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Vyndlez se tykd exprese genl v mikroor-
ganismech.

Genetickd exprese

Desoxyribonukleova kyselina obsahuje kod
pro bilkovinu, to znamené tak zvany struk-
turdlni gen a soucasné Fidici oblasti, které
zprostiredkovavaji expresi této informace tak,
7e vznikajl mista pro vazbu RNA polyme-
‘rdzy, mista pro vazbu ribosomfi a podobné.
Dochdzi k expresi bilkoviny z odpovidajici-
ho DNA v prib&hu nékolikastupiiového po-
stupu, ktery je moZno popsat nasledujicim
zplisobem:

1. Enzym RNA-polymerédza se aktivuje v
Fidici oblasti a pohybuje se podél struktu-
rdlniho genu, ¢imZ dochézi k transkripci
kédované informace do ribonukleové kyse-
liny (mRNA) tak dlouho, aZ dojde ke kon-
ci transkripce na podkladé& zvlaStnich ko-
donfi, které ji zastavuji. Ridici oblast to-
hoto typu je také nazyvana promotor.

2. Informace mRNA se pfenese riboso-
mem do bilkoviny, pro jejiZ sled aminoky-
selin je kodem uvedeny gen, k translaci do-
chazi k mist& signdlu pro poCatek transla-
ce, obvykle ATG (,,f-methionin®].

V souhlasu s genetickym kdédem specifi-
kuje DNA kaZdou aminokyelinu trojici ne-
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boli kodonem tii sousedicich nukleotidd,
které se voli ze skupiny adenosin, thymi-
din, cytidin a guanin, zkratkami pro tyto
nukleotidy jsou A, T, C neho G. Tyto nukleo-
tidy jsou zahrnuty v kodovém sledu DNA
s dvojitym Tetézcem, druhy, komplementéar-
ni retdzec je tvoren bdzemi, které jsou vé-
zadny vodikovym mistkem ke komplementéar-
ni bazi v kodovacim retézci. A je komple-
mentem pro T, C je komplementem pro G.
Podrobné jsou tyto skutefnosti popsdny na-
pfiklad v publikaci Benjamin " Lewin, Ge-
ne Expression 1, 2 (1974) a 3 (1977], John
Wiley and Sons., N. Y.

Stépeni a vazba DNA

Pro rekombinaci DNA je moZno uZit ¥a-
du zptisobii, podle nichZ je moZno zvlast-
nim zplsobem upravit jednotlivd zakond&e-
ni fragmentli DNA, tak, aby vazba byla
snadnéjsi. Jde zejména o tvorbu fosfodies-
terovych vazeb mezi sousednimi nukleoti-
dy, nejcastéji plsobenim enzymu T4 DNA Ili-
gazy. Timto zplsobem je moZno piimo véa-
zat jednotlivd zakonfeni. Je také moZno po-
stupovat tak, Ze fragmenty, které obsahu-
jl komplementérni jednotlivé Fetdzce je

mozno doplnit. Toto doplnéni je moZno pro-

vést vazbou nukleotidd plisobenim enzymu,
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obecné nazyvaného termindlni transferdza
nebo tak, Ze se od3t8pi €&st zakonceni en-
zymem — exonukledzou.

NejCastéji se vSak uZivd restrikéni endo-
nukleazy, kterd 8tépi fosfodiesterovou vaz-
bu tak, Ze vznikd fragment 4 aZ 6 parlt ba-

zi. St¥peni je provddéno na zcela zvlast- -

nich mistech, v nichZ mfiZe ke 3tépeni do-
jit. Je zndma ¥Fada restrikénich enzymu i
mista jejich plsobeni jak bylo popsdno na-
pfiklad v publikaci R. J. Roberts, CRC Cri-
tical Reviews in Biochemistry, 123 (Nov.
1976). Phsobenim celé Fady restrikénich en-
donukledz vznikaji kratké komplementarni
iseky s jednoduchym Fetézcem na konci
dvojitych fragmentd. Tyto fragmenty je pak
moZno vzdjemné vazat.

V pfipad8, Ze se 3t8pl uvedenym enzy-
mem dv& molekuly rlzného typu, vznikéd
novd molekula DNA, které je moZno dodat
integritu plsobenim enzymu ligdzy, &imZ
dojde ke spojeni jednoduchych zakond&eni.
Timto zplisobem je moZno uZit restrikénich
enzymil ke Sté€peni DNA s dvojitym Feté&z-
cem s ndslednou rekombinaci napfikiad pt-
sobenim T4 ligdzy s jinym Fetézcem.

Klonovani s rekombinantni DNA

Prostfedkem pro klonovéni je dvojitd DNA
nechromozomdini povahy, kterd obsahuje
neporuSeny replikon, takZe miZe dojit k
replikaci p¥i vélenéni do jednobuné&éného
organismu, napriklad mikroorganismu je-
ho transformaci. Takovy organismus se pak
¢asto nazyva transformantem. Prostfedky
pro klonovani jsou obvykle odvozeny z vi-
rli a bakterii, nejdastdji jde o DNA bakte-
ridlniho plivodu s dvojitym Fetdzcem, &ili
o plasmidy.

Na zdkladé pokroku v biochemii v po-
slednich letech bylo moZno sestrojit pro-
stfedky pro klonovdni napfiklad takové re-
kombinantni prostfedky, které obsahuji DNA
exogenniho ptivodu.

V nékterych pripadech miZe rekombi-
na&ni DNA obsahovat heterologni DNA, to
jest DNA, kterd je kédem pro polypeptidy,
které se obvykle v organismu, ktery je trans-
formovdn prostfedkem pro klonovédni ne-
produkuji. Postupuje se tak, 7e se plasmidy
Stépi restrikénim enzymem, &imZ se ziské
linedrni DNA se zakonfenimi, schopnymi
vazby. Tato zakonleni se vaZi na exogenni
gen se zakondenimi, schopnymi vazby, ¢im#
vznikd biologickd funk&ni skupina s ne-
poruSenym replikonem a s fenotypickou
vlastnosti, kterou je moZno pouZit p¥i se-
lekci transformantti. Rekombinaéni skupi-
na se pak véleni do mikroorganismu trans-
formaci a transformant se izoluje a klo-
nuje, ¢im% je moZno ziskat mnoZstvi organis-
mi, které obsahuji kopii exogenniho geinu
a ve zvlaStnich pf¥ipadech miZe dojit k ex-
presi bilkoviny, pro niZ je gen kédem. Po-
stupy pro tento pr¥ipad a potencidlni pouZi-
ti jsou shrouty v publikaci Miles Internatio-
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nal Symposium Series 10; Recombinant Mo-
lecules: Impact on Science and Society,
Beers and Bosseff, eds., Raven Press, N. Y.
(1977). ‘

Exprese rekombinantni DNA

Kromé pouZiti prostfedktti pro klonovdani
ke zvy3eni mnoZstvi genli replikaci byly ta-
ké provédd&ny pokusy k expresi bilkoviny,
pro niZ je uvedeny gen kdédem. V. né&kte-
rych pripadech byly tyto pokusy tuspé&$né.
Prvnim pFipadem byla exprese genu pro
hormon somatostatin plisobenim lac pro-
motoru v Escherichia coli, jak bylo popsé-
no v publikaci K. Itakura a daldi, Science
198, 1056 (1977). V posledni dobé se poda-
Filo dosdhnout exprese fetézce A a B lid-
ského inzulinu stejnym zplsobem a tyto
Fetézce vazat na vysledny hormon, jak by-
lo popsdno v publikaci D. V. Goeddel a
dalsi, Proc. Nat'l. Acad. Sci., USA 78, 106
(1979).

V kaZdém z téchto pFipadli byly geny
ziskdny v aplném stavu syntézou a v kaZ-
dém z té&chto pfipadd bylo uZito réznych
enzymil a sou¢asné bylo nutno chrénit pro-
dukt proti plisobeni proteolytickych enzy-
ma, které by zplsobily degradaci poZado-
vaného produktu. Bylo tedy nutno produkt
ziskat v konjugované formé, to znamend
spolu s dal3i bilkovinou, kierd zpisobila
ochranu proti uvedenym enzymim.

Mimo buitku pak bylo nutno tuto bilko-
vinu opét odStépit k ziskdni vysledného
produktu. Tyto postupy byly popsény v né-
sledujicich britskych patentech &. 2 007 675,
2007670 A, 2007676 A a 2008123 A.

Synteticky gen bylo moZno pouZit v né&-
kolika uvedenych pfipadech, ke skutetnym
potiZzim vSak dochédzi, jakmile jde o dale-
ko vétSi bilkovinné produkty, jako jsou ris-
tovy hormon, interferon a podobn&, proto-
Ze geny pro tyto latky jsou daleko kompli-
kované&j8i a neni moZno je snadno synteti-
zovat. Soucasn& by bylo velmi Zddouci, aby
doSlo k expresi t&chto latek, zejména bez
konjugované bilkoviny, to znamend, Ze je
nutno zvolit vhodny organismus, ktery by
mohl vytvafet poZadovany produkt.

Rada pracovnikf se pokougela dosdhuout
exprese genu nikoliv organickou syntézou,
aviak reverzni transkripci z odpovidajici
mMRNA, kterd byla ziskdna &isténim z tkéani.
Tento postup je vSak spojen s dvojim prob-
lémem. Reverzni transkriptdza miiZe zasta-
vit transkripci diffive, neZ je ziskédna sesta-
va cDNA nutnéd k ziskdni dplného sledu a-
minokyselin. Villa-Komaroff a dal§i napii-
klad ziskali cDNA pro krysi proinzulin bez
kodont pro prvni t¥i aminokyseliny prekur-
soru inzulinu, jak bylo popsano v publika-
ci Proc. Nat‘l. Acad. Sci.,, USA 75, 3727
(1978).

Reverzni transkripci mRNA pro polypep-
tidy, k jejichZ expresi dochéazi piisobenim
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prekursoru byla ziskdna cDNA pro prekur-
sor a nikoliv pro biologicky aktivni bilko-
vinu, kterd jinak v eukaryotické buiice
vznik4, v pripad&, Ze se odstrani enzymatic-
kym zplsobem Fidici sled. AZ dosud neby-
la prokédzana podobnd schopnost pro bakte-
ridlni builku, tak, Ze transkripty mRNA ved-
ly k expresi produktdl, které obsahovaly Fi-
dici sled prekursoru a nikoliv biologicky u-
¢innou bilkovinu jako takovou. Pro Kkrysi
proinzulin byl tento postup popsan v svr-
chu uvedené publikaci Villa-Komaroffa a
pro prekursor riistového hormonu krysy byl
postup popsédn v publikaci P. H. Seeburg a
dalsi. Nature 276, 795 {1978).

Je tedy moZno uzaviit, Ze aZ dosud poku-
sy o expresi lidskych hormon@ v bakteriich
nebo v expresi prekursorii t&chto hormonii
na podkladé transkripce mRNA vedly né-
hodné& pouze k produkci konjugovanych bil-
kovin, které bylo né&kdy obtiZné Stépit mi-
mo buiiku, jak bylo popsdno pro pfipad pe-
nicilindzy ve svrchu uvedené publikaci
Villa-Komaroffa a pro g-laktamazu ve svr-
chu uvedené publikaci Seeburgové.

Lidsky riistovy hormon

Lidsky r@stovy hormon (,,HGH") je vylu-
¢ovdn podvéskem mozkovym ¢&ili hypoly-
zou. Sestdva ze 191 aminokyselin a ma mo-
lekulovou hmotnost 21 500, je tedy tFikrat
véts$i neZ inzulin. AZ dosud bylo moZno lid-
sky rlistovy hormon ziskat pouze velmi prac-
nou. extrakci z omezeného zdroje, kterym
jsou hypofyzy z mrtvol. Nesnadnd dostup-
nost této 1dtky zplisobila i omezené poufZiti
pfi 1é¢bé hypofyzdrniho trpaslictvi a neby-
lo moZno pomy3let n 1é¢bu vice neZ 50 %
nejnutngjsich pripadd.

Bylo by tedy zapotfebli navrhnout nové
zplisoby pro ziskdni HGH a dalSich polypep-
tidd ve vétSim mnoZstvi, tato potfeba je
zv1a5t8 naléhava v plipadé polypeptidi, kte-
ré jsou prili§ veliké pro organickou synté-
zu nebo pro mikrobidlni expresi ze synte-
tickych genfi. Exprese hormonl savcl po-
moci transkripce mRNA by mohla pomoci
odstranit obtiZe, spojené se syntézou, aviak
aZ dosud dochédzelo pouze k vyrob& mikro-
bidlnich biologicky netiéinnych konjugéatq,
z nichZ bylo velmi obtiZzné odSt&pit poZado-
vany hormon.

Piedmétem vyndlezu je zplisob péstova-
ni Zivotaschopné kultury mikroorganismu s
obsshem replikovatelného prostfedku pro
klonovdni za soutasné exprese polypeptidu
se znamym sledem aminokyselin tak, Ze se
gen, ktery je k6dem pro polypeptid vé&leni
do prostfedku pro klonovani a je Fizen pro-
motorem pro expresi, vyznadujici se tim, Ze
se reverzni transkripci z mRNA ziskd prv-
ni fragment genu pro expresi produktu, od-
liSného od uvedeného polypeptidu, pficemZ
tento fragment obsahuje &ast sledu, ktery
je kédem pro uvedeny polypeptid, prvni
fragment obsahuje kodony, které jsou kédem

pro sled aminokyselin, odliSny od sledu v
polypeptidu, tento sled se oddé&li a ziska se
sled, ktery obsahuje fast kodu, pfifemZ ten-
to fragment v8ak je kédem pro produkt, od-
liSny od uvedeného polypeptidu, nadeZ se
provede organickd syntéza jednoho nebo
vétSsiho podtu fragmentl genu, které jsou
kodem pro zbytek sledu aminokyselin uve-
deného polypeptidu a alespoii jeden z téch-
to fragmentli je kddem pro koncovou ¢&ast
aminokyselin v uvedeném polypeptidu a
synteticky fragment nebo vysledny frag-
ment se spoji v replikaceschopném prostied-
ku pfi klonovani ve sprdvné fazi vzhledem
k <cob& navzajem zafizen! promotoru pro
expresi, {imZ dochdzi ke vzniku replikace-
schopnéiio prosiyedku pro klonovani, p¥i
jehoZ pouZiti dochéazi k expresi sledu ami-
nokyselin uvedeného polypeptidu, nade? se
prostfedkem pro klonovani transformuje
mikroorzanismus, ktery se péstuje v Zivném
prostfedi s obsahem Zivnych ldatek. Mikro-
hidln{ zdroje lidského rlstového hormonu
poprvé umoZiuii ziskdni v&i§iho mnoZstvi
hormonu k 1é¢b& hypofyzarniho trpaslictvi
a pro dalsi pouZiti, na némZ aZz dosud ne-
bylo moZno pomySlet vzhledem k omeze-
nému mnozstvi hormonu.

Jjde zeiména o difdzni Zaludetni krvéce-
nii, degeneraci Kkloubfl, 1é¢bu spélenin a ji-
nych ran, rdzné typy dystrofii a kostni néa-
hrady.

Vyniler bude dale popsan v souvislosti s
piiloZenymi vykresy, na nichZ jsou znazor-
néna vyhedné provedeni zpiisobu podle vy-
nélezu.

Na cobr. 1 je zndzornéno schéma pro kon-
sirukci fragmentu genu, kiery je kodem pro
prvnich 24 aminokyselin lidského ristové-
ho hormonu spolu se signdlem pro start
ATG a s vaznymi misty, jichZ se uZiva pf¥i
klenovéani. Sipka v kodu, ¢ili hornim Fetdz-
ci {(U) a komplementarnim neboli doinim
fetézei (L) oznaluoje cligonukleotidy, kte-
ré hyly spojeny za vzniku zndzornéného
fragmentu.

Na cobr. 2 je zndzornéno spojeni oligonu-
kleotidlt U a I, za vzniku fragmentu genu z
obr. 1 a jeho v€lenéni do plasmidu za tde-
lem klonovani.

Na obr. 3 je znéazornén sled DNA, a to
pouze kobdovaci Fetézec po piisoheni re-
strikéniho enzyiz- Hae I1II na transkript
mRNA hypofyzy, pFi¢emZ jsou &islovany a-
minokyseliny rlistového hormonu, pro kte-
ré je tento sled kodem. Jsou také oznacle-
na mista pro piisoteni resiriktnihe enzymu,
napfiklad tisek DNA po kodonu, ktery za-
stavi translaci mRNA.

Na obr. 4 je znazornéna konstrukce pro-
sttedku pre klconovéni z fragmentu genu,
ktery je koédem pro aminokyseliny lidské-
ho ristového hormonu a konstrukce toho-
to fragmentu genu jako komplementdrni
DNA reverzni transkripci z mRNA, izolo-
vané z hypofyzy.
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Na obr. 5 je znadzornéna konstrukce plas-
midu, ktery zplisobi v bakterii expresi lid-
ského rfistového hormonu, a to pofinaje
plasmidy z obr. 2 a 3.

Obecnym postupem vyndlezu je kombi-
nace jednoduchého prostfedku pro klono-
vani z vétsiho podtu fragmentu genu, kte-
ré jsou kdédem pro expresi poZadovaného
produktu. Alespoil jeden fragment musi byt
cDNA-fragment odvozeny reverzni firans-
kripci z mRNA, izolované z tkédné, jak bylo
popsédno v publikaci A. Ullrich a dalsi,
Science 196, 1 313 (1977). Tato cDNA je pod-
statnou dasti, s vyhodou alespori prevéaz-
nou €asti kodontt pro poZadovany produkt,
zbyvajici ¢ast genu je doplnéna synteticky.
Synteticky fragment a fragment vznikly
transkripci mRNA se sklonuji oddélend,
8imZ se ziskd vétSI mnoZstvi téchto frag-
mentl pro pFSti vzdjemnou vazhu.

Celd rada podminek ovliviiuje rozdéleni
kodondi pro vysledny produkt mezi synte-
tickou &ést a Cdast, ziskanou transkripci, jak
je popsdno napfiklad pri ziskdni komple-
mentarni DNA v publikaci Maxam a Gil-
bert, Proc. Nat‘l. Acad. Sci. USA 74, 560
(1977). Komplementdrni DNA, ziskanad re-
verzni transkripci bude vZdy obsahovat ko-
dony alespoil pro tu koncovou &ast poZado-
vaného produktu, kterd obsahuje karboxy-
skupinu a dalSi kodony pro mRNA, u niZ
nedoslo k translaci, a to smérem od signé-
lu pro ukoné€eni translace, ktery je nejbli-
Ze karboxylové skupiné. P¥itomnost DNA pro
RNA, u niZ nedo3lo k pFrenosu neméa vy-
znam, i kdyZ je moZno odstranit p¥ili§ dlou-
hé fFetézce tohoto typu, napiiklad od§tépe-
nim restrikénim enzymem, aby bylo moZno
zachovat buné&éné zdroje, uZivané pri repli-
kaci a expresi DNA poZadovaného produk-
tu. Ve zvla8tnich piipadech bude ¢cDNA ob-
sahovat kodony pro cely poZadovany sled
aminokyselin a dalSi kodony smérem od a-
minokyseliny poZadovaného produktu. Na-
pfiklad prevdZna ¢dst polypeptidovych hor-
monill nebo snad vSechny tyto hormony se
ziskajl z prekursorl, které obsahuji ¥Fidici
nebo signdlni sled bilkoviny, tak, jak je na
tuto bilkovinu v4zan napfiklad p¥i priicho-
du bun&tnou membranou. PFi expresi z eu-
karyotickych bun&k jsou tyto sledy enzy-
maticky odstrafiovany, takZe hormon se do-
stdva do periplazmatického prostoru ve své
volné, biologicky ufinné formé&. Neni v3ak
moZno ocekdvat, Ze mikrobidlni buiiky spl-
ni tutéZ funkci a je tedy Zadouci odstranit
uvedené sledy a ridici sledy z transkriptu
mRNA. V tomto p¥ipadé je v3ak ztracen i
signdl pro pocatek a obvykle také n&které
kodony pro vysledny produkt. Synteticka
sloZka takto ziskaného genu tedy doplni ty-
to ztracené kodony i novy signdl pro start,
v pfipad8, Ze prostfedek pro pienos hyb-
ridniho genu nemd signdl pro start.

Odstranéni ridiciho sledu z ¢cDNA prekur-
soru riistového hormonu je moZno provést
pomé&rng vyhodnym zplsobem, protoZe ten-

8

to sled aohsahuje misto pro plisobeeni re-
strik&niho hormonu. Zpiisob podle vynéle-
zu je vSak moZno provadét i v pfipadés, Ze
se takové misto ve sledu nenachézi a i bez
ohledu na moZnost ziskdni takového mista
dostatedné blizko aminokyseliny poZadova-
ného polypeptidu, ¢imZ je nutno syntetizo-
vat vétsi isek genu, ktery nelze odvodit od
mRNA. To znamend, Ze v jakémkoliv kodu
cDNA pro poZadovany polypeptid se miiZze
objevit i sled, ktery inaktivuje vysledny pro-
du pro poZadovany polypeptid. Je pak moZ-
no postupovat tak, Ze se gen rozdéli ve zvo-
leném peptidu a odstrani se neZadouci ¥i-
dici sled nebho jiny sled. Je tedy moZno §té&-
pit danou c¢DNA jako:

! !
H Lt 7
REPTRNRN I
i |
H
§ b
Y PIAAL OO EOATT T
\
TN

4 AATTCCOUATAGCA -,

Rl

&
v
y__ -
Y

~

[

P e

kde konec Stépeni je zndzornén Sipkou, re-
akéni pedminky pro exonukledzu je moz-
no volit tak, aby byly odstranény horni sle-
dy a a b, nateZ Sl nukledza automaticky
odstrani spodni sledy ¢ a d. Je také moZno
postupovat pFesnéji tak, Ze se uZije DNA po-
lymerédza za ptritomnosti desoxynukleotid-
trifosfatdl [d (A, T, C, G) TP].

Ve svrchu uvedeném pFipadé tedy DNA
polymerédza za pfitomnosti dGTP odstrani
sled ¢ a zastavi se u G, Sl nukleaza pak od-
Stépi sled a, DNA polymerédza za pfFitom-
nosti dTTP odStépi sled d a zastavi se u T
a Sl nukledza pak odSt&pi sled b atd. Ten-
to zplisob je popsdn v publikaci A. Korn-
berg, DNA Synthesis, str. 87 aZ 88, W. H.
Freeman a Co., San Fancisco (1974).

S vyhodou je moZno jednoduchym zpliso-
bem postupovat tak, Ze se vytvori misto pro
pisobeni restrikéniho enzymu na vhodném
misté c¢DNA, kterd je kédem pro poZadova-
ny produkt zplisobem, uvedenym v publika-
ci A. Razin a dal8i, Proc. Nat‘l. Acad. Sci.
USA 75, 4268 (1978). Timto zp@isobem se
nahradi jedna nebo vE&t3i pofet béazi v exis-
tujicim sledu DNA, pfitem? se uZije vhod-
ného substituentu. Alespoil sedm tisekdl o
étyFech pérech bézi je zndmo pro zndmé re-
strik&ni enzymy, to jest AGCT (Alu I}, CCGG
{Hpa 1I), CGCG (The 1), GATC (Sau 3A},
GCGC (Hha), GGCC (Hae III), a TCGA (Tag
I).
V pfipadé&, Ze sled cDNA obsahuje sled,
ktery se od mista plisobeni restrikéniho en-
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zymu odliSuje jedinou béazi, coZ je statistic-
ky velmi pravdépodobné, je moZno tuto bé-
zi nahradit tak, Ze se ziskd cDNA, kterd ob-
sahuje sprdvnou bézi a tedy Zadané misto
pro pisobeni restrikéniho enzymu., St&pe-
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nim se pak oddé&li DNA od neZddouciho ¥i-
diciho sledu, nate? se syntézou nahradi ko-
dony, jichZ je zapotfebi k expresi Gplného
polypeptidu. Postupuje se naptiklad nasle-
dujicim zplisobem:

kodony pro pozadovany

1

4

doplnénf mista pro plsobent
restrik&niho enzymu

—

synteticky sled &

ot
\j/

produkt -—"*‘>{

k__w tidici  gled
— 3- ”*-"—'}-'

CAGG ~—

cDNA

)
\
- 5

|

[olelele ~—~-$———l

Hpa II

4

B

‘;...

kodony pro poiadovgn?

-t Cdstetné synte-
tickd DNA

produkt

Te samozfejmé, Ze je moZno vélenit v
pripadé& potieby i del§i mista pro piisobeni
restriktntho enzymu nebo v&lenit nékolik
mist nebo postupné vytvofit restrikéni mis-
to o &tyfech pélrech bédzi i tehdy, kdy sled
obsahuje pouze dvé béaze.

MiiZe byt Zadouci, aby nedoSlo pouze k
expresi sledu aminokyselin poZadovaného
produktu, nybrZz soufasn& k expresi cizo-
rodé, av8ak specificky usporddané bhilkovi-
ny. Jako piiklad mlZe byt uvedeno né&kolik
moZnosti. Polosynteticky gen miZe byt na-
priklad heptenem nebe jnou, z imunolocic-
kého hlediska urdéujici 1&tkou, pfitemZ k i-
munologické reakci miZe dojit p¥i spoje-
ni s dal3i bilkovinou, €imZ vznikne vakei-
na. Podobny zplisob je popsan napiiklad v
britském patentu & 2008 123A. MiZe byt
také Zadouci, aby doSlo k expresi poZado-
vaného produktu ve spojeni s dalsi, bhiolo-
gicky netnidinnou bilkovinou s ndslednym mi-
mobuné&énym odStépenim této bilkoviny za
vzniku G¢inné formy. Je rovnéZ moZno po-
stupovat tak, aby signédlni polypeptid pfed-
chézel poZadovanému produktu, tak, aby
bylo moZno dosdhnout produkce i priécho-
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du bun&¢nou membrdnou, pokud oviem ie

siondlni peptid moZno odS$tépit. Mimoto je
moZnun vZit cizorodého konjugédtu, uréené-
ho k specifickému odSt8peni mimo buliku
tak, aby bvly chrédn&ny produkty, které by
jinak bylv rozloZeny endogennimi protedza-
mi mikrobidlni buiiky. Alespoil v posledunich
tfech pripadech je moZno k doplnéni kb-
dového sledu transkriptu mRNA uZit ko-
dondt pro sled aminokyselin, ktery je spe-
cificky odstépitelny nap¥iklad plisobenim
enzvmu. Trypsin nebo chyvmotrypsin, napii-
klad specificky Stépi vazby arg—arg nebo
lys—1lvs. iak bylo popsdno v britském pa-
tentu &. 2 008 123A.

Z toho. co bylo uvedeno je zFeimé, Ze ve
svém nei§ir§im vyznamu dovoluje zplsob
podle vynélezu Ffadu moZnosti. Je moZno po-
stupovat napf¥iklad nésledujicim zpfisobem:

— U%ije se transkriptu mRNA, ktery je
kédem pro podstatnou ¢dst sledu aminoky-
selin Zadaného polvpeptidu, avSak p¥i viast-
ni expresi doSlo k produkci odlisného
polypeptidu, a to bud o néco mensiho, ne-
bo o néco mendiho neZ poZadovany pro-
dukt.
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- Odstrani se kodony pro sled aminoky-
selin, ktery se 1i3i od sledu v poZadovaném
produktu.

— Organickou syntézou se ziskaji frag-
inenty, které jsou kddem pro zbyvajici &ast
poZadovaného sledu. .

-— Transkript mRNA a synteticky frag-
ment nebo fragmenty se spoji a véleni do
prostfedku pro klonovédni, pro replikaci a
expresi poZadovaného produktu bez konju-
s;ované bilkoviny nebo poZadovaného pro-
duktu s konjugovanou bilkovinou, kterd je
specificky odStépitelnd z vysledného pro-
duktu. '

Je samoziejmé, %e v kaZdém piipadg hu-
de produkt zadinat aminokyselinou, pro ni’
je kodem signdl pro start, napiiklad v pfi-
padé ATG jde o f-methionin. Tato ¢&dst bu-
de patrné& uvnit¥ buiiky odstran&na nebo v
kaZdém pripadé neovliviiuje biologickou 1u-
¢innost vysledného produktu.

PrestoZe zptisob podle vynédlezu je obec-
nym zplsobem pro vyrobu cennych bilko-
vin v€etn# protildtek, enzymii a podobng, je
zv1aSt8 vhodny k dosaZeni exprese hormo-
nt savcd typu polypeptidd a jinych latek s
lé¢ebnym pouZitim, jako jsou glukagon, gas-
trointestindlni inhibi¢ni polypeptid, polypep-
tid ze slinivky b¥iSni, adrenokortikotropni,
g-endorfiny, interferon, urokinaza, fakto-
ry, ovliviiujici srdZeni krve, lidsky albumin
a podobné.

Vynélez bude osvétlen néasledujicim p¥i-
kladem, v némZ je konstruovan polysynte-
ticky gen, ktery je kédem pro lidsky riisto-
vy hormon, tento gen je klonovan a doché-
zi k jeho mikrobidlni expresi.

Priklad

Konstrukce a exprese prostiedku pro klo-
novéani lidského rfistového hormonu

1. Klonovéani fragmentu po St&peni Hae III,
ziskaného z transkriptu mRNA
(obr. 3 a 4)

Polyadenylovand mRNA pro lidsky riisto-
vy hormon (HGH]) byla pripravena z nédo-
rl,, produkujicich lidsky ristovy hormon
zpusobem, ktery byl popsadn v publikaci A.
Ullrich a dal3i. Science 198, 1313 (1977).
1,5 ug cDNA s dvojitym Fetézcem (ds) by-
lo pFipraveno z 5 pg této RNA zplsobem,
popsanym v publikaci Wickens a dalsi, .
Biol. Chem. 253, 2483 (1978) s tim rozdi-
lem, Ze bylo uZito RNA polymerdzy ,,Kleno-
wilv fragment®, popsané v publikaci H. Kle-
now, Proc. Nat‘l. Sci. USA, 63, 168 (1970)
misto DNA polymerdzy [ p¥i syntéze dru-
hého fetézce. Mista pro plisobeni restrik-
¢nich endonukledz v restrikénim enzymu
jsou rozloZena tak, Ze misto pro pflisobeni
Hae 111 je uloZeno v 3' nekddovaci oblasti
a v kodovaci oblasti pro aminokyseliny 23 a
24, jak je zndzornéno na obr. 3. P¥i pliso-
beni Hae III na ds cDNA rastového hor-
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monu poskytuje fragment DNA o 551 péarech
bazi (bp), ktery je kédem pro aminokyseli-
ny 24 az 191 rlstovéhe hermonu. Timto zpl-
sobem bylo zpracovdno 90 ng cDNA enzy-
mem Hae II, nafeZ byla provedena elektro-
foréza na 8% polyakrylomidovém gelu a
oblast pi#i 550 bp byla vymyta. Timto zpfi-
sobem byl ziskdn p#ibliZn® 1 ng cDNA.

Plasmid pBR322 byl pfipraven zpiisohem
podle publikace F. Bolivar a dali, Gene 2
(1977) str. 95 aZ 113 a byl uZit jako pro-
stfedek pro klecnovani svichu uvedené cDNA.
Tento plasmid byl pln& popsdn v publika-
ci J. G. Sutcliffe, Cold Spring Harbor Sym-
posium 43, 70 (1978), jde o replikaceschop-
ny plasmid, ktery pfeddvéa resistenci proti
ampicilinu i proti tetracyklinu vzhledem ke
v&lenéni odpovidajicich genti (AP" a Tcb,
jak je znazornéno na obr. 4), a ktery ob-
sahuje mista pro pfisobeni restrikénich en-
zymi Pst I, EcoRI a Hind I1I, jak je na obr.
4 rovnéZ znazornéno. )

Ziskaji se $tépné produkty plisobenim en-
zymu Hae III a Pst 1. Pak se uZije zpiiso-
bu podle publikace Chang A. C. Y. a dal-
§1, Nature 275, 617 (1978) k doplnéni zis-
kanych zakonCeni pii Stépeni uvedeného
plasmidu enzymem Pst I a po pfisobeni en-
zymu Hae III na transkript mRNA, frag-
ment cDNA se v&leni do plasmidu pBR322
v misté po Stépeni enzymem Pst I, takZe se
ziskd zpét misto pro Stépeni enzymem Hae
111

v cDNA a dojde k restituci
mist pro pisobeni enzymu Pst [

na kazdém konci vélené&ného sledu.

Bylo tedy uZito termindlni desoxynukleo-
tidyltransferdzy (TdT) k pripojeni piibliZ-
né 20 zbytkd dC k 3‘-zakondeni, jak bylo
popsédno ve svrchu uvedené publikaci Chan-
ge A. Y. C. 60 ng plasmidu pBR322 po pi-
sobeni enzymu Pst I bylo spojeno s piibliz-
né 10 zbytky dG na 3'-zakonfeni. Po spo-
jeni ds cDNA se zbytky dC s vektorem DNA
se zbytky dC, které bylo provedeno ve 130
@l 10 mmol Tris-HCl o pH 7,5, 100 mmol
NaCl, 0,25 mmol EDTA byla sm8s zahfata
na 70 °C, nechala se zchladnout v prith&hu
12 hodin na teplotu 37 °C, pak v prib&hu 6
hodin na teplotu 20 °C a pak byl materidl
uzit k transformaci Escherichia coli x1 776.
Analyza sledu DNA plasmidu pHGII31 klo-
novaného v x1776 zplsobem, popsanym v
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publikaci Maxam a Gilbert, Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA 74, 560 (1877) potvrdila kodony
pro aminokyseliny 24 aZ 191 rlistového hor-
monu, jak je znézornéno na obr. 3.

Escherichia coli K—12 kmen x1 776 mA
genotyp F~ tonA53 dapD8 minAl supE42
A40(gal-uvrB) A = minB2 rfb-2 na 1A25 oms-
-2 thyAS57* metC65 oms-1 A29(bioH-asd)
cycB2 cycAl hsdR2. Kmen x1 776 byl potvr-
zen National Institutes of Health jako EK2
vektor. ,

Kmen x1776 potfebuje ke svému rilistu
kyselinu diaminopimelovou {DAP} a nenfi
schopen syntetizovat mukopolysacharid ky-
selinu kolanovou. Dochazi tedy k omezeni
jeho riistu nebo k jeho eliminaci v prostie-
di, kde se kyselina diaminopimelovd ne-
vyskytuje, avS8ak prostfedi jinak obsahuie
dostateCné mnoZstvi Zivin pro bunéény me-
tabolismus a rist. Kmen také vyzaduje pf¥i-
tomnost thyminu nebo thymidinu a doché-
zi k rozkladu jeho DNA v pfipadég, Ze Zivné
prostfedi neobsahuje thymin a thymidin, i
kdyZ obsahuje dostatetné mnoZstvi Zivin pro
metabolickou ufinnost. Kmen x1 776 je vel-
mi citlivy na pritomnost Zlu¢i a neni scho-
pen pieZiti v zaZivaci soustavé krysy. Ten-
to kmen je také nesmirné citlivy na smaé-
¢edla, antibiotika a jiné 1é€iva chemické 14t-
ky. Neni schopen se zotavit po ozéfeni ul-
trafialovym svétlem a je velmi citlivy na
sluneéni svétlo, daleko citlivéj§i neZ jiné
typy Escherichia coli. Kmen x1776 je v3ak
odolny proti riiznym fdgim, a je velmi ob-
ti¥né vilenit rdzné plasmidy vzhledem k
pfitomnosti rdznych mutaci. Tente kmen je
odolny proti kyseling nalidixinoveé, cykle-
serinu a trimethoprimu. Tyto latky je tedy
moZno pfiddvat k Zivnému prostfedi k Ii-
zeni rfistu tohoto kmene a k jeho ochrané
proti kontamivaci jinymi kmeny v pribéhu
transformace.

Kmen x1776 méd generatni decbu ptibliz-
né 50 minut v Zivaém prostiedi L nebo v
prostiéedi Penessay pri pFidani 100 wz DAP/
/ml a 4 ug thymidinu/ml a dosahuje ko-
nedué hustoty 8 az 10 x 108 bunék/ml ve
staciondrni fdazi. Opatrné michani a trepé-
ni kultury po dobu 1 aZ 2 minut zajisti rov-
nomérnou suspenzi bunék, které si ucho-
vivaii 100% Zivotnost. Dalsi podrobnosti,
tykaijici se kmene x1776 je moZno ziskat
v publikaci R. Curtis a dalsi, Molecular Clo-
ning of Recombinant DNA, 99 aZz 177, Scott
a Werner, eds., Academic Press (N. Y. 1977].
Kmen x1776 byl uloZen ve sbirce Ameri-
can Type Culture Collection (3. Cervence
1979, &. ATCC 31537) a je k dispozici hez
cmezeni.

2. Konstrukce a Kklonovani syntetického
fragmentu genu {obr. 1 a 2]

Konstrukce polosyuntetického genu pro
lidsky rastovy hormon zahrnuje konstrukci
syntetického fragmentu s mistem po 3té-
peni restrikéni endonukledzou tak, aby ten-
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to fragment mohl byt spojen s transkrip-
tem mRNA. Jak je zndzornéno na obr. 1,
syntetickd ¢ést genu pro prvnich 24 ami-
nokyselin lidského riistového hormonu ob-
sahuje misto pro Stépeni enzymem Hae III
za aminokyselinou 23. Distdlni konec synte-
tického fragmentu je opatfen skupinou, kte-
ra dovoluje jeho pfipojeni k jednoduchému
fetézci, ktery se ziskd tak, Ze se Stépi re-
strikéni endonukledzou plasmid, k n&muZ
bude pripojen transkript mRNA spolu se
syntetickym fragmentem.

Jak je znédzarnéno na obr. 1 5° zakonfeni
dvojitého fragmentu méa zakon&eni pro pfi-
sobeni restrikénich endonukledz EcoRI a
Hind III, aby byla usnadnéna konsirukce
plasmidu. Kodon pro methionin na levém
kenci je zaroveil mistem pro pocatek trans-
lace. Dvandct rlzaych oligonukleotidli, ob-
sahujici 11 aZ 16 bazi bylo syntetizovéno
zlapSenon fosfotriesterovou metodou, po-
psanou v publikaci Cres, R. Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA 73, 5765 (1978). Tyto oligo-
nukleotidy U, aZ% U; a 1, aZ I; jsou oznace-
ny Sipkami.

10 ug U, a% Ug a Lo aZ Lg bylo fosforylo-
véno pfi pouziti T, polynukleotidkindhy a
(y?2-P)ATP zndmym zplsobem, popsanym
v publikaci Geeddel D. V. a dalsi, Proc.
Nat‘l. Acad. Sci. USA 76, 106 (1979].

Byly provedeny t#i oddg&lené reakce, ka-
talvzované T, ligdzou. 10 ug 5-OH frag-
mentu U, bylo spojene s fosforylovenym
U., Ly a Lg fosforylované Uy, Ug Ly a Ly
byly spojeny a 10 wg 5-OH fragmentu I
bylo spojeno s fosforylovanym L., U; a U
Tyto vazné reakce byly provédény pfFi tep-
1cté 4 °C po dobu 6 hodin ve 300 !l 20 mmo-
It Tris-HCl o pH 7,5, mmol MgCl,, 10 mmo-
1 dithiothreitolu, 0,5 mmolu ATP p# po-
u7iti 100 jednotek T, ligdzy. TFi reakeéni
smési pak byly slity, bylo p¥idano 100 jed-
notek T, ligdzy a reakce probihala 12 ho-
din pf¥i teplotd 20 °C.

Smés byla vysrédZena ethanolem a bvla
provedena elektroforéza na 10% polyakryl-
amidovém gelu. Pas, oznaCujici fragment s
84 pary bazi byl vyjmut z gelu a oddélené
vymyvan. 1 ug plasmidu pBR322 byl zpraco-
vaun plsobenim enzymu EcoRI a Hind 111,
velky fragment byl izolovdn elektroforé-
zou na gelu a navizan na synteticknu DNA.
Smé&s byla uZita k transformaci Escherichia
coli, K—12 kmen 294 (end A, thi~, har-,
ham,*). Kmen 294 byl uloZen 30. fijna 1978
v American Type Culture Collection [ATCC
¢. 31 446) a je k dispozici bez omezeni. PFi
analyze sledu zphsobem podle svrchu uve-
dené publikace Maxama a Gilberta na vile-
néném tuseku po plisobeni restrikénich en-
donukledz EcoRI a Hind III na plasmid
pHGH3 potvrdila strukturu z obr. 1.

3. Konstrukce plasmidu pro bakteridlni ex-
presi lidského riistového hormonu (obr,
5]
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Pii pouZiti syntetického fragmentu v
pHGH3 a mENA transkriptu v pHGH31 byl
konstruovan replikaceschopny plasmid, kte-
ry obsahoval oba fragmenty, a- to p¥i po-
uZiti plasmidu pGH6, jak je zndzornéno na
obr. 5. Tento plasmid, ktery obsahuje spo-
jené lac promotory byl poprvé konstruovéan
ndsledujicim zplisobem. Fragment o 285 pé-
rech bdazi po plisobeni endonukledzy Eco RI
s obsahem 95 péardt bazi UV5 lac promoto-
ru, oddéleného 95 pary bazi heterologniho
DNA fragmentu byl izolovdn z plasmidu
pKB268 zplisobem podle publikace K. Back-
man a dal8i Cell, sv. 13, 65 aZ 71 (1978).
¥ragment o 285 parech bazi byl vélenén do
mista pro St&peni enzymem Eco RI v plas-
midu pBR322 a klon pGHI1 byl izolovan po-
moci promotoru, orientovany spravnym
smérem vzhledem ke genu pro odolnost pro-
ti tetracyklinu. Misto pro pflisobeni enzymu
Eco RI distdlné& vzhledem k uvedenému ge-
nu bhylo rozruSeno plsobenim tohoto enzy-
mu a jedunoduchy fetézec s timto zakonde-
nimm byl izolovdn pomoci DNA polymerazy
1 s naslednym spojenim vzniklych zakon-
¢eni. Vysledny plasmid pGH6 obsahuje je-
diné misto pro plisobeni enzymu Eco RI ve
sprdvné poloze vzhledem k promotoru, do
tohoto misto je moZno vioZit Uplny gen pro
lidsky riistovy hormon.

K ziskani syntetického fragmentu pro spo-
jeni s transkriptem RNA bylo roz§t&peno
10 usz plasmidu pHGH3 pisobenim enzymil
FEcoRI a Hae III a fragment o 77 pérech
bédzi s obsahem Zddaného sledu pro amino-
kyselinu 1 aZ 23 lidského riistového hormo-
nu byl izolovdn na 8% polyakrylamidovém
geln,

5 ug plasmidu pHGH31 bylo pak rozitépe-
uo enzymerma Hae III. Sled lidského risto-
vého hormonu o 551 pdrech bazi a fras-
ment po Stépeni plasmidu pBR322 enzymem
Hae III o 540 parech bézi byly €i§tény elek-
troforézou na gelu. Po $t&peni pdisobenim
enzymu Xma I byl od3t8pen pouze sled pro
lidsky riistovy hormon, ktery oddé&lil 39 pa-
rit hazi od oblasti v blizkosti 3‘-zakonteni,
kterd nebyla kodem pro tento hormon. Vy-
sledny fragment o 512 pdrech béazi byl od-
délen od fragmentu o 540 pédrech béazi, zis-
keéncho z plasmidu pBR322 §tépenim enzy-
mem Hae III elektroforézou na 6% poly-
akrylamidovém gelu. 0,3 wg fragmentu o
77 péarech bazi po $t8peni enzymy EcoRI a
Hae III bylo polymerovdno plisobenim T,
ligdzy v 16 wul reakéni smési po dobu 14
hodin p¥i teploté 4 °C. Smés byla zahfiva-
na na teplotu 70 °C po dobu 5 minut k inak-
tivaci enzymu a pak byla podrobena piso-
beni enzymu EcoRI k odSt8peni fragmen-
td, které byly podrobeny dimerizaci na mis-
tech pro pilisobeni tohoto enzymu, a piiso-
beni enzymu Swa [ k rozs§tépeni dimerti v
misté plisobeni Sma I, §im# byl ziskén frag-
meat o 591 pdrech bazi se zakon&enimi,
vzniklymi po pidsobeni enzymu EcoRI, za-
konfeni po plsobeni enzymu Sma I nebyla
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schopna se op&t vazat. Po &isténi na 6% po-

lyakrylamidovém gelu bylo ziskdnc pfi-
bliZné& 30 ng tohoto fragmentu. Je nutno u-
vést, Z¢ plasmid pGHS neobahuje misto pro
plisobeni enzymu Xma I. Na druhé strand
misto pro plsobeni enzymu Sma I je totéz
jako pro plisobeni enzymu Xma I, av3ak roz-
déleni probihd uprostifed tohoto mista a
vznikid zakonéeni nejsou schopna se navza-
jem opé&t vdzat. To znamend, Ze fragment po
roz8tépeni enzymem Sma I, ziskany Stépe-
nim plasmidu pHGH31 je moZno navizat na
plasmid pGHS.

Plasmid pGHG6, ktery obsahuje promotory
lac UV5 byl postupné zpracovdvan plsobe-
nim enzymu Hind III, nukledzy Sl a Fco RI
a byl ¢iStén elektroforézou na gelu. 50 mg
vysledného vektoru, ktery obsahoval jedno
misto pro plisobeni enzymu EcoRI a jedno
jeho zakondeni bylo vazédno na 10 nz DNA
lidského rfistového hormonu o 591 pérech
bézi. Tato smés byla uZita k transformaci
Escherichia coli kmene x1776. Kolonie by-
ly izolovdny s ohledem na riist na prostie-
di, které obhsahovalo 12,5 ug tetracyklinu/
/ml. Je nutno uvést, Ze vélenéni hybhridniho
genu pro lidsky rstovy hormon do plasmi-
du pGHE zni¢i promotor pro cdoinest pro-
11 tetracyklinu, avSak svrchu uvedeny lac
promotor dovoluje sprivné odefteni struk-
turdlnibo genu pro odoluost proti tetracyk-
liny, takZe tato vlastnost, umoZiiujici spréav-
nou selekci kolonii je zachovdna. Timto
zplisobem bylo ziskdno piiblizng 400 trans-
formantl. Pri hybridizaci podle publikace
Grunstein - Hogness, Proc. Nattl. Acad. Sci.
USA, 72, 3861 (1975) bylo prokdzdno 12
kolonii, které obsahovaly sled pro lidsky
riistovy hormon. Plasmidy, izolované ze i¥i
z t8chto kolonii mély poZadovanda mista pro
S§tépeni enzymem Hae III, Pvu II a Pst I
Byl rovné&Z stanoven DNA sled pro jeden
klon plasmidu pGHG107.

Lidsky rfistovy hormon, k jehoZ expresi
doslo transformanty bylo moZno snadno
zjistit pFimou radiocimunologickou zkous-
kouv, kterd byla provedena na zfedovacich
sériich supernatantd rozrufenych bunék pii
pouZiti zkuSebni sestavy HGIH PRIST (Far-
macia).

Aby bylo moZno prokdzat, ¥e exzprese lid-
ského ridstového hormonu je Fizena lac
promotorem byl transformovéan plasmid
pPGHG 107 do Escherichia coli kmene D1 210
[lac + (i%0 + z'y +)], u n&hoZ dochézi Kk
nadprodukci lac represoru. DosaZzené hla-
diny exprese lidského riistového hormonu
neni moZno prokazat di¥ive neZ po pfidani
IPTG (isopropylthiogalaktosid).

Odstran&nim mista pro plisobeni enzymu
EcoRI v plasmidu pGH107 by byl oddélen
ATG siznél pro start v téZe vzdélenosti od
kodont, vaZicich ribosom lac promotoru, ja-
ko je tomu v pFirodnim stavu a soudasn#d
signal pro start pro fg-galaktosiddzu. Aby

bylo moZno zjistit, zda by exprese byla zvy-
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Sena napodcbenim tohoto pFiroedniho sta-
vu, byl pfeveden plasmid pGH107 na plas-
mid pGH107—1 otevienim plisobenim enzy-
mu Fco RI 8 padsobenim Sl endonukledzy na
vyslednd jednoduché ret€zce s obnovenim
kruhu plsobenim T, ligdzy. PrestoZe vv-
sleday plasmid bylo moZno pouZit k dosaZe-
ni exprese lidského rdstového hormonu, ne-
byla tato exprese vyS8i neZ pii pouZiti plas-
midu pGHi07, jak bylo moZno prokéazat pri-
no cadiolmunolozickou zkovsdkou.

lo ziejmé, Ze zpliseb podle vynélezu ne-
e byt omezen na uvedené vyhodné pro-
vedeni, nybrZz je timto provedenim pouze
ilustrovan. Je moZno uZit dalsich variaci, a
to jak co do volby promoetoru, plasmidu, tak
do volby vysledného polypeptidu a podob-
né. Je moZno nap¥iklad uZit jiné promotory,
jako jsou promotor lami:da, operoa pro ara-
bingzu (phi 80 & ara) nebo kolicin E1, za-
laktozn, alkalickou fosfatdzu nebo promo-
tor pro trypiofau.

Je moZno uZit jiné organismy pru exproe-
si, napPfiklad z Celedi Enterobacteriacean,
napriklad kimeny Escherichia coli a Salmo-
nella, Dacillaccae, napriklad Bacillus subti-
lis, Puewmococcus, Streplococcus a Homes
philus influenzae. Je samnziejmeé, Ze volha
orgendsmu oviivad klonovéani a expresi, kie-
ra by méla byt provedena v sonhlase s pred-
pisy, vydanymi National Institutes of Helath
Guidelines for Recombinant DNA, 43 Fad.
Reg. 60 080 (1978].

Zptsobh podle vyndlezu, tak, jak byl po-
psén ve svrchu uvedeném piikladu na Esche-
richia coli kmen x1776 byl provadén v lo-
boratornim meéfitku. Bylo by viak mozno
jej provddét pouze v omezeném pramyslo-
vém méritky, vzhledem k potencidlnimu hio-
logickému nebezpedi. }iné mikroorganismy,
napftiklad Escherichia coli K—12 kmen 294
a Escherichia coli kmen RR1, genotyp
Pro~Leu~Thi"Ry — recA + Atr"Lac y~ by
viak bylo mozZno uZit ve vBtSim wméritku.
Kmen Escherichia coli RR1 je odvozen cod
Escherichia coli HB10I1, ktery byl popséan v
publikaci H. W. Boyer a dal3i, |. Mol. Gio.
(1969) 41, 459 a% 472, spojenim s kmeuem
Escherichia coli K12, kmen KL16 jako do-
novem Hfr, jak bylo popsdno v publikaci ].
H. Miller, Experiments in Molecular Gene-
tics (Cold Sprig Harbor, New York, 1972].

Kultura Escherichia coli RR1 byla uloZe-

18

na 30. Fijna 1978 v American Type Culiure
Collection pod ¢islem ATCC 31243 a je do-
sazitelnd bez cmezeni. Kultura kmene x1 776
byla uloZena v téZe shirce 3. &ervence 1979
pod Cislem ATCC 31537, 3. Cervence 1979
byl rovnéZ v téZe sbirce uloZen plasmid
pHGH107 pod &islem ATCC 40011, plasmid
pGHG6 pod dislem ATCC 40012, kmen x1 778,
tranpsformovany plasmidem pHGH107 pod
¢islem ATCC 31538 a Escherichia coli K12
kmen 294, transformovany pGH6 pod &islem
ATCC 31536,

Jreanismy, kieré jo moZoo zishat zpliso-
bem podle vynélezy, je moZuo GZEE pri pri-

fermentact & produkei  lidského
tovéno hormonu, CimE je moZno ziskat
tvi, Kterych az dosuwd aebylo wo¥no
dasthiiout, fransiormant  kullur  Escheri-
chia coli je napiiklad moZno péstoval ve vod-
nveh prosifedich v nadobich z ner
oceli neba v jinyeh oddensch za bHESRE
provzdusitoving a michaail naptiklad pii top-
loté 37 “C a v hlizkosti neuirdiniho pi, na-
priklad piri pH 7 4- 0,3, zivné prosifedi ob-
sahutje hézné zivié slozky jako ohlohivded-
Ly, giyeerol, zdrojo dusiku jzko sivan amon-
ny, zdroj drasliku jako fosforelnan amonuy,
siepové prvky, siran- holetnaty a podohng.
iranslormanty obvykle maiil viasinost, Ste-
6 umoZnuii jejich selekel, naptiklad odol-
nost preti nékterym antibiotikim, ¢imZ je
moZao tvto kmeny odd8lit a zamezit riist
divekyeh typf Escherichia coll. lako pifklad
je moZnn uvest, Ze v pripodd orzanismib, o
dolnych proti smpicilinu a tetracyklinu je
moezao pridat k Zivnému prostiedi uvedend
anfibiotika k zamezeni risin divekych or-
canismi, které cdelné neisou.

Po skonfeni fermentocs se suspenze bak-
terii cdasifedi nebho jingk oddsli a nak se roz-
rusi Tyzikdlné nebo chemicky. Bunéind drt
se 0oddéll od supernatantu a regpusing riis-
tovy hormon se izoluje a ¢isti.

Lidsky rdstovy hormon je moZno dcistit
bud frakcionaci polyethyleniminem, nebo
gelovou filtraci na zelu Sephakryt-S-200, ion-
toménicovou chromatografii na pryskyfici
Riorex-70 nebo CM Sephadex, frakcionaci
siranem amonnym nebc sménou pil a po-
pfipadé chromatografii pri pouZiti proti-
latek proti antiimunoglobinu proti uvede-
pému hormonu ze senzibilizovan¥ch zviist
nebo hybridd.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob péstovani Zivotaschopné kul-
tury mikroorganismu s obsahem replikova-
telného prostfedku pro klonovani za sou-
¢asné exprese polypeptidu se zndmym sle-
dem aminokyselin tak, e se gen, ktery je
kédem pro polypeptid véleni do prostied-
kit pro klonovéni a ie Fizen promotorem pro
expresi, vyznadujici se tim, Ze se reverzui
transkripci z mRNA ziskd prvni fragment

genu pro expresi preduktu, odliSného od u-
vedeného polypepiidu, pFitemi tenic fras-
ment obsnahuje £ast sledu, ktery e Lodem
pro vvedeny polypeptid, prvni frazment ob-
sahuje kcdony, lieré jsou kodem pro sled
aminolyselin, 0dlisny od sledu v npoivpapti-
du, tento sled se cdd8li a ziskd se slad, kte-
ry obsahuje Cést kodu, priem? (e frag-
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ment v8ak je kédem pro produkt, odliny
od uvedeného polypeptidu, nafeZ se prove-
de organickd syntéza jednoho nebo v&tSi-
ho po&tu fragmentl genu, které jsou kodem
pro zbytek sledu aminokyselin uvedeného
polypeptidu a alespoii jeden z téchto frag-
mentll je kédem pro koncovou &ast amino-
kyselin v uvedeném polypeptidu a syntetic-
ky fragment nebo vysledny fragment se spo-
ji v replikaceschopném prostfedku pii klo-
novéani ve sprdvné fazi vzhledem k sobé& na-
vzdjem zafizenl promotoru pro expresi, im#
dochdzi ke vzniku replikaceschopného pro-
stfedku pro klonovéani, pfi jehoZ pouZiti do-
chazi k expresi sledu aminokyselin uvede-
ného polypeptidu, na¢eZ se prostiedkem pro
klenovani transformuje mikrorganismus,
ktery se péstuje v Zivném prostfedi s ob-
sahem Zivnych latek.

2. Zplsob podle bodu 1,
tim, Ze se jako prostiedku
uZije bakteridlniho plasmidu. .

3. Zpisob podle bodn 2, vyznaduijici se
tim, Ze synteticky fragment je kédem pro
termindlni ¢ast polypeptidu, podinaje od
amivoskupiny a mimoto je kédem pro ex-
presi specificky odit&pitelného sledu ami-
nokyselin, pritemZ fragmenty sc nachaze-
ji ve fazi s kodony, které jsou kdédem pro
bilkoviny, takZe produkt exprese konjugo-
vaného plasmidu je moZno specificky roz-
Stépit za ziskani Zadaného polypeptidu.

4. Zplsob podle bodu 2, vyznaujici se
tim, Ze sled aminokyselin polypeptidu je
schopen exprese i bez pouZiti zevni bilko-
viny.

5. Zpfischb podle bodu 4, vyznaujici se
tim, Ze prvni fragment obsahuje alespon
‘vétSinu sledu, ktery je kdéddem pro %dadany
polypeptid.

6. Zpfisob pedle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se synteticky fragment a fragment,
ktery je transkriptem mRNA spoji pred vile-
nénim do prostfedku pro klonovani, opaf-
né konce fra»mentu a transkriptu maji jed-
noduché tetézee, aby bylo moZno zajistit
vazbhu obou fragmentit ve spravaém pofa-
di, nutném pro expresi poZadovaného po-
Iypeptidn.

7. Zptsoh podle bodu 5, vyznacuiicl se
tim, Ze se jako polypeptidu uZije lidského
rfistového hormonu, prvni fragment obsa-
huje kodony, které jsou koédem pro sled
eminokyselin, odli3ny od sledu v lidském
ritstovém hormonu a fragment prvniho 4-
seku se ziskd po 3tépeni restrikénim enzy-
mem Hae III : _

8. Zplsob podle hodu 7, vyznadujici se tim,
7Ze sg provadi zpracovavani fragmentu po
plsobeni Hae IIl jinym restrikénim enzy-
mem, ¢imZ dojde k od$tépeni kodonu pro
mRNA, u niZ nedo$lo k translaci a soudas-
né vznikd zakonéeni s jedinym fetézcem na
jednom konci vysledného fragmentu.

9. Zpisob podle bodu 8, vyznadujici se
tim, Ze se jako druhého restrikéniho enzy-
mu uZije Xma I,

vyznhacujici se
pro klonovéani
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10. Zplisob podle bodu 1 pro expresi lid-
ského riistového organismu v mikrobiglnim
organismu, pri¢emZ se vé&leliuje gen, ktery
je kodem pro lidsky ristovy hormon do pro-
stfedku pro klonovédni zafFizeni promotoru
pro exrpesi, .vyznaCujici se tim, Ze se vy-
tvefi prvni fragment genu, kter¢ obsahuje
¢ast kédu pro sled lidského riistového hor-
monu, avS8ak obsahuje pouze k6d pro d&ast
sledu aminokyselin lidského riistového hor-
monu, naceZ se pripravi alespoii jeden dal-
81 fragment genu, ktery je kédem pro zby-
vajici C¢ast sledu aminokyselin lidského ris-
tového hormonu, a to tak, Ze alespoii jeden
z téchto fragmentl je kédem pro terminal-
ni ¢ast lidského rastového hermonu, a ty-
to fragmenty se uloZi ve sprédvné vzdjemné
fézi do replikovatelného prostfedku pro klo-
novani za Fizeni promotoru pro expresi a
za vzniku replikovatelného prostfedku pro
klonovdni pro expresi sledu amiunokyselin
lidského riistového hormonu bez zevni kon-
juzovené bilkoviny, a prostiedkem pro klo-
novdui se transformuje mikroorganismus,
ktery se péstuje v Zivném prostiedi s ob-
sahem zivinych latek.

11. Zpasob podle bedu 10, vyznadujici se
tim, Ze se voli fragmenty pro podstatnou
¢ast genu pro lidsky ristovy hormon s ob-
sahem DMA nebo z materidlu po jeji repli-
kaci.

12. Zplisob podle bodl 2 a% 11, vyznadu-
jici ce tim, Ze se uZije plasmidu, odolného
alesporn proti jednomu antibiotiku.

13. Zptlizob podle bedu 12, vyznadujici se
tim, Ze se uZije plasmidu, prostého promo-
toru pro odolnost proti tetracyklinu, avSak
odolného proti tetracyklinu.

14. Zphsoh podle bodit 10 nebo 11, vyzna-
fujic se tim, e po uloZeni do plasmidu je
gein pro lidsky rastovy hormon fizen lac —
-~ promotory.

15. Zptisob podle bodu 14, vyznadujici se
tim, Ze se joko plasmidu uZije plasmidu
pHCH107.

168. Zpiisob podle bodu 14, vyznadujici se
Liin, Ze se jako plasmidu uzijo plasmidu
pHCITI07--1. _

17. Zplsob podle bodd 1 aZ 9, vyznadu-
jlci se tim, Ze se kultura mikroorganismu
péstuje ve fermentadni nddob& za soulas-
ného michdni a provzdaSiiovdni ve vodném
prosttedi s ohsahem Zivnych latek, pfi ras-
tu kultury za stdlého provzduSiiovani a mi-
chédni se pridavaji dal3i Zivné latky, nutné
k udrZeni prudkého riistu, vyslednd bunééd-
nd hmota se odd&li od Zivného prostiedi,
buitky se rozrusi k uvoln&ni jejich obsa-
hu, buné&tnad drf se odd&li od supernatantu
a polypeptid se ze supernatantu izoluje a
Cisti.

18. Zptisob podle bodt 10 aZ 16, pro vy-
robu lidského rilistového hormonu, vyzna-
Cujici se tim, Ze se kultura mikroorganismu
uloZi do fermentadni néddoby, opatfené pro-
stfedky pro provzduditiovdni a michdni do
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voduého Tfermentaéniho prostfedi s chsa-
hem Zivnych latek, a pak se tato kultura
péstuje za provzduSiniovani a michéni a sou-
¢asného dodavani dalSich Zivin k udrzeni
prudkého ristu, vysledny bunéény material
se oddE&li od fermentaéniho prostfedi a buii-
ky se rozrudi k uvolnéni svého obsahu, bu-
nééna drt se izoluje od supernatantu a lid-
sky r{istovy hormon, obsaZeny v superna-
tantu se izoluje a &isti.

19. Zpflisob podle bodl 17 a 18, vyznaduji-
¢l se tim, Ze se uZije transformantu Esche-
richia coli a provddi se selekce k vylou-
¢eni riistu divokych kmen(i Escherichia co-
1.

20. Zpisob podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze se mezi funkEéni geny pro odolnost
proti ampicilinu a tetracyklinu uloZi systém
lac-promotoru, orientovany k vyvoldni ex-
prese ve sméru pro gen pro odolnost proti

% §
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tetracyklinu, nafeZ se smérem o0d tchotn
systému uloZi ndkolik specifickich mist pro
pliscbeni restrikénich enzymi za vzniku za-
konteni rfizného typu po rozdtépeni a za
spravaého vflenéni heterologni DNA do
t8chto mist pod Fizenim uvedengho systé-
mu promotoru, nafeZ se prostredkem pro
klonovani transformuie mikroorzanismus a
transformovany mikroorganismus se péstu-
je v Zivném prostiedi s obsahem Zzivnych 14-
tek.

21. Zptsob podle bodu 20, vyznacujici se
tim, Ze se jako prostfedku pro klonovani
uzije plasmidu pGHG6.

2. Zplisob podle bodfi 1 aZ 16 a 20 aZ 21
pro vyrobu polypeptidu véetn& exprese pro-
stfedku pro klonovani, vyznalujici se tim,
zZe prostfedek pro klonovani obsahuje kod
pro aminokyseliny 1 aZ 191 lidského riisto-
vého hormonu.

5 listd vykresi
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