cDNA se dvéma Fet&zci, mél piibliz-
né& produkty této délky jako pés, ktery vznikl
v diisledku 3tépen{ cDNA s jedinym Fet8z-
cem.

P¥iklad 3

V tomto piikladu bude popséna vazba de-
kanukleotidovych Fetézclt po zpracovéani en-
zymem Hind III na krysi ¢cDNA s dvojim Fe-
tézcem z Langerhansovych ostriivki, tak jak
byla popsdna v prikladu 2. Reak&ni produkt
z ptikladu 2 s dvojitym Fetézcem v koncen-
traci 2 a¥ 5 ug/ml se uvede v reakci s 30
jednotkami Sl nukleédzy s aktivitou 1200 jed-
notek/m! (Miles Laboratories, Elkhart, India-
na ) v 0,03 M octanu sodném pfi pH 4,6 a
0,3 M chloridu sodného s 4,5 M chloridu
zinednatého pii teploté 22°C po dobu 30
minut, pak se smé&s dédle inkubuje je3t& 15
minut pFi teplot& 10°C. Reakce byla posta-
vena tak, Ze byl ptiddn tris-pufr do kon-
centrace 0,1 M, EDTA do koncentrace 25 mM
a tRNA z E. coli, pfipraven4 zplisobem podle
publikace Ehrenstein G., Methods in Enzy-
mology, S. P. Colowick a N. 0. Kaplan, Eds.,
sv. 12A, str. 588 (1967) do mnoZstvi 40 ug/
/ml. Reakéni smés se extrahuje fenolem,
chromatografuje se na pfipravku Sephadex

G-100 a znatené 32P-cDNA se vysraZi ethano-
lem. Timto zplsobem se ziskaji ve vysokém
vytéZku molekuly ¢cDNA s pérovymi konci,
kterych je zapotiebi k vazb#& chemicky syn-
tetizovanych  dekanukleotidfi. Dekamery
Hind III byly pfipraveny zpisobem, popsa-
nym v publikaci Scheller R. H., Dickerson
R. E,, Boyer H. W., Riggs A. D. a Itakura K.,
Science 186, 177 (1977). Vazba dekamerii
Hind III na cDNA se provadi inkubaci pii
teplotd 14 °C v 60 mM tris-pufru s kyselinou
chlorovodikovou o pH 7,6 za pfFitomnosti
6,6 mM chloridu hofe¢natého, 1 mM ATP,
10 mM dithiothreitoly, 3 mM dekameru
Hind III o 105 cpm/pmol a T4 DNA ligdzy
v mnoZstvi p¥ibliZzng 500 jednotek/ml po  do-
bu 1 hodiny reakéni smé&s se pak zah¥ivd na
teplotu 65°C na 5 minut k inaktivaci liga-
zy. P¥ida se chlorid draselny do koncentra-
ce 50 mmolii, g-merkaptoethanol do kon-
centrace 1 mM a EDTA do koncentrace 0,1
mM, naleZ se smé&s natrivi 150 jednotkami/
/ml Hsu I nebo Hind III endonukledzou po
dobu 2 hodin p¥i teploté 37 °C. Endonukles-
zy Hind III a Hae III je moZno b&Zné& ziskat
(New England Biol-Labs, Beverly, Massachu-
setts). Reakéni produkt se analyzuje elek-
troforézou na gelu stejnym zpiisobem jako
v pifikladu 1, pfi€emZ je moZno prokézat
vrchol, ktery odvodi sledu p¥ibliZzn& 450 nu-
kleotidli a mimoto fragmenty odstépnych
dekamerid Hind III. o

R R RO

Pfiklad 4

V tomto p¥ikladu bude popsédna tvorba
rekombinanty plasmidu a popis vlastnosti
této rekombinanty po pomnoZeni. Odst&pi
se plasmid pMB-9 DNA, pfipraveny zpiliso-
bem podle publikace Rodriguez R. L., Boli-
ver F., Goodman H. M., Boyer H. W. a Bot-
lach M., v INC-UCLA Symposium on Mole-
cular and Cellular Biology, D. P. Wierlich,
K. J. Rutter a C. F. Fox, Eds. (Academic
Press, New York 1976) str. 471 aZ 477, v
misté plsobeni enzymu Hind III, pii¢em? se
uZije endonukledzy Hsu I, nadeZ se smés
podrobi plisobeni alkalické fosfatdzy typu
BAPF (Worthington Biochemical Corpora-
tion, Freehold, New Jersey). Enzym je pfito-
men v reakéni smési v mnoZstvi 0,1 jednot-
ky/mikrogram DNA, reak&ni smés se inku-
buje v 25 mM tris-pufru s kyselinou chloro-
vodikovou o pH 8 po dobu 30 minut p¥#i tep-
loté 65 °C a pak se extrahuje fenolem k od-
stran&ni fosfatdzy. Po vysrdZeni ethanolem
se takto ziskany plasmid DNA p¥idd k cDNA
s obsahem zakon&eni Hind III v moldrnim
poméru 3 moly plasmidu na 1 mol cDNA.
Smés se inkubuje v tris-pufru o koncentra-
ci 66 mM pfi pH 7,6, sm&s obsahuje déle
6,6 mM chloridu hoFe&natého, 10 mM dithio-
threitolu a 1 mM ATP. Inkubace trva hodi-
nu pfi teploté 14°C za pfitomnosti 50 jed-
notek/ml T4 DNA lig4zy.

Vyslednd smé&s se pfidd prfimo k suspen-
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zi bundk E. coli X-1776, které byly pfipra-
veny néasledujicim zplsobem: Buriky byly
péstovany aZ do hustoty 2 X 108 bunék/ml
v 50 ml prostiedi, které obsahovalo 10 g/litr
Tryptonu, 5 g/litr extraktu z kvasnic, 10 g/
/litr chloridu sodného, 2 mM hydroxidu sod-
ného, 100 ug/ml Kkyseliny diaminopimelove
a 40 ug/ml thyminu p¥i teploté 37 °C. Buiiky
byly izolovédny odstfed&nim 5 minut pri 5000
grami a p¥i teploté 5 °C, pak se znovu uve-
dou v suspenzi ve 20 ml chladného chlori-
du sodného o koncentraci 10 mM, znovu se
odstfedi a uvedou v suspenzi ve 20 ml puf-
ru, ktery obsahuje 75 mM chloridu vépena-
tého, 140 mM chloridu sodného a 10 mM
tris-pufru o pH 7,5, nateZ se builky nechajl
stdt 5 minut na ledu a pak se odstfedi a zno-
vu uvedou v suspenzi v 0,5 ml téhoZ pufru.
Transformace se pak provadi tak, Ze se smi-
si 100 ul uvedené bunétné suspenze s 50 ul
rekombinanty DNA o koncentraci 1 ug/ml
Smés se inkubuje pfi 0°C po dobu 15 minut,
pak pri 25°C po dobu 4 minuty a p¥i 0°C
po-dobu 30 minut. Pak se buiiky pfenesou na
agarové plotny pro dalsi péstovani.

Studium rekombinantnich plasmidi se pro-
vadi p¥i koncentraci tetracyklinu 5 wg/ml,
zvolend rekombinanta, oznatend pAU-1 se
izoluje a surovy plasmid s 2 aZ 5 ug DNA,
izolované z pAU-1 se natrdvi prebytkem en-
donukledzy Hau I. Pak se pridd sodnd sil
EDTA do koncentrace 10 mM a 10% sacha-
rézy (hmot. %/objemova %) a smés se déli
na 8% polyakrylamidovém gelu. DNA md
priblizné 410 parovanych bazi. V obdobném
pokuse bylo uZito jako vektoru plasmidu
pBR322. Viechny podminky odpovidaly svr-
chu uvedenym podminkdm s tim rozdiiem,
7e konetnd selekce rekombinantnich kionil
byla provadéna na plotndch, které obsahova-
ly ampicilin v koncentraci 20 ug/ml.

Tabulka 1

{nestanoveno) ----
1
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Prfiklad 5

DNA z pAU-1 z pfikladu 4 se dale ¢isti e-
lektroforézou na 6% polyakryiamidovém ge-
lu. Po vymyti z gelu se DNA zna¢i inkubaci
s gama-32U-ATP a s enzymem polynukleotid-
kindzou za podminek, popsanych ve svrchu
uvedené pubiikaci Maxama a Gilberta. En-
zym katalyzuje u&innost svrchu uvedené
skupiny radioaktivniho fosfatu na 5'-zakon-
geni DNA. Enzym se ziskadva z E. coli zpl-
sobem, popsanym v publikaci Panet A. a dal-
8i Biochemistry 12, 5045 (1973). Takto zna-
¢end DNA se 5t8pi endonukledzou Hae III
zplisobem, popsanym v pfikladu 2 a dva zna-
tené fragmenty obsahujici 165 a 135 bdzi
se odd&li na polyakrylamidovém gelu za pod-
minek, uvedenych v pFikladu 1. Takto izo-
lované fragmenty se podrobi specifickému
Stépeni a analyze sledu bazi zpéisobem, po-
psanym ve svrchu uvedené publikaci Maxa-
ma a Gilbert. Sled, uvedeny v nasledujici ta-
bulce 1, je zaloZen na vysledku ze svrchu
uvedenych pokusll a na vysledcich obdob-
nych pokusti, které byly provedeny pil po-
uZiti ¢cDNA a vektorfl, odvozenych od col El,
napfiklad pM3-9 a pBR322. Pokud jde o 5-
-zakond&eni, zistdvd neurceny sled o délce
pribliZzng 50 aZ 120 nukleotidd a poly-dA
segment na 3‘-zakon¢eni mé rdznou délku.
Tento sled je zatim nejpodrobnéjsi dosaZitel-
nou informaci, je samoz¥ejmé, Ze v prith&€hu
pfidtich pokusli bude moZnd zapotfebi pro-
vést ndkteré malé zmény nebo budou objas-
nény dali ¢4sti fetézce. Odpovidajici sled
aminokyselin krysiho proinsulinu I zalina
na tripletu, ktery je oznaten 1 a konti na
tripletu, oznateném 86. Nejasnosti zlistavaji
stadle v té oblasti sledu, kterd je podtrZena
pieruSovanou ¢arou.

GCC CTG CTC CIC CTC TGG GAG CCC AAG CCT GCT CAG

10

GCT TTT GTC AAA CAG CAC CTT TGT GGT CCT CAC CTG GTG GAG GCT CTG TAC CTG

20

30

TGT GGG GAA CGT GGT TTC TTC TAC ACA CCC AAC TCC CGT CGT GAA GTG GAG GAC

40

50

CCG CAA GTG CCA CAA GTG GAG CTG GCT CGA GGCk CCG GAG GCC GCG GAT CIT CAG

60

70

ACC TGG GCA CGT GAG GTT CCC GGG CAG AAG CGT CCC ATT GTG GAT CAG TGG TGC

80

ACC AGC ATC TGC TCC CTC TAC GAA CTG GAG AAC TAC TCC AAC TGA GTTCAATCAAT-

bis

TCCCGATCCACC CTCTCCAATGAATAAACCCTTTGAATGAGC-poly A

P¥iklad 6

Sled nukleotidd, ktery je kodem pro lid-
sky insulin se izoluje, €isti a vCleni do plas-
midu zpfisobem, popsanym v piikladech 1
az 4, pritemz se vychazi z tkdng lidské sli-
nivky bfidni izolované z vhodného zdroje,

napiiklad z mrtvého ¢lovEka nebo z nadoru
slinivky bfisni. Timto zplisobem je moZno
ziskat modifikovany mikroorganismus po-
dle prikladu 4, jehoZ nukleotidovy sled od-
povidad kodu pro fetézec A a Fetdzec B lid-
ského insulinu. Zndmy sled aminokyselin
pro Fetézec A lidského insulinu je tento:
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1 10
Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-

20
-Ser-Leu-Tyr-Glu-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn

Déle bude uveden jeSt& sled aminokyselin
pro Fetézec B lidského insulinu:

1 10
Phe-Val-Asn-Glu-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-

20
-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-

30
-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr

Sled aminokyselin je &islovdn od konce,
na n&mZ se nachdzi volnd aminokyselina,
jak bylo popsdno v publikaci Smith L. F.,
Diabetes 21 doplnék 2, 458 (1972).

P¥iklad la

Opakuje se zplisob podle prikladu 1, av$ak
koncentrace g-merkaptoethanolu se mé&ni
pFi homogenizaci bun&k ostriivk{l. UZité kon-
centrace g-merkaptoethanolu byly 0,05 M,
02 M, 0,6 M a 0,8 M. PFi v8ech pouZitjch
koncentracich g-merkaptoethanolu bylo do-
saZeno tychZ vysledkd, to jest degradace
mRNA ribonukledzou byla vyloudena.

P¥iklad 1b

Opakuje se zplisob podle pfikladu 1 a 1a,
aviak mé&ni se pH guanidiniumthiokyanétu
a g-merkaptoethanolu pfi homogenizaci bu-
né&k ostrivkd. Bylo uZito pH 6,0, 7,0 a 8,0.
PFi v3ech t&chto hodnotdch bylo dosaZeno
tychZ vysledkii, to znamend, Ze bylo moZno
zabranit degradaci mRNA ribonukledzou.

Priklad 3a

Dekanukleotidy pro vazbu v misté piisobe-
ni Eco RI se navdZi na c¢cDNA z prikladu 2
zplisobem popsanym v pfikladu 3. Dekame-
ry do mista plsobeni Eco RI se pfipravi
zplisobem, popsanym ve svrchu uvedené pub-
likaci Schellerov& a dalSich a maji sled 5'-
-CCGAATTCGG-3‘. Po vazbd se produkt po-
drobi plisobeni enzymu Eco RI za tychZ re-
ak&nich podminek, jaké byly popsany pro
Hsu I nebo Hind IIl. Enzym Eco Rl je moz-
no béZné ziskat (New England Biolabs). Re-
akéni produkt byl analyzovidn elektroforé-
zou na gelu stejnym zpisobem jako v pii-
kladu 1 a bylo moZno pozorovat vrchol, od-
povidajici sledu pfibliZné 450 nukleotidd,
kromé& fragment odSt&penych dekamerd.

Priklad 4a

i) Opakuje se zplisob podle pfFikladu 4
pIi pouZiti plasmidu pBR322, pfipraveného
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podle publikace Bolivar a dal$i, Gene 2, 95,
(1877) misto plasmidu pMB9 DNA. VSechny
podminky byly zachovény s vyjimkou zdvé-
re€né selekce rekombinantnich klond, kte-
ra se provadi na plotndch s obsahem 20 ug/
/ml tetracyklinu. Vélen&na &4st se odstranf
svrchu popsanym zplisobem, ¢imZ se ziskd
DNA se 410 parem b4azi se sledem, uvede-
nym v tabulce 1.

ii) Opakuje se zplisob podle pfikladu 4
pfi pouZiti plasmidu pBR313 DNA, pFiprave-
ného podle publikace Bolivar a dalsi, Gene
2, 75 (1977) misto plasmidu pMB9 DNA.
V8echny podminky ziistdvaji zachovdny s
vyjimkou kone¢né selekce rekombinantnich
klonfi, kterd se provddi svrchu uvedenym
zplisobem, ziskd se DNA o 410 parech béazf
se sledem, uvedenym v tabulce 1.

iii) Opakuje se postup podle pfikladu 4
pii pouZiti plasmidu pSC101 DNA, pfiprave-
ného zpilisobem podle publikace Cohen a
dal3i, Proc. Nat. Acad. Sci, USA, 70, 1293
(1973) misto plasmidu pMB9 DNA. Viechny
podminky jsou zachovdny vdéetn& selekce
rekombinantnich klond. V{&lengnd &&ast se
odstrani svrchu uvedenym zplsobem, ziské
se DNA o 410 pédrech bédzi se sledem, uve-
denym v tabulce 1.

Pr¥iklad 4b

Opakuje se postup podle pfikladu 4 a 4a
s tim rozdilem, Ze se uZije E. coli RRI neho
E. co.i HB101 misto E. coli X-1776. VSechny
podminky jsou jinak zachovédny a bylo do-
saZeno tychZ vysledkd.

Pfiklad 4c

i) Jako vektor pro pfFenos se uZije Cha-
ron 15A DNA, pripraveny zpfisobem podle
svrchu uvedené Blattnerovy publikace. Za-
konceni se spoji inkubaci p#i teplotd 42 °C
na 60 minut v 0,1 M tris-HCI, pH 8,0 a 10 mM
chloridu horeénatého. Vektor se 5t&pf endo-
nukledzou Eco RI v mist& jejiho piisobeni a
pak se zpracovéava plisobenim alkalické fos-
fatdzy jako v prikladu 4. Po vysraZeni etha-
nolem se vektor cDNA, zpracovany fosfat4-
zou pfidda k cDNA s obsahem zakonéeni po
Sté€peni enzymem Eco RI v moldrnim pomé-
ru 2 moly vektoru na 1 mol cDNA. Smés se
vaZe phsobenim T4 DNA ligazy jako v p¥i-
kladu 4. Smés se p¥imo piidd k bunsiné sus-
penzi E. coli X-1776, pf¥ipravené zplsobem
podle prikladu 4 a transformace se provadi
rovnéZ zpilisobem podle piikladu 4. Izoluji
se rekombinantni fdgy a p#stuji se na lac™
bakteriich na plotndch s obsahem 80 ug/ml
5-chlor-4-brom-3-indolyl-g-D-galaktosidu
(X6), izoluji se rekombinantni fagy, které
obsahuji cDNA, vélen&nou do mista pro pi-
sobeni Eco RI Charonu 16A a jsou p¥idinou
vzniku bezbarvych plaskd. Rekombinanta po
selekcl se izoluje a podrobi pfisobeni pie-
bytku endonukledzy Eco RI a smé&s se ana-
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lyzuje zplsobem podle prikladd 4 a 5. Zis-
kd.se DNA o 410 péarech bazi se sledem, u-
vedenym v tabulce 1. Smé&s je také moZno
uZit ke tvorb& rekombinantnich fagf in vit-
ro, jak bylo popsdno v publikacl Sternherg
N. a dalsi, Gene 1, 255 (1977). Vlastnosti
rekombinantnich f4glt je moZno prokéazat
také hybridizaci in situ, kterd byla popsdna
v publikaci Benton W. D. a Davis'R. W,
Science 196, 180 (1977). ;
ii} Charon 3A DNA, pfipraveny zplsobem
podle: svrchu uvedené Blattnerovy. publika-
ce, se uZije jako vektor misto Charonu 16A
DNA. Jinak jsou zachovény podminky, po-
psané pro Caron 16A DNA. Selekce rekom-
binantnich fag se provadi p&stovanim fagi
na lac* bakteriich na plotndch s obsahem
X6 s izolaci bezbarvych plakli a pak hybri-
dizaci nebo zpracovdnim pomoci restrik&ni
endonukleazy, jak bylo rovnéZ popsdno ve
svrchu uvedené Blattnerové publikaci. Vile-
néna: ¢4st se odstrani svrchu uvedenym zpt-
sobem, ¢imZ se ziskd DNA o 410 parech bédzi
se sledem, uvedenym v tabulce 1.
i} gtWES. B ‘DNA, pfFipraveny zpiisobem
podle 'svrchu uvedené publikace Tiemier ‘a
dalsi se uZije jako vektor misto Charonu
16A. VSechny podminky jsou jinak stejné
jako v pfipadé Charonu 16A. Selekce rekom-
binantnich fagh se provaddi hybridizaci po-
dle svrchu uvedené publikace Bentona -a
Davise. Vi&lendnd Gédst se odstrani, &imZ se
ziskd ‘DNA o0 410 péarech béazi se sledem, u-
vedenym v tabulce 1. i

Priklad 4d

~Opakuje se zplisob podle prikladu 4c, a-
v3ak. pouZije se E. coli RRI, E. coli HB101,
E. coli DP50 nebo E. coli DE50 SupF misto
E: coli X-1776. VSechny podminky jsou jinak
stejné a ziskaji se i stejné vysledky.

Priklad 6

Popisuje se izolace a ¢isténi DNA se sle-

dem nukleotidfi, ktery je kdédem pro lidsky
insulin a syntéza vektoru, obsahujiciho DNA
i vznik kmene mikroorganismi, ktery obsa-
huje tuto DNA jako Cast své genetické infor-
mace.

. Buiiky ostrivki se izoluji z lidské slinivky
bfi$ni zplisobem podle pfikladu 1. Tato tkaii
se ziska ze zemfielych lidi nebo z insulinomf.
Buiiky ostrivki, smisené z n&kolika slinivek
se homogenizuji ve 4 M guanidiniumthio-
kyanatu s obsahem 0,2 M g-merkaptoetha-
nolu pi#i pH 5,0, jak bylo popsédno v piikla-
du 1. Polyadenylovana RNA se izoluje chro-
matograficky podle svrchu uvedené publika-
ce Aviva a Ledera. Pak se pf¥ipravi cDNA s
jednim fetézcem pouZitim reverzni trans-
kriptdazy a hydrolyzovand cDNA zpiisobem
podle piikladu 1. PFipravi se cDNA s dvoji-
tym Fetézcem podle pfikladu 2 a natrdvi se
nukledzou Sl zplsobem podle piikladu 3.
Podle téhoZ piikladu se pridaji k cDNA s
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dvojitym [etézcem lidského insulinu latky,
umoZiiujici vazbu na zakondeni pfi natrédve-
ni enzymem Hind III. Produkt se podrobi
plsobeni enzymu Hind IIT nebo Hsu I a ana-
lyzuje se zplisobem, popsanym v prikladu 3.
Je moZno pozorovat vrchol odpovidajici sle-
du 450 nukleotidd krom# fragmentd od3té-
penych v mist§ pisobeni Hind III. Pak se do
plasmidu pBM9 vi&leni c¢DNA lidského insu-
linu s obsahem zakonfeni, schopnych vazby
v misté plisobeni enzymu Hind 1II. Tento po-
stup se provadi podle pfikladu 4 stejné ja-
ko transformace E. coli X-1776 a selekce re-
kombinantnich plasmidfi. Vlenéna &ast se
odstrani plisobenim Hsu I a analyzuje podle
prikladu 4. Ziskd se DNA o 450 nukleoti-
dech. Je mo?no prokdzat klonovany lidsky
insulin, - ktery obsahuje nukleotidy, které
jsou k.dem pro cely sled aminokyselin lid-
ského insulinu. Sled aminokyselin v fet&zci
A je tento:

1 10
Gly-1le-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-

20
-Ser-Leu-Tyr-Glu-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn.

Aminokyseliny v Fetézci B maji nédsledu-
jici sled:

1 10
Phe—Va1~Asn-G1u-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-
20
-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-

30
-Glu-Arg-Gly-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr.

“Sled. aminokyselin je &islovdn od- zakon-
¢eni, na ndmZ se nachazi volnd aminoskupi-
na. = - ' ,

Pfikla_d Ga

i) Opakuje.se piiklad 6 s tim rozdilem,
Ze se uZije plasmid pBR322 misto plasmidu
pMB38 DNA. VSechny podminky jsou jinak
totoZné s podminkami v p¥ikladu 4a(i]. V¢le-
néna ¢ast se odstrani a ziskd se DNA o 450
nukleotidech se sledem, popsanym v pfikla-
du 6.

il} Opakuje se postup z prikladu 6, avSak
uZije se plasmid pBR313 DNA misto plasmi-
du pMBY DNA. V3echny podminky jsou to-
toZzné jako v p¥ikladu 4a(ii). V&len&nd &ast
se odstrani, ¢imZ se ziskd DNA o 450 nukleo-
tidech se sledem, popsanym v prikladu 6.

iii) Opakuje se postup z prikladu 6 pf¥i
pouZiti plasmidu pSC101 DNA misto plas-
midu pMB9 DNA. VSechny podminky jsou ji-
nak stejné jako v prikladu 4af(iii). V¢leng-
nd C4ast se odstrani, ¢imZ se ziska DNA o
450 nukieotidech se sledem, popsanym
prikladu 6. o
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Pr¥iklad 6b

Opakuje se postup podle p¥ikladi 6 a Ga
s tim rozdilem, Ze se uZije E. coli RRI nebo
E. coli HB101 misto E. coli X-1776. V3echny
podminky jsou totoZné a totoZné jsou i zis-
kané vysledky.

Pifiklad 6¢c

Zplisobem podle pfFikladu 6 se pripravi
cDNA lidského insulinu a zpracuje se che-
micky syntetizovanymi Fet&zci, navdzanymi
v mist8 plsobeni Eco RI podle pfikladu 3a.

i) Vé&leni se cDNA lidského insulinu po
piisobeni Eco RI do mista pfisobeni Eco RI
Charonu 18A podle pfikladu 4c(i). Izoluji
se rekombinantni f4gy a v€lenénd &4ast se
odstrani podle p¥ikladu 4c(i). Ziskd se DNA
o 450 nukleotidech se sledem, popsanym v
pfikladu 6.

il) Vé&leni se cDNA lidského insulinu se
zakon€enim pro vazbu v mist& plisobeni Eco
RI do vektoru Charonu 3A podle pfikladu
4c(ii). Rekombinantni f4gy se izoluji a ana-
lyzuji podle piikladu 4c(ii}, ¢imZ se ziska
DNA o 450 nukleotidech se sledem, popsa-
nym v pFikladu 6.

iii) Plasmid gtWES. B se uZije jako vek-
tor pro pfenos c¢DNA lidského insulinu po
zpracovdni Eco RI zplsobem podle pfikla-
du 4c(iii). Izoluji a analyzuji se rekombi-
nantni fagy. Vélendna C4ast se odstrani, ¢imZ
se z{skd DNA o 450 nukleotidech se sledem,
popsanym v pfikladu 6.

Pr¥iklad 6d

Opakuje se priklad 6c, uZije se E. coli
RRI, E. coli HB101, E. coli DP50 nebo E. co-
li DP50SupF misto E. coli X-1776. UZije se
tychZ podminek a ziskaji se tytéZ vysledky.

Zphsob podle vynédlezu poprvé umoZiiuje

38

izolovat sled nukleotidi, ktery je specific-
kym regulainim bilkovinnym kédem pro
vy858i organismus, napiiklad obratlovce a
soufasnd umoZiiuje pfenos genetické infor-
mace, obsaZené v tomto sledu na mikroorga-
nismu, kde je moZno tento sled nukleotidl
bez omezeni mnoZit. Zpsob podle vynélezu
je moZno uZit k izolaci a &iSt&ni genu lid-
ského insulinu a k jeho pfenosu na mikro-
organismus. Obdobnym zpidsobem je moZno
izolovat i gen lidského rfistového hormonu
a dalSi geny bilkovinné povahy a dale je
moZno pFenést tyto geny na mikroorganis-
mus a v tomto mikroorganismu je mnoZit.
P¥i provadéni zplisobu podle vynélezu dos-
lo i k objevu né&kolika novych rekombinant-
nich plasmidii, z nichZ kaZdy obsahuje sled
nukleotiddl nebo &ast sledu nukieotidd, kte-
ré svou strukturou odpovidaji genu vyS3Ssi-
ho organismu. Bylo rovn&Z moZno modifi-
kovat né&kolik novych mikroorganismi tak,
aby obsahovaly nukleotidovy sled, nesouci
strukturu, pfenesenou z genu vy3siho orga-
nismu. Zplsobem podle vyndlezu bylo na-
pfiklad moZno usp&3n& prenést gen krysi-

“ho preinsulinu I do kmene E. coli a pfenést

gen Kkrysiho riistového hormonu rovnéZ na
kmen E. coli. Byl také stanoven sled hlav-
ni €4sti pfeneseného genu v kazdém z t&ch-
to pfipadd a bylo zji$t&no, Ze lze prenést
kéd pro Gplny sled aminokyselin krysiho
proinsulinu I nebo krysiho riaistového hor-
monu, pfifemZ tyto sledy byly srovnévény
se zndmymi genetickymi kody, které jsou
spoletné vSem formdm Zivota. ‘

Vyndlez vyl popsédn v souvislosti se speci-
fickymi priklady provedeni, je vSak zFejmé,
Ze je moZno jej uZit k nejrizn&j$im Géeldm,
které se v principu dotykaji pfenosu infor-
macénich struktur. Vyndlez prote nemiZe
byt omezen na obsah pf¥edloZenych pfikla-
dd. :

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob pé&stovdni mikroorganismu s ob-
sahem a replikaci vektoru- pro pfenos DNA
se sledem nukleotidd, ktery je kédem pro
insulin tak, Ze se z bunék extrahuje mRNA,
kteréd je kédem pro insulin, tato mRNA se
gisti, z této mRNA se syntetizuje cDNA se
sledem nukleotidf, ktery je kédem pro in-
sulin, nadeZ se cDNA uvede v reakci s vek-
torem pro pFenos DNA za vzniku vektoru
pro pfenos DNA se sledem nukleotidii, kte-
ry je k6dem pro insulin, a timto vektorem
pro pfenos DNA se transformuje mikroorga-
nismus, vyznatujici se tim, Ze se mRNA ex-
trahuje z buné&k, které obsahuji mRNA, kte-
rd je kédem pro insulin homogenizaci téch-
to bunék za pf¥itomnosti inhibitoru ribonuk-
ledzy s obsahem guanidiniumthiokyanétu a
g-merkaptoethanolu p¥i pH 5,0 aZ 8,0 k z&-
brang degradace mRNA ribonukledzou a
cDNA se uvede v reakci s vektorem pro pfe-

nos DNA tak, Ze se v prvnim stupni enzy-
maticky hydrolyzuje vektor pro pFenos DNA
restrik&ni endonukledzou ze skupiny Hind
III nebo Hsu I za vzniku vektoru pro pfe-
nos DNA s reaktivnimi konci, schopnymi
vzdjemného spojeni nebo spojeni s cDNA se
sledem nukleotiddi, ktery je kédem pro insu-
lin a ve druhém stupni se enzymaticky spo-
ji tento vektor pro pFenos DNA a cDNA,
majici sled nukleotidd, ktery je kddem pro
insulin pf¥i pouZiti DNA-ligdzy za pfritom-
nosti ATP a za vzniku vektoru pro pfenos
DNA se sledem nukleotidfl, ktery je kddem
pro insulin.

2. Zpisob podle bodu 1 pro p#stovani mik-
roorganismu s obsahem a replikaci vekto-
ru pro prfenos DNA se sledem nukleotidd,
ktery je kdédem pro insulin, vyznafujici se
tim, Ze se po prvnim stupni je3té podrobi
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enzymatické hydrolyze jakéhokoliv zakontCe-
ni s obsahem 5'-fosfatu ve vektoru pro pie-
nos DNA s reaktivnimi konci za vzniku vek-
toru DNA se zakonfenimi, kterd nejsou
schopna vzdjemného spojeni, avSak jsou
schopna spojeni s cDNA se sledem nukleo-
tidd, ktery je kodem pro insulin.

3. Zpdsob podle bodu 1 nebo 2, vyznadu-
jici se tim, Ze inhibitor ribonukledzy obsa-

huje 4 M guanidiniumthiokyandtu a 0,05 aZ
1,0 M g-merkaptoethanolu.

4. Zptsob podle bodu 3, vyznalujici se
tim, Ze inhibitor obsahuje 0,2 M g-merkapto-
ethanolu.

5. Zplisob podle bodu 2, vyznalujici se
tim, Ze se k enzymatické hyrolyze uZije alka-
lické fosfatazy.
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