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(54) Zpiisob viroby vektoru pro pienos DNA

1

Vyndlez se tykd zplsobu vyroby vektoru
pro prenos DNA, zejména izolace specific-
kého sledu nukleotid@, ktery obsahuje gene-
ticky informaéni ko6d pro specifickou bilko-
vinu, syntézy DNA, kterd obsahuje tento spe-
cificky sled nukleotidii a pFenosu této DNA
na mikroorganismus, v némZ je mozno tuto
DNA pomnoZit. Vyndlez se dale tyka izola-
ce inzulinového genu, &igténi téchto latek,
jejich pfenosu a jejich mnoZeni v mikro-
bidlnim hostiteli a zji§t&ni jejich vlastnosti.
Zptisobem podle vynélezu je moZno vyrobit
celou Fadu novych produktd. Tyto produkty
v sob& zahrnuji i rekombinantni plasmid, ob-
sahujici specificky sled nukleotidd, odvoze-
ny z vyssiho organismu a novy mikroorga-
nismus, ktery obsahuje jako Cast svého ge-
netického seskupeni specificky sled nukleo-
_tidd, odvozeny od vy33iho organismu.

V priib&hu pifihlagky jsou uZivany zKrat-
Ky, uvedené v nésledujici tabulce:

DNA — kyselina desoxyribonukleova

RNA — kyselina ribonukleovd

c¢cDNA — komplementdrni DNA (enzymanc—
ky syntetizované ze sledu mRNA)

mRNA — RNA Géastnici se pfenosu [,,mes-
senger RNA")

tRNA — prenesend RNA (,transfer 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 — Kkyselina ethylendiamintetraoctova

ATP — adenosintrifosfat

TTP — thymidintrifosfat

Biologicky vyznam zdkladni sekvence DNA
spodiva v tom, Ze v n&m je uloZena gene-
tickd informace. Je zndmo, Ze sled bazi v
DNA se uZivd jako kéd, ktery urcuje sled
aminokyselin ve vsech bilkovinédch, které
buiika vyrdbi. Mimoto se ¢ast tohoto sledu
uZiva k regulaénim tcelim, zejména k Fize-
ni doby a mnoZstvi vyroby jednotlivych bil-
kovin. Povaha tohoto Fizeni je zatim jen
¢dstednd objasn&na. Koneéné se uZivd sek-
vence bazi v kazdém Fetézci jako zdklad pro
obnovovani DNA, jakoZ i pro mnoZeni DNA,
které doprovazi kaZdé bun&cné déleni.

Zphsob, jimZ se zdkladni informace o sle-
du bazi v DNA uZivd k urCeni sledu amino-
kyselin v bilkovindch je zdkladnim proce-
sem, ktery ]e v 8ir§im smyslu univerzalni
pro vdechny Zivé organismy. Bylo prokéaza-



227002

no, Ze ka?d4 aminokyselina, kterd se naché-
zi v bilkovindch je urdena jednim nebo vét-
$im pottem sledd trinukleotidd. Z toho vy-
plyva, Ze pro kaZdou bilkovinu je moZno
zjistit odpovidajici segment DNA, ktery ob-
sahuje sekvenci tripletdi, kterd odpovida sle-
du aminokyselin v dané bilkovin&. Genetic-
ky kod je zndzornén v nésledujici tabulce.

Biologicky zplsob premé&ény sekvence nu-
kleotidd jako informace do sledu aminoky-
selin v prvni stupni spo&iva v tom, e lok4l-
ni segment DNA se sledem, ktery urduje

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-
oxyrib6zou a je uZito uracilu misto thymi-
nu. Baze RNA se mohou dostat do tychZ
vztahil jako v DNA. V disledku toho je moZ-
no vytvofit v RNA komplement ke sledu
nukleotidi DNA. Takto modifikovand RNA
se nazyva mRNA, protoZe je intermedidrnim
¢lankem mezi genetickou scustavou a sou-
stavou pro syntézu bilkovin v buiice.

V buiice se uZivdi mRNA v komplexnich
procesech, véetn& enzymfi a organel, jejich#
Cinnosti dochézi k syntéze urcitého speci-
fického sledu aminokyselin. Tento zpfisob se
nazyva translaci mRNA.

V Fad& pripadi jsou nutné jest& dalsi stup-
ne, jichZ je zapotrebi k pFemé&nd syntetizo-
vaného sledu aminokyselin na funké&ni bil-

koviny. Jako p¥iklad bude uveden inzulin.

Geneticky koéd

fenylalanin (Phe) TTK
leucin (Leu) o L XTY
isoleucin (Ile] . . S ATM -
methionin (Met) - . ATG
valin (Val] . GTL
serin (Ser) ORS
prolin (Pro) . CCL
threonin (Thr) - . - ACL
alanin (Ala) ' GCL -
tyrosin (Tyr) .- . . TAK .
terminacni signal oo TA]
terminaéni sign4l S - - TGA
histidin (His) CAK
glutamin (Gln) B S CAJ -
asparagin {Asn) : AAK .
lysin (Lys] .. AA]
kyselina asparagovva (Asp) GAK
kyselina glutamov4 (Glu) -CA]J
cystein (Cys) TGK
tryptofan (Try) TGG
arginin (Arg] WGZ
glycin (Gly) GGL

Kli¢: Kazda skupina t¥i pismen znameng
trinukleotid DNA s 5‘ na levé stran& a 3‘ na
pravé strané. Jednotlivd pismena znamenaji
purinové nebo pyrimidinové zésady, které
tvofi sled nukleotidd.

adenin

guanin

cytosin

thymin

T nebo C, je-li Y a nebo G
C,je-liY,CneboT

A, G, Cnebo T, je-li XC

A nebo G, je-li X T

C nebo A, je-liZ A nebo G
C,je-iZCnebo T T
A G, CneboT, je-liWC
A nebo G, je-liWA - .
TC, je-liSA, G, Cnebo T
AG, je-1i ST nebo C .
A, G, Cnebo T, je-li QR TC
T nebo C, je-li QR AG

A nebo G

T nebo C

A, T, Cnebo G

A, Cnebo T

joYe)
B R OB INNEIEIXXHEQQ D
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Misto pro plisobeni enzymu Alu I — sled
AG  CT, specificky Stépeny v mistd 3ip-

‘ky endonukledzou Alu I.

Misto pro plisobeni enzymu Bam HI — sled

G GATCC, specificky stepeny v mlsté
8ipky endonukledzou Bam HI. .
Misto pro pflisobeni enzymu Bgl I — sled
GCCNNNN . NGGC, specificky §t&peny v
misté Sipky endonukledzou Bgl I (N zname-
na jakykoliv nukleotid}.

Misto pro plsobeni enzymu Eco RI — sled
G 'y AATTC, specificky Stdpeny v mistd
Sipky endonukledzou Eco RI.

Misto pro plsobeni endonukliedzy Eco RII
— sled  CCAGG nebo CCTGG, speci-
ficky St8peny v mist& Sipky endonukledzou
Eco-RIIL. v

Misto pro plisobeni endonukleazy Hae Il —
— sled AGCGC | T nebo AGCGC C ne-
bo. GGCGC ¢ T:nebo GGCGC <« C, speci-
ficky Stépeny v misté $ipky endonukledzou
Hae II. . : e

Misto pro pfisobeni endonukledzy Hinc:
II — sled GTTAAC nebo GTCAAG nebo-
GTCGAC, specmcky Stépeny endonukleézou
Hinc 11. -

Misto pro pusobem endonukleézy PstI——
—sled CTGCA G, specificky §tépeny '
misté Sipky endonukleézou Pst I

Misto pro-piisobeni endonukleazy Sal I —_
—sled G y TCGAC, specificky 3t&peny v
misté Sipky endonukleézou Sal I. ‘

Misto pro piisobent endonukleazy Sst I —
— sled GAGCT ; , specificky §t&peny v
misté Sipky endonukldzou Sst I.

Bezprostfednim prekursorem insulinu je
polypeptid, nazyvany proinsulin, ktery ob-
sahuje dva insulinové fetézce A a B, spoje-
né mezi sebou daldim peptidem C, jak bylo
popsdno v publikacich Steiner, D. F. Cun-
ningham D., Spigelman L. a Eten B., Science

A



227002

157, 697 {1967). V posledni dobé& byly poda-
ny zpravy o tom, Ze pofateénim translaénim
produktem insulinové mRNA neni vlastni
proinsulin, nybrZ preproinsulin, ktery obsa-
huje je3ts vice neZ 20 daldich aminokyselin
na aminovém konci proinsulinu, jak bylo po-
psdno v publikaci Cahn S. ., Keim P. a Stei-
ner F. D., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73, 1964
(1976) a v publikaci Lomedico P. T. a Saun-
ders G. F., Nucl. Acids Res. 3, 381 (1976).
Strukturu molekuly preproinsulinu je moz-
no schematicky znézornit jako

NHg-(prepeptid )-Fetézec B-(C-peptid}-
-fetézec A-COOH.

V bufikach vys8ich organismi, napfiklad
obratlovcll je moZno nalézt mnohé bilkovi-
ny, které maji léka¥sky vyznam nebo vy-
znam pro vyzkum. Jde napiiklad o hormon
insulinu, dal3i hormony peptidové povahy,
napfiklad rdstovy hormon, bilkoviny, které
ptisobi pii tizeni krevniho tlaku a rdizné dru-
hy enzymi s primyslovym, lékaf'skym nebo
vyzkumnym vyznamem. Je Casto velmi ob-
tizné ziskat tyto bilkoviny v pouZitelném
mnoZstvi extrakci z organismi, tento pro-
blém je zvlastd tiZivy v pfipadé lidskych bil-
kovin. Je proto nutné nalézt zplisob, kterym
by bylo moZno tyto bilkoviny ziskat mimo
plivodni organismus v dostate¢ném mnoz-
stvi. V nékterjych piripadech je moZné ziskat
pFisludné bun&céné linie, které je pak moZno
udrZovat jako tkaitiové kultury. Rist bunék
ve tkanovych kulturdch je v3ak pomaly, ris-
tové prostiedi je velmi drahé, podminky pFi
p&stovani musi byt piesné zachovadvany a
vytéZky jsou pomérn& nizké. Casto je velmi
obtiZné udrZet buné&cénou linii s Zadanymi
vlastnostmi.

Naproti tomu je moZno snadno péstovat
mikroorganismus, napfiklad bakterie v che-
micky definovanych Zivnych prostiedich.
Fermentaéni zpilisoby jsou vysoce propraco-
vané a je moZno je dobfe Fridit. Rist orga-
nismd je rychly a je moZno ziskat vysoké
vytéZky. Mimoto jsou nékteré mikroorganis-
my piesné geneticky definovdny a jsou tak
vlastnd jedndmi z nejlépe definovanych or-
ganisma viibec.

Z tdchto divodi je vysoce Zadouci do-
sahnout prenosu genetického kédu pro bil-
koviny s lékafskym vyznamem z organismu,
v némZ se tato bilkovina b&Zné produkuje
na prisludny mikroorganismus. Timto zpl-
sobem by bylo moZno dosdhnout toho, Ze
uvedend bilkovina by byla produkovadna mi-
kroorganismem Fizenych podminek rastuy,
takZze by bylo moZno ji ziskat v Zadaném
mnoZstvi. Je také mozZné timto zplsobem
podstatné sniZit ndklady na vyrobu této bil-
koviny. Mimoto by moZnost izolace a pfe-
nosu genetického sledu, ktery urduje pro-
dukci ur€ité bilkoviny na mikroorganismus
s dobFe definovanou genetickou strukturou
meéla velkou cenu pro vyzkum zplisobu, kte-
rym se Fidi syntéza této bilkoviny a pro vy-

8
zkum chovéani této bilkoviny po syntéze.
M moto by bylo moZno izolovany geneticky
sled ménit na kod pro razné bilkoviny se
zménénymi 1é¢ebnymi nebo funkénimi viast-
nostmi.

Zplisobem podle vyndlezu je moZno uve-
densdho cile dosahnout. Zptisob podle vyné-
lezu v sob& zahrnuje celou Fadu reakci,
vietnd enzymaticky katalyzovanych reakci.
Povaha t&chto enzymatickych reakci, pokud
je znadmd, je soudasné vidy popsdna.

Reverzni transkriptdza katalyzuje syntézu
DNA za pfitomnosti modifikované RNA, oli-
godesoxynukleotidu a &tyf desoxynukleosid-
trifosfatt, dATP, dGTP, dCTP a TTP. Reakce
za¢ind na nekovalentni vazb& olidodesoxy-
nukleotidu, ktery se vaZe na polohu 3° mRNA,
nate? se postupné vazi pfisluiné desoxynuk-
leotidy, jak je to stanoveno pfi tvorbé nu-
kleotidového sledu mRNA, a to na polohu
3‘ rostouciho Fetdzce. Vyslednd molekula ob-
sahuje piivodni RNA spolu s komplementar-
nim DNA, ktera je vdzdna jednoduchou smyc-
kou DNA. Reverzni transkriptdza miZe rov-
né# katalyzovat podobnou reakci p¥i pouZi-
ti modifikované DNA, v tomto pfipadé je
vyslednym produktem sloufenina s dvéma
fetézci DNA, které jsou spolu spojeny smyc-
kou, tvofenou jedinym Fet&zcem DNA. Tyto
postupy byly popsény v publikaci Aviv H. a
Leder P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 863, 1408
(1972) a Efstratiadis A., Kafotos, F. C., Ma-
xam A. F. a Maniatis T., Cell 7, 279 (1976).

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, kte-
ré jsou schopny hydrolyzovat fosfodiestero-
vé vazby ve dvojitém Fetézci DNA, ¢imZ do-
jde k pferudeni kontinuity retézce DNA. V
pfipadé, Ze DNA m4 formu uzaviené smyg-
ky, méni se tato smytka na linedrni struk-
turu. Zakladni vlastnosti enzymu tohoto ty-
pu je skutenost, e k hydrolytickému pii-
sobeni dochézi pouze v misté, kde se nacha-
21 specificky sled nukleotidd. Toto misto méa
zakladni vyznam pro pdsobeni restrikéni en-
donukledzy. Enzymy tohoto typu byly izolo-
vany z rhznych zdrojd a byly charakterizo-
vany mistem svého pilisobeni v nukleotido-
vém Fetdzci. '

Nékteré restrikéni endonukledzy hydro-
lyzuji fosfodiesterové vazby v obou Fetéz-
cich v tomtéZ misté, jiné enzymy tohoto ty-
pu katalyzuji hydreolyzu vazeb, které jsou od
sebe oddéleny pouze nékolika nukleotidy,
takZe vznikaji volné dasti jednotlivych Fe-
tézcd, které jsou odstépeny od zdkladni mo-
lekuly. Koncové ¢4asti t8chto Fetézci se mo-
hou doplilovat a mohou byt uZity k tomu,
aby byla znovu vybudovdna hydrolyzovand
DNA. ProtoZe ka?dd DNA, kterou je moZno
vystavit Stépeni timto enzymem, musi ob-
sahovat misto jeho plisobeni, dochézi ke
vzniku stejnych koncovych &asti, takZe tim-
to zplisobem je moZno propojit heterologni
fetézce DNA, které byly uvolnény svrchu u-
vedenym enzymem. Tyto postupy byly po-
psdny v publikaci Roberts, R. ], Crit. Rev,
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Biochem. 4, 123 (1976). Mista, v nichZ uve-
dené enzymy mohou pdsobit, se pFirozend&
vyskytuji pomérné vzdcné, pouZitelnost téch-
to enzym{ v8ak byla zvySena chemickou
syntézou dvojitého Fetdzce oligonukleotidd,
které nesou mista, vhodné pro plisobeni en-
zymu. Timto zplsobem je moZno spojit té-
mér jakykoli segment DNA s jinym segmen-
tem tak, Ze se prost& navaZe daldi nukleo-
tid, v n8mZ se nachizi misto vhodné pro pii-
sobeni restrikéni endonukledzy na néktery
konec molekuly a vznikly produkt se pak
podrebi hydrolyze pFisludnou restrikéni en-
donukledzou, ¢imZ vznikaji odpovidajici za-
konéeni, jak bylo popséno v publikacich Hey-
neker H. L., Shine J., Goodman H. M., Boyer
H. W., Rosenberg ]., Dickerson R. E., Narang
S. A, Itakura K., Lin S. a Riggs A. D., Nature
263, 748 (1976) a Scheller R. H., Dickerson
R. E,, Boyer H. W., Riggs A. D. a Itakura K.,
Science 198, 177 (1977).

Sl-endonukledza je enzym, ktery vysoce
specificky hydrolyzuje fosfodiesterové vaz-
by v DNA s jednoduchym Fetézcem nebo
jednoduché klicky DNA, kterd jinak obsa-
huje dva Fet&zce, jak bylo popsédno v publi-
kaci Vogt, V. M., Eur. ]J. Biochem. 33, 192
(1973).

DNA ligdza je enzym, ktery je schopen
katalyzovat tvorbu fosfodiesterové vazby
mezi dvéma segmenty DNA s 5° fosfdtem a
3 hydroxylovou skupinou, tak jak se mohou
vytvofit ze dvou fragmentd DNA. Normélni
funkci tohoto enzymu je patrn& pfFipojit jed-
noduchy Fetézec nebo G4ast Fetézce v mole-
kule DNA s dvéma fet&zci. Za pfFisludnych
podminek v3ak miiZe DNA ligdza katalyzo-
vat spojeni volnych koncli kovalentnim zpi-
sobem, jak bylo popsdno v publikaci Sgara-
mella V., Van de Sande ]. H., a Khorana H.
G., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 67, 1468 (1970).

Alkalickd fosfatdza je enzym, jehoZ obec-
nou schopnost! je bud hydrolyzovat estery
fosfatu véetn& 5°-termindlniho fosfdtu DNA.

Dal3im stupn&m, ktery je nutno popsat, je
vélen&ni specifického fragmentu DNA do
vektoru, jako je napfiklad plasmid. Plasmid
je termin, kterym se nazyva autonomni repli-
kacni jednotka DNA, tak jak je ji mo¥no na-
lézt v mikrobidlni buiice, odli¥nd od geno-
mu vlastni hostitelské buiiky. Plasmid neni
geneticky vazdn na chromozom hostitelské
buiiky. DNA plasmid existuje jako kruhova
molekula s dvojitym Fet8zcem a molekulo-
vou hmotnosti F4du n&kolika miliénd i kdyZ
hmotnost n&kterych molekul je vy$§i neZ
108, molekuly tohoto typu obvykle tvo¥{ pou-
ze maly podil celkové DNA buiiky. DNA
plasmid je moZno obvykle. odd&lit od DNA
buiiky hostitele vzhledem k velkému roz-
dilu ve velikosti molekuly. Plasmidy se mo-
hou mnoZit nezdvisle na rychlosti bun&g-
ného déleni bun&k hostitele a v n&kterych
pfipadech je jejich mnoZeni moZno = Fidit
zménami ristovych podminek. P¥estoZe plas-
mid existuje ve formé& uzavieného kruhu,
je moZno uméle zavést do plasmidu seg-

ment DNA, takZe se vytvoil rekombinanta
plasmidu s vé&tSi molekulou, aniZ by byla
ovlivnéna rozmnoZovaci schopnost plasmi-
du nebo jind jeho schopnost. Plasmid proto
slouZi jako vhodny vektor pro pfenos seg-
mentu DNA do buiiky hostitele. Plasmidy,
kterych se uZivd pIi tvorb€ rekombinant
DNA typicky obsahuji geny, které mohou
byt vhodné pro selek&ni tudely, napfiklad
geny na odolnost proti uréitym latkdm.

Aby bylo moZno bliZe popsat zplisob po-
dle vynalezu, bude tento zpidsob zndzornsn
na izolaci a prenosu insulinového genu Kkry-
sy. Insulin byl zvolen pro svij velky vy-
znam v klinickém 1é&kafstvi a také proto,
Ze jeho metabolismus a struktura jsou v
zdkladnim vyzkumu dobfe propracovéany.
Popsany postup je pouZitelny i pro izolaci
insulinového genu jinych organismii véetns
¢lovéka kaZdym odbornikem.

Insulin byl poprvé izolovan v roce 1922.
V soudasné dobé& je pouZiti tohoto hormo-
nu pro létbu cukrovky dobfe zndmo. B&Z-
nym zdrojem insulinu je slinivka b¥i8ni sko-
tu a vepre, presto v8ak vznikd nedostatek
tohoto hormonu, protoZe mnoZstvi lidi, ne-
mocnych cukrovkou na celém svété stou-
pa. Mimoto Fada t€chto nemocnych postu-
pem Casu vyviji alergické reakce proti ho-
v&zimu a vepFovému insulinu s pfisluinymi
nepfiznivymi diisledky. Bylo by proto za-
douci ziskat v dostatetném mnozstvi lidsky
insulin. Vyroba  lidského insulinu v bakte-
ridlnich kulturdch by byla dobrym fe3enim
tohoto problému. Zatim v8ak byly vSechny
pokusy o toto péstovani brzdény skutefnos-
ti, Ze aZ dosud nebylo moZno vélenit insu-
linovy gen do bakteridlni buriky. Zptisob
podle vyndlezu toto vé&lenéni umoZiiuje.

MoZnost ziskat DNA se specifickym sle-
dem, ktery je zdroveii genetickym kddem
pro specifickou bilkovinu, umoZiiuje modi-
fikovat sled nukleotidu chemicky nebo bio-
logicky tak, Ze produkovani specifickd bil-
kovina je rovnéZ modifikovana. Timto zpi-

'sobem je napfiklad moZno vyrohit modifi-

kovany insulin pro uréité lékalské ucely.
Genetickd schopnost vyrobit jakykoli Fets-
zec aminokyselin, vhodny pro vélenéni.do
insulinového Fet&zce nebo majici zdkladni
funkéni viastnosti insulinu miZze byt pfene-
sena na mikroorganismus. - Podobné pod-
minky je moZno zajistit i v pripadé risto-
vého hormonu. .
Schopnost pFenést geneticky kéd pro spe-
cifickou bilkovinu, nutnou pro normélni me-
tabolismus uréitého vy38iho organismu na
mikroorganismus, napfiklad bakterii, otvira
moZnost péstovat tuto bilkovinu ve formé
b&Zné kultury. Tim je také oteviena mo#-
nost ziskat vétS1 mnoZstvi téchto bilkovin
a postupn& je vibec nahradit bilkovinami,
produkovanymi mikroorganismy v kaZdém

-ptipadé, kdy schopnost vy33iho organismu

k normdlni vyrobg téchto bilkovin selhava.
Timto zplisobem by napfiklad bylo moZno
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také vytvolit symbiotické vztahy mezi mi-
kroorganismy, modif kovanymi zplsobem
podle vynélezu a lidmi s akutnim nebo chro-
nickym onemocnénim, pricemZ geneticky
podmindny mikroorganismus by mohl byt
implantovdn nebo jinym zpisobem spojen s
lidskym organismem za G€elem kompenza-
ce pathologického metabolického stavu ne-
mocnsho ¢lovéka.

Vynélez s2 tedy tykd zplsobu izolace spe-
cifického sledu nukleotidli, ktery obsahuje
genetickou informaci, syntézy DNA se spe-
cifickym sledem nukleotiddi a prencsu této
DNA na host'teisky mikroorganismus.

Predmétem vyndlezu je tedy zplisob vyro-
by vektoru pro p¥enos DNA se sledem nu-
kleotidi, ktery je kddem pro insulin, takZe
se izoluji buiiky s obsahem mRNA, ktera je
ko6dem pro insulin, z t€chto bunék se extra-
huje mRNA, na&sZ se ¢istl a z této mRNA
se syntetizuje cDNA za vzniku cDNA se sle-
dem nukleotidd, ktery je kodem pro insulin
a takto ziskana cDNA se uvede v reakci s
vektorem pro pfenos DNA za vzniku vekto-
ru pro pfenos DNA se sledem nukleotidd,
ktery je kodem pro insulin, vyznacujici se
tim, Ze se z bun&k s obsahem mRNA, ktera
je kédem pro insulin extrahuje tato mRNA,
homogenizaci bunék za pritomnosti inhibi-
toru ribonukliedzy, ktery obsahuje guanidi-
niumthiokyanat a g-merkaptoethanol pfi pH
5,0 aZ 8,0, ¢imZ s2 branf degradaci mRNA pli-
sobenim ribonukledzy, naceZ se cDNA uve-
de v reakci s vektorem pro plenos DNA ve
dvou stupnich, pfi¢emZ v prvnim stupni se
enzymaticky hydrolyznje vektor pro prenos
DNA plisobenim restrikéni endonukledzy ze
skupiny H'nd UI nebo Hsu I za vzniku vek-
toru pro p¥enos DNA s reaktivnimi zakon-
¢enimi, kterd jsou schopna vzdjemného spo-
jeni nebo spojeni s cDNA se sledem nukleo-
tidl, ktery je kddem pro insulin a ve dru-
hém stupni se enzymaticky spoji vektor pro
pienos DNA a cDNA se sledem nukleotidd,
ktery je kodsm pro insulin pii pouZiti DNA-
-ligdzy za piitomncesti adenosintrifosfdatu a
za vzniku vektoru pro p¥enos DNA se sle-
dem nukleotidit, ktery je kédem pro insulin.

Piikladem pFrenosu DNA se specifickym
sledem nukleotiddi na bakterie miZe byt gen
krysiho preproinsulinu, gen krysfho risto-
vého hormonu a gen lidského riistového hor-
monu. Je zejmé, Ze zphsob podle vynalezu
by bylo me#no prizpGsobit pro prenos jaké-
hokoliv Zadaného sledu DNA z vy3siho or-
ganismu, napiiklad obratlovce na jakykoli
mikroorganismus. Vy3§ organismus je Vv
tomto pfipadd definovdn jako eukaryoticky
organismus s diferencovanymi tkanémi, to
znamend, Ze jde napfiklad o hmyz, mékky-
Se, rostliny, obratlovce, vietn& savch, jde
tedy napfiklad i o skot, vepre, primaty a Clo-
véka. Mikroorganismem se rozumi jakykoli
mikroskopicky mikroorganismus, a to pro-
karioticky nebo eukarioticky vcetné bakte-
rii, prvokii, fas a hub vietn& kvasinek. PrIi
provadéni zpiisobu podle vyndlezu se nejpr-
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ve izoluje zlepSenym zplisobem vybrand bu-
nd8&néd populace. NeporuSené mRNA se z
téchto bun&k extrahuje novym zpiisobem,
jimZ so soucasné potladi veskera aktivita ri-
bonukiedzy. NeporuSend mRNA se Cisti z ex-
traktu chromategrafii na sloupci a pak se
podrobi plisobeni enzymu reverzni transkrip-
tdzou, ktera plisobi na pfFitomnosti ¢tyl des-
oxynukleosidtrifosfat, jich% je zapotfebl k
syntéze dopliikového Fet&zce cDNA. Produkt
prvai reakce s pouZitim reverzni transkrip-
tazy se pak zpracovdva tak, Ze se selektiv-
né odstrani ribonukleotidovad sekvence. Zby-
vajici sled desoxynukleotidd, ktery je kom-
plementarni vzhledeml k plvodni mRNA se
inkubuje v prib&hu druhé reakce za pouZi-
ti reverzni transkriptdzy nebo DNA polyme-
razy za pritomnosti ¢étyl desoxynukleosidtri-
fosfatu. Vyslednym produktem je dvojita
struktura cDNA, jejiZ komplementarni fet8z-
ce jsou spolu spojeny na jednom konci kli¢-
kou, tvoFenou jedinym Fetézcem. Tento pro-
dukt se pak uvede v reakci se specifickou
nukleazou, ktera uvedenou klicku odsté&pi.
Vysledna c¢DNA s dvejim Fetézcem se pak
nastavi na obou koncich tak, Ze se navaZe
specificka DNA, kterd chsahuje mista, na
nichZ miiZe plsobit restrikéni enzym. Tato
adice se katalyzuje enzymem DNA ligdzou.
Vysledny produkt se pak podrobi plsobeni
restrikéni endonukledzy, takZe vznikaji Fe-
tézce s volnymi konci, které se mohou na-
vzdjem dopliiovat.

Pisobeni téhoZ enzymu se podrobi - DNA-
-plasmid, ktery obsahuje mista, vhodnd pro
piisobeni téZe restrik¢ni endonukleazy, tak-
%e dojde k odstépeni polynukleotidového
fetézce a vznikaji obdobné volné Xkonce,
schopné vzdjemného navdzdni na termindl-
nim konci 5°. 5'-fosfatové skupiny se odstra-
ni, aby plasmid nemohl vytvofit prstenco-
vitou strukturu, kterd by ménila buiiku hos-
titele. Pak se svrchu pripravend cDNA a
DNA-plasmid spolu inkubuji za p¥itomnosti
DNA-ligdzy. Za svrchu popsanych reak&nich
podminek dojde k tvorbé Zivotaschopnych
uzavienych kruh®t DNA-plasmidu jenom v
tom piipadé, Ze je pfitomna cDNA s pii-
slu§nymi volnymi konci. Takto pozménény
plasmid se pak v&leni do vhodné hostitelské
buriky, které prijaly takto pozménény Zivo-
taschopny plasmid, je nutno zjistit tvorbou
kolonii se zm&n&nymi vlastnostmi, napiiklad
s odolnosti proti urditym chemickym lat-
k&m. Cisté bakteridlni kmeny, které obsa-
huji rekombinantni plasmid, se pak pé&stuji
a rekombinantni plasmid se znovu izoluje.

Timto zplsobem je moZno pfipravit velka
mnoZstvi rekombinantniho plasmidu a tim
i znovu izolovat specificky sled cDNA S§té-
penim pPisluSnym: restrik&nim enzymem.

-Zéakladnim zplsobem podle vynédlezu je
moZno izolovat a p¥enést na hostitelsky
mikroorganismus jakykoli Zddany sled nuk-
leotidli, ziskanych z vy38iho organismu
viéetng &lovéka. Zplsob je vhodny pro pre-
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nos genetického kdédu pro specifickou bil-
kovinu s léka¥skym nebo primyslovym vy-
znamem a pro mikrobiologickou syntézu
takové bilkoviny. PFi zndzorn&ni zpdsobu
podle vynalezu byla popsdna izolace gene-
tického kédu pro insulin krysy, ktery byl
pak pFenesen na bakterie a pomnoZen. Ob-
dobnym zplsobem byl izolovdn i nukleoti-
dovy sled pro krysi riistovy hormon a ten-
to sled byl rovné&Z pienesen a pomnoZen v
bakteriich. Zpiisob podle vynélezu je moZ-
no aplikovat i na pPenos sledu nukleotidi,
izolovaného z d&lovéka, véetn& lidského in-
sulinu, ristového hormonu a dalfich hor-
moni polypeptidové povahy.

Zpisob podle vynalezu predpoklada zpi-
sob izolace molekuly DNA se specifickym
sledem mnukleotidd, pienos tohoto materia-
lu na mikroorganismus a v disledku toho
pomnoZeni tohoto sledu nukleotidi v uve-
deném mikroorganismu.

Sled stupiidi, které v sob& zplsob podle
vyndlezu zahrnuje, je moZno popsat ve &ty-
Fech zédkladnich skupinéach.

1. Izolace Zaddané kopulace bun#k
z vy38iho organismu

Existuji dva potencidlni zdroje genetic-
kého koédu pro specifickou bilkovinu. Jde
o DNA organismu a mimoto o modifikova-
nou RNA tohoto organismu. Podle b&Znych
bezpefnostnich predpisl, pfijatych National
Institutes of Health, je nutno postupovat
tak, Ze lidské geny jakéhokoli druhu je
moZno zpracovat na rekombinantu DNA a
pak pfenést na bakterie pouze v tom pfipa-
dé, Ze geny byly pfedtim diikladn& &ist&ny
na stanoveném zafizeni. (Federal Register,
sv. 41, €. 131, 7. &ervence 1967, str. 27 902
az 27 943. To znamend, Ze pro jakykoli zpt-
sob, ktery by bylo moZno pouZit k vyrobé
lidskych bilkovin, je vhodngjsi izolovat spe-
cifickou mRNA se sledem nukleotidd, ktery
je genetickym kédem pro Zaddanou bilkovi-
nu. Tento postup mé tu dal$i vyhodu, Ze
mRNA se sndze €isti neZ DNA, extrahovana
pfimo z buné&k. Zv14§t& pak je moZno vyhod-
né vyuZit skutetnost, Ze u vyse diferencova-
nych organismfi, napiiklad obratlovcd, je
moZno nalézt specifickou populaci bun&k na
specifickém mist& v organismu, pFifem¥ z4-
kladni funkci vSech t&chto bunsk je préavé
produkce Zadané bilkoviny. MiZe také do-
jit k tomu, Ze uvedend populace bun&k
existuje pouze po pFechodnou vyvojovou
dobu organismu. V t&chto bun&&nych popu-
lacich bude mit i velkd &&st mRNA, izolo-
vané z bufiky, Zadany sled nukleotidd. Je
proto moZné volit vfhodnou bun&fnou po-
pulaci a vyhodny zplsob izolace z hledis-
ka poldtedni Cistoty izolované mRNA.

Ve vetSiné tkéni, #14z a dalSich orgénti
jsou buiiky spojovany obvykle fibrézni siti
pojivové tkane, kterd zdsadn® sestdvad z ko-
lagenu, aviak mitZe obsahovat jestd dalsi
latky, napriklad bilkoviny, polysacharidy
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nebo anorganické 1atky v zavislosti na dru-
hu tkéné&. Izolace bunék z dané tkdné vy-
Zaduje techniku, kterd uvolni buiiky z mat-
rice pojivové tkéané. Izolace a ¢iSténi speci-
ficky diferencovaného buné&éného typu te-
dy spofivd ve dvou hlavnich stupnich, a to
oddé&leni bun&k z pojivové tkdn& a oddéleni
bunék Zadaného typu od dalsich bun&k da-
né tkdnd. Zptsobem podle vyndlezu je moZ-
no izolovat rizné druhy bunék z rznych
druhfi tkédni. P¥ikladem miZe byt izolace
Langerhansovych ostrivk{i ze slinivky bfi§-
ni, kterd je nutnd pro izolaci mRNA pro
insulin,

Buiiky, schopné produkovat insulin je
moZno ziskat z daldich zdrojl, napfiklad
z nezralé slinivky b¥i8ni telete nebo z tka-
fiové kultury néddort téchto bunék. Izolace
gistych bunék ostrivkl je v tdchto pfipa-
dech daleko jednodus$si, zvlastd v pripadé
tkatiové kultury. Nebude tedy vZdy nutno
izolovat buriky primo ze slinivky b¥isni, v
nékterych piipadech je to v8ak vyhodné.

Casto je moZno prokédzat, Ze lze zvysit
podil Z&dané mRNA zevnimi vlivy. Napii-
klad ptisobenim hormonu mtiZe dojit ke zvy-
3ené produkci Zddané mRNA. Dalsi zptliso-
by jsou napftiklad p8stovdni pfi urdité tep-
loté, dodéni urdité Ziviny nebo jiné chemic-
ké latky. PFi izolaci mRNA krysiho ristové-
ho hormonu bylo moZno podstatng zvysit
Zaddany podil mRNA pro ristovy hormon
tak, Ze se na builky hypofyzy krysy pésto-
vané ve tkéanové kultule pisobilo soutasné
hormonem: $titné Zldzy a glukokortikoidy.

2. Extrakce mRNA

DlileZitym: tikolem zplsobu podle vynéle-
zu je pokud moZno Gplné odstranéni udin-

nosti ribonukledzy v buné&tném extraktu. -

Je totiZ nutno extrahovat mRNA s jedinym
polynukleotidovym Fet&zcem bez dalSiho
komplementdrniho fetézce. Z toho vyplyv4,
Ze hydrolytické St&peni jediné fosfodies-
terové vazby v Tet&zci by zplisobilo nepo-
uZitelnost celé molekuly pro pfenos nepo-
ruSeného genetického sledu na mikroorga-
nismus. Jak jiZ bylo uvedeno, enzym ribo-
nukledza je velmi rozSifeny, Gfinny a vyiji-
melné stdly. Je moZno jej nanést na kaZi,
beze Skody prefkd b&Zné postupy, uZivané
pFi myti nddobi a dasto je latkou, kterd
zneliStuje skladované organické chemické
slouceniny. ObtiZe jsou zv1a§t& ziejmé v
pfipadg, Ze jde o extrakt bungk ze slinivky
b¥isni, protoZe tato #laza je zdrojem travi-
cich enzymi a je proto na ribonukleazu bo-
hata. Problém tohoto enzymu je vSak spo-
jen se v3emi tkadnémi, a proto je také na
v8echny tkéné& aplikovatelny zplisob odstra-
néni tdinnosti ribonukledzy podle vynélezu.
Vyjime&néd wfinnost tohoto zplisobu bude
znazorné&na na Uspésné izolaci neporuSené
mRNA bung&k Langerhansovych ostriivki.
Pri zpiisobu podle vyndlezu se uZivd v
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prib&hu rozrudeni bunék a v pribg&hu vSech
postupli, Zadanych k izolaci RNA, prosté
bilkovin, kombinace chaotropického anion-
tu, chaotropického kationtu a &inidla, kte-
ré rozru$uje disulfidické vazby. U&innost
soutasného plsobeni vSech svrchu uvede-
nych &inidel byla prokdzédna pFi jejich po-
wZiti k izolaci neporu$ené mRNA v dobrém
vytdZku z izolovanych bunék krysich Lan-
gerhansovych ostrivki.

Volba vhodnych chaotropickych iontdl je
zaloZena na jejich rozpustnosti ve vodném
prostfedi a na jejich dostupnosti. Vhodny-
mi chaotropickymi Kkationty jsou napriklad
ionty guanidinové, karbamoylguanidinove,
guanylguanidinové, lithné apod. Vhodnymi
chaotropickymi anionty jsou napriklad
aniont jodidovy, chloristanovy, thickyanéto-
vy, diodosalicylatovy apod. Relativni GCin-
nost soli, tvofenych kombinaci uvedenych
kationt@l a aniontli, se stanovi C&astetné je-
jich rozpustnosti. Napfiklad diodsalicylat
lithny je GCinndjsi neZ guanidiniumthiokya-
néat, jeho rozpustnost je vSak pouze 0,1 N
a mimoto je pomérné drahy. Guanidinium-
thiokyanat je vyhodnou kombinaci kation-
tu a aniontu, protoZe je snadno dostupny a
vysoce rozpustny ve vodnych prostiedich
do koncentrace 5 M.

Je znamo, Ze thiolové slouCeniny, napii-
klad g-merkaptoethanol, rozruduji intramo-
lekularni disulfidové wvazby v bilkovinach
podvojnou zdménou. Je zndmo, Ze v tomto
smyslu je G&innd celd Fada thiolovych slou-
denin, napiiklad g-merkaptoethanol, dithio-
treitol, cystein, propanoldimerkaptan apod.
Latky musi byt rozpustné ve vodé protoZe
je nutno je uZit ve velkém prebytku vzhle-
dem k pottu intramolekuldrnich disulfido-
vych vazeb, aby bylo moZno dovrsit podvoj-
nou zdaménu. Nejvyhodngjsi latkou v tomto
smyslu je g-merkaptoethanol, protoZe je
snadno dostupny a pomérné velmi levny.

PFi inhibici ribonukledzy v pribéhu ex-
trakce RNA z buné&k nebo tkédni je ufinnost
dané chaotropické soli pfimo zdvisla na je-
jl koncentraci. Nejvyhodné&jsi koncentrace
je proto soutasné nejvysSsi pouZitelnd kon-
centrace. Uspdch zplsobu podle vynélezu
pfi uchovani neporu$ené mRNA v priibéhu
extrakce zdavisi na rychlosti, s niZ se poda-
i denaturovat ribonukledzu a mimoto na
stupni této denaturace. To je patrné pIici-
nou vyhodnosti pouZit{ guanidiniumthiokya-
néitu ve srovndni s hydrochloridem, presto-
7e jinak je hydrochlorid jen o malo méné
uéinny jako denaturatni ¢&inidlo. U&innost
denaturaéniho ¢inidla se definuje jako pra-
hova koncentrace, jiz je nutno dosdhnout
k uplné denaturaci bilkoviny. Na druhé
stran®d zdvisi stupeii denaturace celé rady
bilkovin na koncentraci denaturatniho &i-
nidla, kterou je nekdy nutno zvysit 5x aZ
10x. Tyto vztahy byly popsdny v publikaci
Tamford C. A., Adv. Prot. Chem. 23, 121
(1968). Kvalitativné tedy tento vztah uvadi,
7e denaturaéni ¢inidlo, které je jen o mdlo
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adinnéjsi neZ guanidiniumhydrochlorid, mb-
7e denaturovat bilkovinu nékelikrdt rych-
leji pfi téZe koncentraci. Vztahy mezi Kine-
tikou denaturace ribonuklazy a uchova-
nim mRNA v pribéhu extrakce z bunék do-
sud nebyly pozndny ani vyuZity. V pfipadé,
7e jsou svrchu uvedené vztahy spravne,
znamend to, Ze vyhodnym - denaturaénim
prostiedkem je prostfedek s nizkou praho-
vou koncentraci a vysokou rozpustnosti ve
vod@. Z tohoto divodu je vyhodné&jdi guani-
diumthiokyandt neZ diodsalicylat lithny,
prestoZe druhd z tEchto latek je daleko
1¢inn&j8im denaturaénim d&inidlem, a to 2z
toho dfivodu, Ze rozpustnost guanidinium-
thiokyandtu je daleko vy$$i a proto je moZ-
no tuto latku uZit v koncentraci, ktera do-
voluje rychlej$i inaktivaci ribonukleazy.
Svrchu uvedend analyza G&inku jednoth-
vych C&inidel rovn&Z poskytuje odpovéd na-
to, pro¢ je vyhodngjsi guanidiniumthiokya-
nat neZ pomérné stejné rozpustny hydro-
chlorid; ddvod spo&ivd v tom, Ze prvni z
t&chto latek je o n&co silnéjSim denaturac-
nim Ginidlem.

Cinidlo, které rozru3uje disulfidové vaz-
by, se uZiva ve smési s denaturaénim Cini-
dlem proto, Ze md potencujici G€inek na de-
naturaci ribonukledzy. Thiolovad sloulenina
brani tomu, aby doSlo k rychlé denaturaci,
k niZ m@iZe dojit v p¥ipads, Ze intramoleku-
larni disulfidové vazby zlistanou neporu3e-
ny. Mimoto se dosahuje toho, Ze jakakoli
dalsi ribonukledza, zbyvajici v izolovaném
RNA, by zistala neddinné i v nepFitomnosti
denaturadniho ¢inidla. Thiolové slouCeniny,
rozrudujici disulfidové vazby, jsou GCinné
v jakékoli koncentraci, i kdyZ je vyhodngj-
§ uZit velky ptebytek thiolovych skupin
vzhledem k intramolekuldrnim disulfido-
vym vazbam, aby bylo moZno zajistit Gsp&s-
ny prib&h reakce ve smyslu intramoleku-
larniho $t&peni. Na druhé strané je nutno
uvazit, e rada thiolovych sioufenin maé ne-
piijemny zapach zejména ve vy$3ich kom-
centracich, takZe viastng z praktického hle-
diska existuje horni moZnd hranice jejich
koncentrace. PF¥i pouZiti g-merkaptoethano-
lu jsou Gdinné koncentrace v rozmezi 0,05
aZ 1,0 M, optimalni koncentrace je pro izo-
laci neporusené RNA z krysi slinivky bfis-
ni 0,2 M.

Prostfedi, v némZ se provadi extrakce
mRNA z bundk, ma mit pH v rozmezi 5,0
az 8,0.

Po rozruseni bundk se RNA oddé&li od DNA
a ostatnich bun@énych bilkovin. K tomuto
udelw byla vyvinuta Fada zplsobd, které
jsou vdechny pouZitelné a v literatufe po-
psany. B&Znym zplsobem je sréZzeni etha-
nolem, pfi némZ se selektivné vysrazi RNA.
Vyhodnym zplisobem pro pouZiti pii pro-
vadéni zpiisobu podle vyndlezu je vynechat
sraZeci stupeil a navrstvit homogendt pii-
mo na roztok 5,7 M chloridu cezného ve
zkumavce odstiedivky s néslednym odstfe-
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dénim zplisobem, popsanym v publikaci Gli-
sin, V., Crkvenjakov R., a Byus C., Bioche-
mistry 13, 2633 (1974). Tento zplisob je nej-
vyhodng&jsi, protoZe se trvale udrZuje pro-
stfedi, nep¥iznivé pro ribonukleédzu a je te-
dy moZno ziskat RNA o vysokém vytéZku,
prostou DNA a bilkovin.

Svrchu wuvedenym zphsobem je moZno
ziskat &iSténou RNA z buné&tného homoge-
nétu. Pouze Cast této RNA je Zddanad mRNA.
Aby bylo moZno dale ¢€istit Zddamy podil,
vyuZije se s vyhodou skute€nosti, Ze v buii-
kdch vyS88ich organismii je mRNA po svém
vzniku déle pomnoZovdna builkou naviza-
nim polyamidové Kkyseliny. Tento podil
mRNA, ktery obsahuje sled kyseliny poly-
adenylové, je moZno selektivné izolovat
chromatografii na sloupci celuldzy, ma niZ
je navazan oligochymidyldt zptscbem, po-
psanym v publikaci Aviv H. a Leder P., tak
jak byla svrchu uvedena. Svrchu uvedené
postupy dostacuiji pro ziskdni &isté, neporu-
Sené mRNA ze zdrojli, bohatych na ribo-
nukledzu. Dalsi ¢isténi tohoto podilu a dal-
81 postupy in vitro je moZno provadst v pod-
staté stejné pro jakykoli typ mRNA bez
ohledu na zdroj.

Za urtitych okolnosti, napiiklad v p¥ipa-
dg, Ze zdrojem mRNA je tkaflovd kultura,
miZe byt znediSt&ni ribonukledzou tak niz-
ké, Ze neni nutné uZit svrchuuvedeny zpl-
sob inhibice ribonukledzy. V téchto pfipa-
dech stati bé&Zné metody, uZivané pro sni-
Zeni aktivity ribonukleazy.

3. Tvorba cDNA

Na obr. 1 je schematicky znézornén po-
stup, ktery se tyka zbyvajicich stupit zpd-
sobu podle vyndlezu. Prvnim stupném je
tvorba sledu komplementdrni DNA k &isté-
né mRNA. Enzymem, ktery se pro tuto reak-
ci uZiva, je obvykle reverzni traskryptéza,
pfestoZe v z4sadd je moZno uZit jakéhokoli
enzymu, kterym je moZno vytvofit komple-
mentarni Fetézec DNA pfi pouZiti mRNA ja-
ko podkladu. Reakci je moZno provadét za
podminek, popsanych ve zndmé literatufe,
pfitemZ jako zdkladu se uZije mRNA a smé-
si Oty desoxynukleosidtrifosfati jako pre-
kursoru Fetézce DNA. Je vyhodné, uZije-li
se jeden z desoxynukleosidtrifosfétt ve for-
m&, znafené 3P v poloze «, aby bylo moZno
sledovat pribéh reakce a veas izolovat pro-
dukt po oddéleni balastnich latek napfiklad
chromatografii nebo elektroforézou. Znace-
ni radioaktivnim fosforem je vyhodné také
pro kvantitativni stanoveni vyt&Zku, jak by-
lo popsdno i ve svrchu uvedené publikaci
Efstratiadis A., a dalsi.

Jak je déle uvedeno v obr. 1, je produk-
tem reakce s pouZitim reverzni transkrypta-
zy struktura s dvojim Fet8zcem tvaru vla-
senky, s nekovalentni vazbou mezi Fetéz-
cem RNA a Fetézcem DNA.

Produkt reakce s pouZitim reverzni trans-
kryptazy struktura s dvojim Fetézcem tva-
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ru vlédsenky, s nekovalentni vazbou mezi
Fetézcem RNA a retézcem DNA.

Produkt reakce s pouZitim reverzni trans- -
kryptdzy se odstrani z reakfni smési b&Z-
nym zplsobem. Bylo zjist&no, Ze je vyhodné
uZit kombinaci extrakce fenolem, chroma-
tografie na Sephadexu G-100 {Pharmacia
Inc., Uppsala, Svédsko) a sraZeni ethano-
lem.

Jakmile dojde k enzymatické syntéze
cDNA, je moZno odstranit zdkladni RNA. V
literatufe je zndma celd Fada zplsobd pro
selektivni degradaci RNA za pritomnosti
DNA. Vyhodnym zplisobem je alkalicka hyd-
rolyza, kterd je vysoce selektivni a je mioZ-
no ji snadno fidit dpravou pH.

Po alkalické hydrolyze s néslednou neut-
ralizaci je popfipadé moZno koncentrovat
cDNA, znadenou 32P vysrdaZenim ethanolem.

Syntéza cDNA s dvojim TFetézcem tvaru
vldsenky se dovrSi pouZitim piisluSného en-
zymu, napiiklad DNA polymerazy nebo re-
verzni transkriptdzy. UZije se reakénich
podminek, které jsou obdobné svrchu po-
psanym podminkdm vCetn& pouZiti nukleo-
sidtrifosfdatu, znadeného v poloze « radio-
aktivnim fosforem. Reverzni transkriptdzu
je moZno ziskat z celé fady zdroji. Vhod-
nym a b&Znym zdrojem je virus pta¢i myelo-
blastozy. Tento virus je moZno ziskat od Dr.
D. ]. Beard, Life Sciences Incorporated, St.
Petersburg, Florida, kde se produkuje ten-
to virus ve spoluprdci s National Institutes
of Health,

Po tvorb& cDNA se strukturou vldsenky
mlZe byt Zadouci ziskat z reakéni smési
gisténou DNA. Jak jiZ bylo svrchu uvedeno,
je vyhodné uZit extrakci fenolem, chroma-
tografii na sloupci Sephadexu G-100 a sré-
Zeni ethanolem, ¢imZ je moZno ziskat ists-
nou DNA prostou zneciStujicich bilkovin.

Strukturu tvaru vldsenky je moZno pre-
vést na bé&Znou strukturu DNA s dvojitym
Fetézcem odstranénim jednoduché smycky,
kterd spojuje oba konce komplementarnich
Fetézcll. K tomuto tfelu je moZno uZit ce-
lou fadu enzymi, které jsou schopné hydro-
lyticky od3$tépit jednoduché fetézce DNA.
Vhodnym enzymem tohoto pouZiti je S1
nukleaza, izolovana z Aspergillus oryzae.
Tento enzym je moZno ziskat od Miles Re-
search Products, Elkhart, Indiana. Pf{isobe-
nim S1 nukledzy na DNA strukturu tvaru
vidsenky se ve vysokém vytéZku ziskd mo-
lekula ¢cDNA s odpovidajicim zakondéenim.
Po extrakci, chromatografii a svrchu po-
psaném srdZeni ethanolem se ziskd CiStény
produkt. PouZiti reverzni transkriptdzy a
S1 nukledzy pfi syntéze cDNA s dvojim fFe-
tézcem jako struktury, odpovidajici mRNA
bylo popsdno ve svrchu uvedené publikaci
Efstratiadise a dalSich.

Je-li to Z&douci, miZe byt zvySen podil
molekuly ¢DNA s odpovidajicimi konci po-
uZitim DNA-polymerdzy I z E. coli za pii-
tomnosti ¢tyF  desoxynukleosidtrifostatd.
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Kombinace exonukledzového a polymerazo-
vého afinku tohoto enzymu mé za nésledek,
7e se odstrani volna zakon&eni 3‘ a vznikne
vazba na vSech zakon¢enich 5'. Tim se za-
jisti maximdaini tfast molekuly cDNA v néa-
slednych vazebnych reakcich.

Dalsi stupeii zplisobu podle vyndlezu spo-
¢iva v tom, Ze se na zakonCeni takto zis-
kané cDNA pisobi tak, aby bylo moZno zis-
kat sledy, které obsahujl mista vhodného
afinku restrikéni endonukleézy. Volba frag-
mentu DNA, ktery se vadZe na uvedend za-
koncéeni, zavisi na reakCnich moZnostech.
Sled, ktery se mda na tyto zakonCeni nava-
zat, se voli podle zvolené restrikéni endo-
nukledzy a volba tohoto enzymu ddle z&visi
na volb& DNA-vektoru, ktery je urlen pro
rekombinaci ¢cDNA. Zvoleny plasmid by mé&l
obsahovat alespoti jedno misto, v némZ mi-
Ze plsobit restrikéni endonukledza. Napfi-
klad plasmid pMB9 obsahuje jedno misto,
v némZ maZe plsobit restrikéni enzym Hind
11I. Hind III se izoluje z Hemophilus in-
fluenzae a Cisti se zpfisobem, popsanym
v publikaci Smith H. 0. a Wilcox K. W., .
Mol. Biol. 51, 379 (1S70). Obdobny enzym
Hae 1II z Hemophilus aegypticus se Cisti
zplisobem, popsanym v publikaci Middleton
J. H.,, Edgell M. H. a Hutchison III, C. A,
]J. Virol. 10, 42 (1972). Enzym z Hemophilus
suis, oznafeny Hsu I, katalyzuje specificky
hydrolyzou na tomtéZ misté jako Hind IIf.
Tyto dva enzymy je tedy, pokud je o funk-
ci, moZno zameénit.

Je vyhodné uZit chemicky syntetizovany
dekanukleotid s dvoiitym fet&zcem, ktery
obsahuje misto, v némZ miZe pusobit Hind
111, a tento Fetézec navéizat na konce cDNA.
Dekanukleotid s dvojim Fetézcem mé sled,
ktery je zndzornén na obr. 1 a byl popsan
v publikaci Heyneker H. L. a dal8i a Schel-
ler R. H. a dal8i. K dispozici je celd fada
podobnych sledfi, které obsahuji misto, v
némZ miZe restrikéni enzym plsobit, takZe
je moZno obsadit zakonZeni dvojitého Te-
t8zce DNA tak, aby vyslednd latka byla cit-
livd na jakoukoli zvolenou restrikéni endo-
nukledzu.

Navdzdni svrchu uvedenych sledli s mis-
ty, citlivymi na restrik&ni endonukledzu na
konce cDNA miZe byt provedeno jakym-
koli znamym zplsobem. Velmi vyhodnym
zptisobem je metoda, katalyzovand DNA-li-
gazou, ¢iSténou zphsobem, popsanym v pub-
likaci Panet A. a daldi, Biochemistry 12,
5045 (1973). Vazebnd reakce byla popsana
ve svrchu uvedené publikaci Sgaramellové.
Produkt této reakce mezi c¢cDNA a velkym
moldrnim prebytkem dekanukleotidu s dvo-
jitym Fet&zcem s obsahem mist, vhodnych
pro plisobeni restrikéni endonukledzy Hind
III je cDNA s uvedenymi fetézci na kaZdém
konci. V pripads, Ze se na tento reakéni
produkt pisobi enzymem Hind I, dojde
ke Stépeni na svrchu uvedenych mistech za
tvorby jednoduchého retézce se zakonceni-
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mi 5, kterd se mohou navzdjem doplilovat,
jak je zfejmé z obr. 1.

4. Tvorba vektoru pro prenos rekombinanty
DNA

V zéasadé je moZno uZit velké mmnoZstvi
DNA z virGt a plasmid@i k tvorbé rekombi-
nant s ¢cDNA, pfipravené popsanym zplso-
bem. Zasadni poZadavky spolivaji v tom,
aby zvoleny vektor pro prenos DNA bylo
mozZno vélenit do butiky hostitele, aby jej
bylo mioZno v této buiice pomnoZit, a aby
tento vektor obsahoval genetickou determi-
nantu, s jejiZ pomoci by bylo moZno odd8lit
ty builky hostitele, které vektor obsahuji.
Z bezpetnostniho hlediska je nutno omezit
volbu téchto vektord tak, aby vektory od-
povidaly poZadavkim National Institutes of
Health [NIH). Seznam povolenych vektor
pro pfenos DNA se stdle rozSifuje s obje-
vem novych vektori a podléhd schvéleni
instituce NIH Recombinant DNA Safety
Committee, pritemZ vynélez predpoklada
moZné pouZiti jakychkoli DNA virového ne-
bo !plasmidového plvodu s potfebnymi
schopnostmi v&etné téch, které budou NIH

-teprve pozd&ji povoleny. Vhodné vektory,

které jiZ povoleny jsou, zahrnuji v sob@ ce-
lou Fadu derivatd bakteriofdgu lambda
(Blattner, F. R., Williams B. G., Blechl A.
E., Denniston-Thompson K., Faber H. E., Fur-
long L. A., Grunwald D. ]., Kiefer D. O., Moo-
re D. D., Schumm J]. W., Sheldon E. L. a
Smithies O., Science 196, 161 [1977] a de-
rivaty plasmidu col E1, popsané napriklad
v publikaci Rodriguez R. L., Bolivar S., Good-
man H. M., Boyer H. W. a Betlach M. N.
ICN-UCLA Symposium on Molecular Mecha-
nisms 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 E1 jsou pomérné
malé, jejich molekuldrni hmotnost je ra-
du nékolika milionG a maji tu vlastnost, Ze
potet kopii DNA plasmidu v jediné hostitel-
ské bufice je moZno zvySit z b&Znych 20 aZ
40 na 1000 i vice tak, Ze se na hostitelskou
buriku plsobi chloramfenikolem. Schopnost
zvy$it mnoZstvi genu v hostitelské buiice
umoZiiuje za urcitych podminek  prinutit
hostitelskou buriku k vyrob& primérnich
bilkovin, jejichZ kédy jsou neseny geny, ob-
sazenymi v plasmidu. Tyto derivdty col E1
jsou proto vyhodnymi vektory pro pouZiti
pFi  provadéni zplsobu podle vynalezu.
Vhodné derivaty col E1 jsou napriklad plas-
midy pMB9, nesouci gen pro odolnost proti
tetracyklinu a plasmidy pBR-313, pBR-315,
pBR-316, pBR-317 a pBR-322, které obsahu-
jl kromé genu pro rezistenci proti tetracy-
klinu jeSté gen pro rezistenci proti ampici-
linu. Pritomnost gendi pro odolnost proti
témto ldatkdm je vyhodnou vlastnosti pro
rozeznani bunék, které byly GspéSné infi-
kovany plasmidem, protoZe kolonie tako-
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vych buné&k porostou i za pFitomnosti uve-
dené latky, kdeZto buiiky, které plasmid ne-
obsahuji, zahynou. Ve svrchu popsanych
pokusech i v dale uvedenych pfikladech
byl uZit plasmid, odvozeny od col E1, ktery
obsahoval kromé genu pro odolnost proti
urcité latce také misto pro plisobeni enzy-
mu Hind III.

Stejné jako je tomu pri volb& plasmidu,
je moZno volit hostitelskou buiiku z pomér-
né Siroké 8kaly moZnosti, toto mnoZstvi
v8ak bylo nutno zGZit z bezpe¢nostnich di-
vodd.

Plasmid pBR-322 byl podobné& popsén v
publikaci Bolivar F. a dalsi, Gene, 2, 95
(1977), kde se popisuje syntéza i vlastnosti
tohoto plasmidu. Plasmid pBR-322 mé& mo-
lekuldrni hmotnost 2,7 x 108 daltoni (kon-
trolovdno, Bolivar F., Gene, 4, 121 [1978])
a nese gen pro odolnost proti ampicilinu
(Ap?) a gen pro odolnosti proti tetracyklinu
(Tc?). Nese jediné misto pro plsobeni re-
strikéni endonukledzy Pst I v genu ApR
Nese jediné misto pro plisobeni endonukleé-
zy Hind III, Sal I a Bam HI v oblasti genu
TcR. Krom# toh nese plasmid pBR-322 je-
diné misto pro plisobeni enzymu Eco RI, dvé
mista pro plscbeni Hinc II, p&t mist pro
plsobeni Eco RII,. tii mista pro plisobeni
Bgl I, dvandct mist pro plsobeni Alu I,
dvandct mist pro ptisobeni Hae II a sedm-
néct mist pro phsobeni Hae III. Podrobny
popis téchto mist v plasmidu pBR-322 je
uveden na strang 103 prvni citace. V pii-
padé, Ze dojde k Stépeni plasmidu pBR-322,
dojde ke ztratd genu ApR, do mista pro pi-
sobeni restrik€ni endonukledzy Pst I je pak
moZno vElenit DNA. Obdobné v pripadé, Ze
plasmid pBR-322 je St&pen restrikéni endo-
nukledzou Hind III nebo Sal T nebo Bam
HI s v&len&nim DNA, dojde ke zirdté& genu
TcR. V pfipadé&, Ze se do mista pro plisobe-
ni Pst 1 véleni DNA, je moZno najit rekom-
binantni molekuly pFi selekci na kolonie,
které jsou senzitivni na ampicilin (Ap%) a
maji Tc®. Obdobné& v piipads, Ze se véleni
DNA do mista pro plisobeni Hind III, Sal I
nebo Bam HI, je moZno nalézt rekombi-
nantni molekuly pfi selekci kolonii, které
jsou Ap® a TcS. Vektor, ktery obsahuje ci-
zorodou DNA, vilenénou na kterékoliv z
uvedenych Ctyl mist, je moZno charakteri-
zovat vzhledem k odolnosti proti antibioti-
kiim jako ApSTc® nebo ApRTcS. Vektor je
moZno  déale charakterizovat odstranénim
vtlenéné DNA a stanovenim molekulové
hmotnosti obou produktf p¥i srovnani s mo-
lekulovou hmotnosti vychozich materild.
Dal3i charakterizaci je moZno provést se-
strojenim Gplné mapy mist pro puasobeni
restrikénich endonukledz v tomto vektoru.
Je také moZno stanovit sled v€lenéné DNA.

RovnéZ plasmid pBR-323 byl podrobné po-
psan. Syntéza a vlastnosti tohoto plasmidu
byly popsdny v publikaci Bolivar F. a dalsi,
Gene 2, 75 (1977). Plasmid pBR-313 méa mpole-
kuldrni hmotnost 5,8 x 106 daltoni a obsa-
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huje gen pro odolnost proti ampicilinu
(Ap?) a gen pro odolnost proti tetracyklinu
(Tc®). Tento plasmid obsahuje jediné misto
pro pisobeni restrik&ni endonukledzy Hind
111, Sal I a Bam HI v oblasti genu Tc®. Byla
provedena Uplnd analyza plasmidu pBR-313
a byla sestrojena mapa mist pro piisobeni
restrikénich endonukledz, tato mapa je uve-
dena na strand 84 svrchu uvedené publika-
ce. Pii vélen&ni cizorodé DNA do kterého-
koliv mista pro pasobeni Hind III, Sal I ne-
bo Bam HI dochézi ke ztrat& Tc® Je tedy
moZno nalézt rekonmbinantni molekuly p¥i
selekci kment s Ap® a TcS. Vektor je moZ-
no charakterizovat odolnosti proti antibioti-
kfim, sledem DNA a molekuldrni hmotnosti.

Tietim plasmidem, kter§ byl podrobné
popsédn, je pMB 9. Tento plasmid je moZno
pfipravit podle publikace Rodriguez R. L.
a dalsi, tak jak bylo svrchu uvedeno, a Bo-
livar F. a dalsi, Gene, 2 75 (1977). Plasmic
pMB 9 méd molekularni hmotnost 3,5 x 108
dalton@t a obsahuje gen pro odolnost proti
tetracyklinu Tc®. Mé jediné misto pro pliso-
beni kaZdé z endonuledz Eco RI, Hind III,
Sal 1 nebo Bam HI, Misto pro pflisobeni po-
slednich tFi endonukledz se nach&zi v ge-
nu TcR. V pFipads, Ze se véleni cizoroda
DNA do mista pro plisobeni Hind III, Sal I
nebo Bam HI, dochéazi ke ztrats Tc®. Vektor
s obsahem cizorodé DNA v jednom z té&chto
mist je moZno charakterizovat touto vlast-
nosti. Tento vektor je déle moZno charakte-
rizovat analyzou sledu DNA vé&lenéné Césti,
srovnanim molekuldrni hmotnosti analyzou
mist pro pasobeni endonukledz.

Plasmid pS-101 byl rovnéZ podrobné po-
psédn. V publikaci Cohen S. H. a dal3i, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 70, 1293 (1973) se po-
pisuje syntéza a vlastnosti tohoto plasmidu.
Dalsi vlastnosti plasmidu je moZno nalézt
v publikacich Cohe S. N. a dal3i, Proc. Nat.
Acad. Sci. USA, 70, 3240 (1973), Boyer H.
W. a daldi, Recombinant Molecules, Beers R.
F. a Basset, E. G., Eds, Raven Press, New
York na str. 13 {1977) a Cohen S. N. a dal-
31, Recombinant Molecules, na str. 91. Plas-
mid pS-101 mé molekuldarni hmotnost 5,8 X
x 106 daltonu a obsahuje gen pro odolnost
proti tetracyklinu Tc® V oblasti tohoto ge-
nu obsahuje jediné misto pro pfisobeni kaz-
dé v endonukledz Hind III, Sal I a Bam HI.
Kromé toho obsahuje jediné misto pro pi-
sobeni Eco RI, jedno misto pro plsobeni
Hpa I, jedno misto pro plisobeni Sma I a
StyFi mista pro phsobeni Hinc II. V pfipadg,
Ze tento plasmid se Stépi enzymem Hind III,
dochézi ke ztratd TcR. TotéZ plati pro Sté-
peni v misté Sal I nebo Bam HI, pfi vElené-
ni DNA do n&kterého z t&chto mist je moZ-
no nalézt pii selekci rekombinaéni moleku-
ly. Vektor s obsahem cizorodé DNA v né-
kterém z t&chto mist je moZno charakteri-
zovat ztrdtou odolnosti proti antibiotiku,
Vektor je moZno dédle chrakterizovat (a)
odstranénim v{lenéné DNA a stanovenim a
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srovnanim molekuldrni hmotnosti, (b) se-
strojenim mapy mist pro pisobeni endonuk-
ledz a (c) stanovenim sledu vClenéné DNA.

Fagy pro vektory obsahuji napriklad de-
rivaty fagu lambda, ktery se nazyva Cha-
ron, zejména Charon 3A, Charon 4A a Cha-
ron 16A. Tyto fdgy byly podrobné& popsany.
Blatner a dal3i ve svrchu uvedené publika-
ci popisuji syntézu a vlastnosti téchto fa-
gli. Tyto fagy byly také zmapovdny vietng
mist pro pisobeni endonukledz, jak je uve-
deno na strané 161 svrchu uvedené publika-
ce. Genotyp kaZdého fdgu je uveden na stra-
né 164 soufasné s vysledkem Stépeni v riiz-
nych mistech. Napiiklad pFi vClenéni cizo-
rodé DNA do mista pro pfisobeni Eco RI ve
fagu Charon 16A zpsobi ztrdtu genu lacs.
Rast rekombina&niho fdgu na bakteriich
lac~ maé za nédsledek tvorbu bezbarvych ko-
lonii. To znamend, Ze vektor s obsahem ci-
zorodé DNA v prisludném misté je mozZno
charakterizovat genetickymi vlastnostmi,
napriklad bezbarvymi skvrnami na bakte-
rifch lac~. Vektor je moZno déle charakte-
rizovat odstranénim v¢len&né DNA a stano-
venim molekulové hmotnosti ocbou produk-
ti za soutasného srovndni s molekulovou
hmotnosti vychozich produktdl. Dalsi cha-
rakterizaci je moZno provést sestrojenim
mapy mist pro phsobeni endonukledz ve
vektoru. Je také moZno zjistit sled vClenéné
DNA.

Stejng dobfe byl popsdn AgtWES . AB, de-
rivat bakteriofdgu lambda. Syntéza a za-
kladni vlastnosti tohoto fdgu byly popsany
v publikaci Tremeier D. a dal8i, Nature 263,
526 (1976). Dalsi vlastnosti tohoto fagu by-
ly popsdny v publikaci Leder P. a dalsi,
Science, 196, 175 (1977). Genotyp tohoto
fdgu byl identifikovdn v obou publikacich.
Druhd z publikaci také identifikuje uloZeni
obou mist pro plsobeni restrik¢nich endo-
nukledz Eco RI a Sst I. Tento fdg obsahuje
gty mista pro plisobeni Bam HI, CimZ je
mo?no ziskat fragmenty v délce 5,4 x 105,
19,3 x 103, 3,8 x 103 a 11,4 x 105 péarh bazl.
Analyza mist pro ptsobeni restrikCnich en-
donukledz je uvedena na stran& 527 svrchu
uvedené publikace. Fragment lambda B je
odstranén ptisobenim enzymu Eco RI a §té-
pen enzymem Sst 1. Tim je moZno zabranit
rekombinaci s fragmentem lambda B. Je
také moZno vidlenit cizorodou DNA s misty
pro Stépeni enzymem Eco RI do fagu v mis-
té stépeni enzymem Eco RI. Fdgy je moZno
klonovat hybridizaci in situ, jak bylo po-
psdno v publikaci Benton W. D. a Davis R.
W., Science, 198, 180 (1977). Vektor je moZ-
no charakterizovat (a) odstran&nim vcle-
ngné DNA a stanovenim a srovnanim mole-
kulov§ch hmotnosti, (b) analyzou mist pro
piisobeni restrik&nich endonukledz a (c)
stanovenim sledu v&lenéné DNA.

Byl vyvinut kmen E. coli, oznaleny X-
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-1776 a bylo dosaZeno schvialeni NIH pro
pouZiti tohoto kmene a pri souCasném po-
uziti zalizeni P2, jak bylo popsano v pubili-
kaci Curtiss, III, R., Ann. Rev. Microbiol.,,
30, 507 (1976). E. coli RR-1 je vhodny v pii-
padd, Ze je moZno uZit zafizeni typu P3.
Stejng jako v pripad& plasmidl je zFejmé,
Ze se piedpokladd pouZiti jakéhokoli kme-
ne hostitelskych bun&k pii provadéni zpi-
sobu podle vyndlezu, pokud je tento kmen
schopen prenéaSet zvoleny vektor, a to vcet-
n& hostiteltt odliSnych od bakteril, jako
jsou napiiklad kvasinky, v pripadg, Ze tyto
kmeny budou v budoucnosti povoleny NIH.

Rekombinantni plasmidy se tvofi smise-
nim plasmidu DNA, na né&jZ bylo plisobeno
restrikéni endonukledzou a cDNA s odpo-
vidajicim zpfisobem zpracovanymi konco-
vymi skupinami. Aby bylo moZno na co
nejmendi miru omezit vazbu c¢DNA navza-
jem, pridava se plasmid ve velkém molar-
nim prebytku. V dfive popsanych zpfso-
bech mélo pfidani plasmidu ve velkém pfe-
bytku obvykle za nésledek vazbu plasmido-
vych Fetdzcl do kruhu, aniZ by soucCasne
doslo ke vélenéni fragmentu cDNA. Takto
zpracované buiiky obsahovaly obvykle pre-
vazné plasmid bez rekombinanty cDNA. V
dfisledku toho byl cely postup velice naroc-
ny na &as. Byly proto ¢inény pokusy ziskat
DNA vektory s mistem pro piisobeni rest-
rikéni endonukledzy uprostfed zvoleného
genu, takZe v&lendni rekombinanty rozdéli
gen a tim zplisobi ztratu funkce, jejimZ ko-
dem je uvedeny gen.

S vyhodou se uZiva zplsobu, jimZ je moZ-
no snizit pofet kolonii, které je nutno sle-
dovat v pripad&, Ze se uZije rekombinantni
plasmid. Tento zptisob spoc¢iva v tom, Ze se
na plasmid, na n&jZ se nejprve pilisobi rest-
rikéni endonukledzou, zpracuje jeSté alka-
lickou fosfatazou, kterd je dostupnd z né-
kolika zdroifi, napiiklad Worthington Bio-
chemical Corporation, Freehodl, New Jer-
sey. Alkalickd fosfatdza odstrani 5‘-termi-
nalni fosfatové skupiny ze zakonceni plas-
midu po piuisobeni endonukledzy a tim za-
brani vzdjemnému navazdni koncovych Cas-
t{ plasmidu DNA. V disledku toho tvorba
kruhu zdvisi na vélenéni fragmentu DNA s
obsahem 5‘-termindlnich fosfatovych sku-
pin. Svrchu uvedenym zpUsobem je moZno
sniZit relativni frekvenci transformace bez
rekombinace na méng nez 1 aZ 10*4

Vynalez je zaloZen na skuteCnosti, Ze re-
akce, katalyzovand DNA-ligazou je pro-
vedena mezi 5'-fosfatovou koncovou skupi-
nou DNA a 3“-hydroxylovymi koncovymi
skupinami DNA. V piipadg, Ze se termindl-
ni 5‘-fosfatové skupiny odstrani, k reakci
nedojde. V piipadg, Ze se vaZe DNA s dvo-
jitym Fetdzcem, miZe dojit ke tFem typiim
situaci, jak je znézorn&no v tabulce L
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TABULKA I
PFipad Reaké&ni sloZky Produkt po poufZiti ligazy
1 3 5 3¢ 5
————— OH H:03P0 ————— 0—P—0 —————
+ + 2 Hz20
————— OPO3H2 — - 0—P—-0 —————
5& 3‘ 54 3‘
1T 3¢ 5 3 5¢
—————— 0OH H:03P—0 ————— 00—P—0 —————
+ + H:z0
—————— 0OH —————0H HO ————~—
5 3 5 3
IT1 3 5¢
————0  HO————
+ O reakce
e o e HO —————
5 3

V tabulce I je DNA s dvojitym Fetézcem
schematicky znézornéna plnymi paralelni-
mi €arami, odpovidajici 5- a 3'-koncové
skupiny jsou oznateny hydroxylovym nebo
fosfatovym zbytkem podle své povahy. V
piipadé€ I se nachazi 5‘-fosfit na obou za-
koncenich, v diisledku toho dochézi ke ko-
valentni vazb& obou téchto fetdzch. V p¥i-
padé II méa pouze jeden Fetdzec termindlni
5‘-fosfatovou skupinu, takZe po kovalentni
vazbé zilistdvd diskontinuita na dal¥im Fe-
tézci. Ret&zec, ktery neni kovalentn& vazan,
zlstdva spojen s navdzanou molekulou vo-
dikovymi vazbami, k nimZ dochéazi mezi obs-
ma Fetézci, jak je z literatury zndmo. V p¥i-
padé III nedochédzi k vazb& na Zadném ze
zakongeni, protoZe z nich necbsahuvje 5'-fos-
fatovou skupinu.

NeZddoucim vazebnym reakcim je moZno
branit tak, Ze se ze zakondeni, na nichZ ne-
mé dojit k vazbé, odstrani 5'-fosfatcvé sku-
piny. K tomuto tcelu je moZno uZit jakého-
koli zpfisobu pro odstrangni 5-fosfdtovych
skupin, pokud nedojde k poru$eni struktu-
ry DNA. Vyhodnym postupem je hydrolyza,
katalyzovana enzymem alkalické fosfatazy.

K znazornéni svrchu uvedenych postupil
byla izolovdna cDNA pro krysi insulin a po-
drobena rekombinaci s plasm‘dem. DNA-
-molekuly byly uZity k pFfemé&ng& E. coli
X-1776. Transformované buiiky byly podro-
beny selekci rifistem na Zivném prostiedi,
které obsahovalo tetracyklin. Jedna rekom-
binanta plasmidu DNA, ziskand z takto
trensformovanych bunék ohsahovala DNA-
-fragment, obsahujici p¥ibliZzn& 410 nukleo-
tidti. Mimoto byly ziskdny a izolovany po-
dobnym zplsobem dal$i rekombinanty, kte-
ré byly rovnéZ analyzovany. Fragmenty by-
ly uvolnény z plasmidu pouZitim enzymu
Hind IiT mebo Hsu I a pak byly podrobeny
analyze na sled DNA zplisobem, popsanym
v publikaci Maxam A. M. a Gilbert W., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 74, 560 (1977). Sek-
vence nukleotidfi v DNA fragmentu se pfe-
kryvd a obsahovala tiplny kddovaci sled pro
krysi proinsulin I a rovnéZ 13 z 23 amino-
kyselin prepeptidového sledu. Byla zjisté-
na iplnd nukleotidovd sekvence pro svrchu
uvedeny produkt.

Obdobnym zptsobem byl izolovdn i cDNA-
-kod pro Kkrysi rastovy hormon, tento pro-
dukt byl rekombinovadn s plasmidem a pie-
nesen do buné&k E. coli. Timto zphsobem
bylo moZno znovu izolovat sled nukleotidl
0 pottu pribliZn& 800 nukleotiddi po Uspé&s-
ném pomnoZeni v builkdch E. coli, piidemZ
tento sled obsahoval cely kéd pro krysi
riistovy hormon v&etnd ¢ast! peptidového
prekursoru a &&st 5°-oblasti, kterd nebyla
plenesena.

Svrchu popsany zpliscb je obecné moZno
pouZit pro izolaci a €isténi jakéhokoli genu
z vy3siho organismu, v&etnd lidskych genfi
a pro pfenos a pomnoZeni t&chto gend v
builkdch mikroorganismi. Nové rekombi-
nanini plasmidy obsahuji cely izolovany
gen nebo pouze jeho &ast, jak bylo svrchu
popsdno. Byly rovnéZ popsdny nové mikro-
organismy, dosud nezndmé, jejichZ genetic-
ky systém je pozménén tak, Ze obsahuje
i geny z vys$iho organismu. Ddle budou po-
psany specifické piiklady, v nichZ bude po-
drobné& popsan kaZdy stupenl zpiscbu podle
vyndlezu, pokud jde o izolaci, ¢iSténi a p¥e-
nos genu krysiho insulinu do bunék E. coli,
¢imZ bnde bliZe ob'asnéna pouZitelnost zpt-
sobu podle vyndlezu. V nésledujicich p#i-
kladech jsou také bliZe charakterizovany re-
kombinantni plasmidy, které obsahuji ¢ast
genu pro krysi insulin, genu pro krysi ris-
tovy hormon, gen pro lidsky insulin a gen
pro lidsky rdstovy hormon.

Vynélez bude osvétlen nasledujicimi pfi-
klady.
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Priklad 1

Popsané postupy osvétluji extrakci a izo-
laci mRNA pro krysi insulin, syntézu kom-
plementdrni DNA a popis vlastnosti kom-
plementarni DNA. Cist&€né builky krysich
Langerhansovych ostrivkl je moZno ziskat
tak, Ze se slinivka b¥isni anestetizované kry-
sy podrobi inféizi Hanksovym roztokem re-
trogradni infazi vyvodem této Zlazy. Hank-
siiv roztok je standardni smés soli, je zndm
a je moZno jej ziskat od rady vyrobcii, na-
pfiklad od Grand Island Biological Supply
Company, Grand Island, New York. Sliniv-
ka se pak odstrani, rozdrti v Hanksové roz-
toku p¥i 0°C a natravi kolagenazou a sOjo-
vym trypsinem. V8echny postupy se prova-
di pfi teplot& 0 aZ 4°C, neni-li uvedeno ji-
nak. Zvlasté je nutno zachovavat tyto pod-
minky pii natrdveni Zlazy. Dvé krysi sliniv-
ky briSni v 8 ml Hanksova prostfedi se ulo-
71 do sklenéné zkumavky o objemu 30 ml.
V3echny sklenéné zkumavky byly pledem
zpracovany pomoci silikonu. K tomuto acelu
bylo uZito piipravku Siliclad, (Clay-Adams
Division, Becton-Dickinson Inc., Persippany,
New Jersey. Inkubacni smé&s obsahovala
12 mg kolagendazy, tj. enzymu, pFipravené-
ho z Clostridium histolyticum zpasobem,
popsanym v publikaci Mandl I., Mackennan
]. D. a Howes E. L., J. Clin. Invest. 32, 1323
(1943), bylo uZito typu CLS IV (Worthing-
ton Biochemical Corporation, Freehold, New
Jersey) a 1 mg inhibitoru trypsinu ze soéio-
vych bobfi, (Sigma Chemical Company, St.
Louis, Missouri). Inkubaci je nutno prové-
 dét pFi teploté 37°C po dobu 25 minut za
stdlého trepdni pfi 90 vykyvech za minutu.
Smé&s je nutno stdle pozorovat, aby bylo
mo7no zajistit, Ze natrdveni kolagenazou se
provadi do optimdlniho rozsahu. V pfipa-
d&, Ze inkubace je pPili§ kratkd, nedojde
k aplnému uvolnéni bun&k Langerhanso-
vych ostrivkd, naproti tomu v pfipadg, Ze
je inkubace pi#ili§ dlouhd, dochazi k rozru-
Seni téchto bunék. Po inkubaci se zkumav-
ka odstfeduje 1 minutu pii 200 g. Super-
natant se slije a segment se promyje Hank-
sovym roztokem a postup se Skrat opakuje.
Po poslednim odstiedéni se sediment uve-
de v suspenzi v 15 ml pfFipravku Ficoll
(Pharmacia Chemical Company, Uppsala,
Svédsko) o hustoté 1,085. Pak se pridéa vrst-
va pFipravku Ficoll o hustoté 1,080 a vrstva
5 ml piipravku Ficoll o hustoté 1,060, na-
eZ se zkumavka odstfeduje 5 minut pfi
500 g a pak jest€ 5 minut prFi 2000 g. V
désledku tohoto postupu zlstanou buriky
acint na dné zkumavky a buiiky ostrivka
vytvoii vrstvu mezi dvéma hornimi vrstva-
mi pFipravku. P&s bunék ostrivkil obsahu-
je jesté gangliové buiiky, lymfatické buil-
ky a buiiky pojivové tkand. Velké fragmen-
ty vSak byly odstrangny. Takto ziskane
buiiky se umisti pod mikroskop, pod nimz
je moZno odstranit viditelné znecisténiny
ruéné pii pouZziti mikropipety. Pak se buil-
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ky zredi Hanksovym roztokem a znovu se
odstredi, Supernatant se slije a sediment
se skladuje v kaplném dusiku.

Buitky ostrivkil z 200 krys se spolelné
homogenizuijl v 4 M guanidiniumthiokyanatu
[piipravek Tridom, Fluka AG Chemische
Fabrik, Buchs, Svycarsko) s obsahem 1M
g-merkaptoethanolu a pufru, ktery udrZuje
pH roztoku na hodnoté 5,0 p¥i teploig 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 odstfedu-
je 18 hodin p¥i 37 000 otackach za minutu
v SW 50,1 rotoru ultraodstfedivky p¥i tep-
loté 15 °C. {Beckman Ultracentrifuge Instru-
ment Company, Fullerton, California). PTi
odstiedéni se RNA dostdvd na dno zkumav-
ky.

RNA s polyadenylatovymi skupinami se
izoluje chromatografii veikeré RNA na oli-
go-(dT)-celuldze zplisobem, popsanym ve
svrchu uvedené publikaci Aviv H. a Leder P.

Reverzni transkriptdza z viru ptaéi mye-
loblastozy (D. J. Beard, Life Science Inc,,
St. Petersbhurg, Florida] se pak uZije k ple-
nosu struktury celé polyadenyldtové RNA
z krysich ostrivkid do cDNA. Reakce se pro-
vadi v 50 mM tris-pulru s kyselinou chioro-
vodikovou o pH 8,3 s obsahem 9 mM MgClz
30 mM NaCl, 20 mM g-merkaptoethanolu,
1 mM kaZdého z 3 neradioaktivnich desoxy-
ribonukleosidtrifosfati, 250 uM ¢Etvrtého
desoxynukleosidtrifosfatu, znaceného v po-
loze « a radioaktivnim fosforem se specific-
kou aktivitou 50 aZ 200 curie v 1 molu, 20
ug/ml oligo-dT,,_ s (Collaborative Research,
Waltham, Massachussetts), 100 ug/ml poly-
adenylované RNA a 200 jednotek/ml re-
verzni transkriptdzy. Smeés se inkubuje 15
minut pfi teploté 45°C. Pak se pridd sod-
né sl kyseliny ethylendiamintetraoctové do
koncentrace 25 mM a roztok se extrahuje
stejnym objemem fenolu, nasyceného vo-
dou, naceZ se vodna faze chromatografie
na sloupci o rozmérech 0,3 x 10 cm s ob-
sahem Sephadex G-100 v 10 mM tris-pufru
s kyselinou chlorovodikovou o pH 9,0 s ob-
sahem 100 mM NaCl a 2 mM EDTA. Nukleo-
véa kyselina se vysrdZi ethanolem po piida-
ni ‘octanu amonného prfi pH 6,0 do koncen-
trace 0,25 M. SraZenina se oddéli odstfedé-
nim, sediment se rozpustl v 50 ul Cerstvé
pfipveného 0,1 M roztoku hydroxidu sod-
ného a inkubuje pii teploté 70 °C po dobu
20 minut kX hydrolyze RNA. Pak se smés
neutralizuje p¥idanim 1 M octanu sodného
pFi pH 4,5 a 3P-cDNA se vysraZi ethanolem
a znovu rozpusti ve vodé. Podily cDNA s
jednoduchym fFetézcem se analyzujl na po-
lyakrylamidovém gelu zplisobem popsanym
v publikaci Dingman C. W. a Peacock A.
C., Biochemistry 7, 659 (1968). Gel se susi
a 32P-cDNA se ziisti autoradiografii na fil-
mu Kodak No-Screen NS-2T (Eastman Ko-
dat Corporation, Rochester, New York). Ma-
teridl byl heterodisperzui, jak bylo moZno
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usoudit z elektroforézy. Obsahoval alespoii
jeden hlavni druh cDNA se 450 nukleotidy,
jak bylo moZno prokézat srovndnim se zné-
mym standardem.

Priklad 2

V tomto pfikladu bude popsédna syntéza
s vlastnostmi cDNA s dvojitym Fetdzcem a
s obsahem sledu krysiho insulinu, tak jak
byl svrchu popsdn. Na cDNA s jednoduchym
Fetézcem z prikladu 1 se plisobi reverzni
transkriptazou, ¢imZ dojde k syntéze kom-
plementarniho Fetézce. Reak&ni smés obsa-
huje 50 mM tris-pufru s kyselinou chloro-
vodikovou o pH 8,3, 9 mM MgCle, 10 mM
dithiothreitolu, 50 mM kaZ%dého ze t¥{ ne-
znatenych desoxyribonukleosid-trifosfata, 1
mM nukleosidtrifosfdtu znaceného v polo-
ze ¢ radicaktivnim fosforem pfi specifické
aktivité 1 aZ 10. curie na mM, 50 ug/ml
CDNA a 220 jednotek/ml reverzni transkrip-
tdzy. Reakéni smés se inkubuje 120 minut
pii teploté 45°C. Reakce se zastavi pFida-
nim sodné soli EDTA do mnoZstvi 25 mM,
smés se extrahuje fenolem a chromatogra-
fuje na pripravku Sephadex G-100, nade?
se vysrdZi ethanolem. Podil reakéniho pro-
duktu 500 aZ 1000 cpm se analyzuje elek-
troforézou na gelu, jak bylo popsano v pii-
kladu 1. Bylo moZno prokdzat heterodis-
perzni pds o délce 450 nukleotidd, srovna-
nim se standardnimi vzorky. Podily reaké-
nich produktd DNA z pFikladu 1 a piikla-
du 2 byly pak nezavisle na sob& natriveny
pfebytkem restrikéni endonukledzy Hae III
a analyzovédny elektroforézou na gelu. Oba
produkty byly uvedenou endonukledzou roz-
Stépeny, takZe pii elektroforéze na gelu by-
lo moZno pozorovat dva radioaktivni pésy.
Pas, ktery vznikl St&penim cDNA se dvéma
Fet8zci mél piibliZné produkty této délky
jako pas, ktery vznikl v diisledku 3tdpeni
c¢DNA s jedinym Fet&zcem.

Piiklad 3

V tomto prikladu bude popsana vazba
dekanukleotidovych Fet8zcl po zpracovéni
enzymem Hind III na krysi ¢cDNA s dvoiim
retdzcem s Langenhansovych ostriavkid, tak
jak byla popséana v prikladu 2. Reaké&ni pro-
dukt z prikladu 2 s dvojitym fFet8zcem v
koncentraci 2 aZ 5 ug/ml se uvede v reakci
s 30 jednotkami Sl nukledzy s aktivitou
1200 jednotek/m! (Miles Laboratories, Elk-
hart, Indiana) v 0,03 M octanu sodném p¥i
pH 4,6 s 0,3 M chloridu sodného a 4,5 mM
chloridu zinetnatého pii teploté 22°C po
dobu 30 minut, pak se smés déale inkubuje
jeSté 15 minut pri teploté 10 °C. Reakce by-
la postavena tak, Ze byl pFidan (tris-pufr
do koncentrace 0,1 M, EDTA do koncentra-
ce 25 mM a tRNA z E. coli, pFipravend zpii-
sobem podle publikace Ehrenstein G., Me-
thods in Enzymology, S. P. Colowick a N.
0. Kaplan, Eds., sv. 12A, str. 588 (1967) do
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muoZstvi 40 ug/ml. Reakéni smés se extra-
huje fenolem, chromatografuje se na pfi-
pravku Sephadex G-100 a znatené 32P-cDNA
se vysrdZi ethanolem. Timto zplisobem se
ziskaji ve vysokém vyt&Zku molekuly cDNA
s péarovymi konci, kterych je zapotiebi k
vazb& chemicky syntetizovanych dekanuk-
leotidli. Dekamery Hind III byly pFiprave-
ny zplUsobem, popsanym v publikaci Schel-
ler R. H., Dickerson R. E., Boyer H. W,
Riggs A. D. a Itakura K., Science 196, 177
(1977). Vazba dekamertt Hind III na cDNA
se provadi inkubaci pii teploté 14°C v
60 mM tris-pufru s kyselinou chlorovodiko-
vou 0 pH 7,6 za pFitomnosti 6,6 mM chlori-
du hoif‘e¢natého, 1 mM ATP, 10 mM dithio-
threitolu, 3 mM dekameru Hind III o 10°
cpm/pmol a T4 DNA ligdzy v mnoZstvi pfi-
bliZzné 500 jednotek/ml po dobu 1 hodiny
reakéni smés se pak zahiiva na teplotu 65 °
Celsia na 5 minut k inaktivaci ligdzy. PFi-
da se chlorid draselny do koncentrace 50
mmold, g-merkaptoethanol do koncentrace
1 mM a EDTA do koncentrace 0,1 mM, na-
¢eZ se smés natrdvi 150 jednotkami/ml Hsu
I nebo Hind III endonukledzou po dobu 2
hodin pfi teploté 37 °C. Endonukledzy Hind
I11 a Hae IIl je moZno b&Zné ziskat (New
Wngland Biol-Labs, Beverly, Massachu-
setts). Reakéni produkt se analyzuje elek-
troforézou na gelu stejnym zphsobem jako
v pfikladu 1, pfifemZ je moZno prokizat
vrchol, ktery odpovidd sledu pf¥ibliZzné& 450
nuklestidd a mimoto fragmenty odstépe-
nych dekamert Hind ITI.

Priklad 4

V tomto p¥ikladu bude popséna tvorba
rekombinanty plasmidin a popis viastnosti
této rckombinanty po pomnoZeni. Od§tépi
se plasmid pMB-9 DNA, pfipraveny zplso-
bem podle publikace Rodriguez R. L., Bo-
liver F., Goodman H. M., Boyer H. W. a
Betlach M., v ICN-UCLA Symposimu on Mo-
lecular and Cellular Biology, D. P. Wierlich,
W. J. Rutter a C. F. Fox, Eds., [{Academic
Press, New York 1976) str. 471 aZ 477, v
misté plsobeni enzymu Hind III, pfi¢emZ
se uZiie endonukledzy Hsu I, nadeZ se smés
podrobi plisobeni alkalické fosfatdzy typu
BAPF (Worthington Viochemical Corpora-
tion, Freehold, New Jersey). Enzym je pfi-
tomen v reakéni smési v mnoZstvi 0,1 jed-
notky/mikrogram DNA, reakéni smés se in-
kubuje v 25 mM tris-pufru s kyselinou chlo-
rovodikovou o pH 8 po dobu 30 minut p¥i
teploté 65°C a pak se extrahuje fenolem k
odstranéni fosfatdzy. Po vysréZeni ethano-
lem se takto ziskany plasmid DNA prida
k cDNA s obsahem zakon€eni Hind III v
molarnim poméru 3 moly plasmidu na 1 mol
cDNA. Smés se inkubuje v tris-pufru o kon-
centraci 66 mM pfi pH 7,6, smés obsahuje
déale 6,6 mM chloridu hofefnatého, 10 mM
dithiothreitolu a 1 mM ATP. Inkubace trva
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hodinu pii teploté 14°C za pritomnosti 50
jednotek/ml T4 DNA ligéazy.

Vyslednd smés se pridd pfimo k suspenzi
bunék E. coli X-1776, které byly ptiprave-
ny néasledujicim zplisobem: Builky byly pés-
tovany a? od hustoty 2 x 108 bundk/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 wpg/ml kyseliny diaminopimelové
a 40 pg/ml thyminu p¥i teploté 37 °C. Buii-
ky byly izolovdny odstfedénim 5 minut pii
5000 g a pfi 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 vapena-
tého, 140 mM chloridu sodného a 10 mM
tris-pufru o pH 7,5, naceZ se builky necha-
ji stdt 5 minut na ledu a pak se odstfedi
a znovu uvedou v suspenzi v 0,5 ml téhoZ
pufru. Transformace se pak provadi tak,
Ze se smisi 100 ul uvedené bunéfné suspen-
ze s 50 ul rekombinanty DNA o koncentraci
1 pug/ml. Smés se inkubuje pri 0°C po dobu
15 minut, pak pFi 25 °C po dobu 4 minuty a
pfi 0°C po dobu 30 minut. Pak se buillky
pfenesou na agarové plotny pro dalSi pésto-
vani.

Studium rekombinantnich plasmidd se
provadi pFi koncentraci tetracyklinu 5 ug/
/ml, zvolend rekombinanta, oznacena pAU-1
se izoluje a surovy plasmid s 2 aZ 5 ug DNA,
izolované z pAU-1 se natravi pfebytkem en-
donukleazy Hsu I. Pak se pridd sodna sl
EDTA do koncentrace 10 mM a 10% sacha-
rézy (hmot. %/objemovd %) a smés se
déll za 8% polyakrylamidovém gelu. DNA
méa pfibliZzné 410 pdrovanych béazi. V ob-
dobném pokuse bylo uZito jako vektoru plas-
midu pBR-322. Viechny podminky odpovida-
ly svrchu uvedenym podminkam s tim roz-
dilem, Ze konetnd selekce rekombinantnych
klont byla provddéna na plotnach, Které
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chsahovaly ampicilin v koncentraci 20 ug/
/ml.

Priklad 5

DNA z pAU-1 z pfikladu 4 se dale Cisti
elektroforézou na 6% polyakrylamidovém
gelu. Po vymyti z gelu se DNA znafi inku-
baci s gama-32P-ATP a s enzymem polynu-
kleotidkindzou za podminek, popsanych ve
svrchu uvedené publikaci Maxama a Gilber-
ta. Enzym katalyzuje ufinnost svrchu uve-
dené skupiny radioaktivniho fosfdtu na 5°-
-zakoneni DNA. Enzym se ziskava z E. coli
zplscbem, popsanym v publikaci Panet A.
a dalsi, Biochemistry 12, 5045 (1973). Takto
znatend DNA se Stépi endonukledzou Hae
111 zplsobem, popsanym v piikladu 2 a dva
znatené fragmenty obsahujici 265 a 135 bé-
zi se oddé&li na polyakrylamidovém gelu za
podminek, uvedenych v pfFikladu 1. Takto
izolované fragmenty se podrobi specifické-
mu S$t8peni a analyze sledu bézi zpfisobem,
popsanym ve svrchu uvedené publikaci Ma-
xam a Gilbert. Sled, uvedeny v néasledujici
tabulce 1 je zaloZen na vysledku ze svrchu
uvedenych pokusli a na vysiedcich obdob-
nych pokusti, které byly provedeny pfi po-
uZiti cDNA a vektoril, odvozenych od col EL,
napifklad pMB-9 a pBR-322. Pokud jde o
5‘-zakonCeni, zistdvd neurceny sled o délce
piibliZzné 50 aZ 120 nukleotidlt a poly-dA
segment na 3'-zakonfeni mé riiznou délku,
Tento sled je zatim nejpodrobné&jsi dosaZi-
telnou informaci, je samoziejmé, Ze v pri-
b&hu piistich pokusii bude moZna zapotie-
bi provést néteré malé zmény nebo budou
objasnény dalsi Casti Fetézce. Odpowvidajici
sled aminckyselin krysiho proinsulinu I za-
¢ind na tripietu, ktery je oznalen 1 a kondi
na tripletu, oznafeném 86. Nejasnosti zlsta-
vaji stdle v té oblasti sledu, ktera je pod-
{rZena preruSovanou farou.
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Priklad 1a

Opakuje se zpusob podle prikladu 1,
avSak koncentrace g-merkaptoethanolu se
méni pFi homogenizaci bunék ostrivkd. UZi-
té koncentrace g-merkaptoethanolu byly
0,05 M, 0,2 M, 0,6 M a 0,8 M. PFi v3ech po-
uZitych koncentracich g-merkaptoethanolu
bylo dosaZeno tychZ vysledkd, to jest de-
gradace mRNA ribonukledzou byla vylouce-
na.

Priklad 1b

Opakuje se zpasob podle prikladu 1 a
la, avSak meéni se pH guanidiniumthiokya-
natu a @-merkaptoethanolu pfi homogeni-
zaci bunék ostrivkd. Bylo uZito pH 6,0, 7,0
a 8,0. Pfi vSech téchto hodnotach bylo do-
saZeno tychz vysledkl, to znamena, Ze bylo
moZno zabranit degradaci mRNA ribonuklea-
ZOou.

Priklad 3a

. Dekanukleotidy pro vazbu v misté plso-
beni Eco RI se navdZi na cDNA z prikladu
2 zplsobem, popsanym v prikladu 3. Deka-
mery do mista plsobeni Eco RI se pfipravi
zplisobem, popsanym ve svrchu uvedené
publikaci Schellerové a dalSich a maji sied
5-CCGAATTCGG-3'. Po vazb& se produkt
podrobi plisobeni enzymu Eco RI za tychZ
reakCnich podminek, jaké byly popsény pro
Hsu I nebo Hind III. Enzym Eco RI je moZno
b8Zné ziskat (New England Biolabs.]. Re-
aké&ni produkt byl analyzovan elektroforézou
na gelu stejnym zplsobem jako v pfikladu
1 a bylo moZno pozorovat vrchol, odpovida-
jici sledu p#ibliZné 450 nukleotidd kromé
fragmentti odstépenych dekamerd.

Priklad 4a

i) Opakuje se zplsob podle prikladu 4
pFi pouZiti plasmidu pBR-322, pripraveného
podle publikace Bolivar a dalsi, Gene 2, 95,
(1977) misto plasmidu pMB-9 DNA. VSech-
ny podminky byly zachovany s vyjimkou za-
véretné selekce rekombinantnich Kklondg,
kterd se provadi na plotndch s obsahem 20
ug/ml tetracyklinu. V&lenénd Cast se od-
strani svrchu popsanym zpiscbem, &imZ se

ziskd DNA se 410 pérem bézi se sledem,

uvedenym v tabulce 1.

ii) Opakuje se zpfisob podle piikladu 4
pii pouZiti plasmidu pBR-313 DNA, pfipra-
veného podle publikace Bolivar a dalsi, Ge-
ne 2, 75 (1977) misto plasmidu pMB-9 DNA.
Viechny podminky zlistdvajl zachovany s
vyjimkou konetné selekce rekombinantnich
klonti, kterd se provadi svrchu uvedenym
zpfisobem, ziskd se DNA o 410 parech bazi
se sledem, uvedenym v tabulce 1.

iii) Opakuje se postup podle prikladu 4
pii pouZiti plasmidu pSC-101 DNA, pfipra-
veného zplsobem podle publikace Cohen a

32

dalsi, Proc. Nat. Sci., USA, 78, 1293 (1973)
misto plasmidu pMB-9 DNA. V3echny pod-
minky jsou zachovany vCetn& selekce re-
kombinantnich klonli. V&lenénd €ast se od-
strani svrchu uvedenych zplisobem, ziska
se DNA o 410 péarech bézi se sledem, uve-
denym v tabulce 1.

Priklad 4b

Opakuje se postup podle pfikladu 4 a 4a
s tim rozdilem, Ze se uZije E. coli RRI nebo
E. coli HB-101 misto E. coli X-1776. V3ech-
ny podminky jsou jinak zachovédny a bylo do-
saZeno tychZ vysledki.

Priklad 4c

i) Jako vektor pro prenos se uZije Charon
16A DNA, piipraveny zplisobem podle svr-
chu uvedené Blatinerovy publikace. Zakon-
teni se spoji inkubaci pfi teploté 42°C na
60 minut v 0,1 M tris-HCI, pH 8,0 a 10 mM
chloridu hofec¢natého. Vektor se Stépi endo-
nukledzou Eco RI v misté jejiho plsobeni a
pak se zpracovava piusobenim alkalické fos-
fatazy jako v piikladu 4. Po vysrdZeni etha-
nolem se vektor cDNA, zpracovany fosfata-
zou prida k ¢cDNA s obsahem zakonfenl po
§tdpeni enzymem Eco Rl v moldrnim pomeé-
ru 2 moly vektoru na 1 mol cDNA. Smés se
vaZe plsobenim T4 DNA ligdzy jako v pii-
klads 4. Smés se piimo pfida k buné&tné sus-
penzi E. coli X-1776, pfipravené zplisobem
podle prikladu 4 a transformace se provadi
rovndZ zpasobem podle piikladu 4. Izolujl
se rekombinantni fagy a péstuji 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 ¢DNA, vélenénou do mista pro pil-
sobeni Eco RI Charonu 18A a jsou pri¢inou
vzniku bezbarvych plakd. Rekombinanta po
selekci se izoluje a podrobi plisobeni pre-
bytku endonukledzy Eco RI a smés se ana-
lyzuje zplsobem podle p¥ikladu 4 a 5. Zis-
k4 se DNA o 410 parech bédzl se sledem,
uvedenym v tabulce 1. Smés je také moZno
uZit ke tvorbé rekombinantnich fagd in vit-
ro, jak bylo popsdno v publikaci Sternberg
N. a dalsi, Gene 1, 255 (1977). Vlastnosti
rekombinantnich fdgl je moZno prokazat
také hybridizaci in situ, kterd byla popsé-
na v publikaci Benton W. D. a Davis R. W,
Science 1496, 180 (1977).

ii) Charon 3A DNA, pripraveny zphsobem
podie svrchu uvedené Blattnerovy publika-
ce, se uZije jako vektor misto Charonu 16A
DNA. Jinak jsou zachovany podminky, po-
psané pro Charon 16A DNA. Seiekce rekom-
binantnich fagl se provadi péstovanim fagh
na lac* bakteriich na plotnach s obsahem
X6 s izolaci bezbarvych plakd a pak hybri-
dizaci nebo zpracovanim pomoci restrikéni
endonukleédzy, jak bylo rovnéZ popsano ve
svrchu uvedené Blattnerové publikaci. Vile-
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néné Gast se odstrani svrchu uvedenym zpt-
sobem, ¢IimZ se ziskd DNA o 410 pérech bé-
Zi se sledem, uvedenym v tabulce 1.

iii} A gtWES.A B DNA, pfipraveny zpfiso-
bem podle svrchu uvedené publikace Tie-
mier a dal3i, se uZije jako vektor misto Cha-
ronu 16A. V3echny podminky jsou jinak stej-
né jako v pfipadé Charonu 16A. Selekce re-
kombinantnich f4gl se provadi hybridizaci
podle svrchu uvedené punblikace Bentona
a Davise. V€len&n4 ¢ast se odstrani, ¢imZ se
ziska DNA o 410 pérech bazi se sledem,
uvedenym v tabulce 1.

Priklad 4d

Opakuje se zplisob podle ptikladu 4c,
avSak pouZije se E. coli RRB, E. coli HB-101,
E. coli DP-50 nebo E. coli DP-50 SupF misto
E. coli X-1776. V8echny podminky jsou jinak
stejné a ziskajl se i stejné vysledky.

W

P¥iklad 6

Popisuje se izolace a CiSténi DNA se sle-
dem nukleotidd, ktery je kddem pro lidsky
insulin a syntéza vektoru, obsahujiciho DNA
i vznik kmene mikroorganismii, ktery ob-
sahuje tuto DNA jako Cé4st své genetické in-
formace.

Builky ostrivkt se izoluji z lidské sliniv-
ky bfiSni zplsobem podle p¥ikladu 1. Tato
tkan se ziska ze zemielych lidi nebo z insu-
linom®. Buiiky ostriivkii, smiSené z n&kolika
slinivek, se homogenizuji ve 4 M guanidini-
umthiokyandtu s obsahem 0,2 M g-merkap-
toethanolu pri pH 5,0, jak bylo popsdno v
pfikladu 1. Polyadenylovand RNA se izoluje
chromatograficky podle svrchu uvedené
publikace Aviva a Ledera. Pak se pfipravi
CDNA s jednim Fet&zcem pouZitim reverzni
transkriptdzy a hydrolyzovand cDNA zpi-
sobem podle pFikladu 1. P¥ipravi se cDNA
s dvojitym Fetézcem podle piikladu 2 a na-
travi se nukledzou S1 zplisobem podle pii-
kladu 3. Podle téhoZ pfikladu se pFidaji k
cDNA s dvojitym Fet&zcem lidského insuli-
nu latky, umoZiiujici vazbu na zakond&eni
pfi natrdveni enzymem Hind III. Produkt se
podrobi plisobeni enzymu Hind III nebo Hsu
1 a analyzuje se zptisobem, popsanym v pi¥i-
kladu 3. Je moZno pozorovat vrchol odpovi-
dajici sledu 450 nukleotidi kromé& fragmsn-
tli 'odStépenych dekamerti v misté plisobeni
Hind III.+Pak se do plasmidu pMB-9 vé&leni
cDNA lidského insulinu s obsahem zakon-
geni, schopnych vazby v mist& pésobeni en-
zymu Hind III. Tento postup se provadi po-
dle prikladu 4 stejn& jako transformace E.
coli X-1776 a selekce rekombinantnich plas-
midd. VElenénd &Aast se odstrani plisobenim
Hsu I a analyzuje podle pFikladu 4. Ziska
se DNA o0 450 nukleotidech. Je moZno pro-
kézat klonovany lidsky insulin, ktery obsa-
huje nukleotidy, které jsou kédem pro cely
sled aminokyselin lidského insulinu. Sled
aminokyselin v Fetézci A je tento:
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1
Gly—Ile—Val—Glu—Gin—Cys—Cys—-
10

. Thr—Ser—Ile—Cys—Ser—Leu—Tyr—Flu—-
20

Leu—Glu—Asn—Tyr—Cys—Asn.

Aminokyseliny v Fetézci B maji nésleduji-
ci sled:

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

20
Leu—Tyr—Leu—Val—Cys—Gly—Glu—-
30
Arg—Gly—Phe—Tyr—Thr—Pro—Lys—Thr.

Sled aminokyselin je &islovan od zakon-
¢enl, na némZ se nach4z{ volnd aminosku-
pina,

Pfiklad 6a

i) Opakuje se priklad 6 s tim rozdilem, Ze
se uZije plasmid pBR-322 misto plasmidu
pMB-9 DNA. VSechny podminky jsou jinak
totoZné s podminkami v p¥kladu 4a(i).
Velen&éna c¢dst se odstrani a ziskd se DNA
0 450 nukleotidech se sledem, popsanym v
prikladu 6.

ii) Opakuje se postup z pifkladu 6, aviak
uZije se plasmid pBR-313 DNA misto plas-
midu pMB-9 DNA. V3echny podminky jsou
totoZné jako v piikladu 4af(ii]. Vé&len&na
¢ast se odstrani, ¢imZ se ziskd DNA o 450
nukleotidech se sledem, popsanym v piikla-
du 6.

iii} Opakuje se postup z piikladu 6 pfi
pouZiti plasmidu pSC-101 DNA misto plasmi-
du pMB-9 DNA. VSechny podminky jsou ji-
nak stejné jako v piikladu 4a(iii). V&lens-
nd Cast se odstrani, ¢imZ se ziskd DNA o
450 nukleotidech se sledem, popsanym v
piikladu 6.

Pr¥iklad 6b

Opakuje se postup podle piikladG 6 a 6a
s tim rozdilem, Ze se uZije E. coli RRI nebo
E. coli HB-101 misto E. coli X-1776. VSech-
ny podminky jsou totoZné a totoZné jsou i
ziskané vysledky.

Piiklad 6c¢c

Zplsobem podle p¥ikladu 6 se pripravi
cDNA lidského insulinu a zpracuje se che-
micky syntetizovanymi fetézci, navazanymi
v mist& plsobeni Eco RI podle piikladu 3a.

i) Véleni se cDNA lidského insulinu Eco
RI do mista pGsobeni Eco RI Charonu 18A
podle prikladu 4c(i). Izoluji se rekombi-
nantni fadgy a v€lenénd ¢ast se odstrani po-
dle prikladu 4c(i). Ziska se DNA o 450 nu-

-
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kleotidech se sledem, popsanym v pfikla-
du 6.

iil} Vé&leni se cDNA lidského insulinu se
zakonCenimi pro vazbu v misté plsobeni
Eco RI do vektoru Charonu 3A podle pii-
kladu 4c(ii). Rekombinantni fagy se izoluji
a analyzujl podle prikladu 4c(ii), ¢imZ se
ziskd DNA o 450 nukleotidech se sledem,
popsanym v prikladu 6.

ili} Plasmid A gtWES.AB se uZije jako
vektor pro pfenos cDNA lidského insulinu
po zpracovani Eco RI zplisobem podle pii-

38

kladu 4c(iii). Izoluji a analyzuji se rekom-
binantni f4gy. V&lenénd &ést se odstrani,
¢imZ se ziskd DNA o 450 nukleotidech se
sledem, popsanym v pf¥ikladu 6.

Priklad 6d

Opakuje se priklad 6c, uZije se E. coli
RRI, E. coli HB-101, E. coli DP-50 nebo E.
cali DP-50 SupF misto E. coli X-1776. UZije
se tychZ podminek a ziskaji se tytéZ vysled-
ky.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob vyroby vektoru pro p¥enos DNA
se sledem nukleotidd, ktery je koédem pro
insulin tak, Ze se izoluji buiiky s obsahem
mRNA, kterd je kddem pro insulin, z téchto
bunék se extrahuje mRNA, naleZ se {isti a
z t8to mRNA se syntetizuje cDNA za vzniku
cDNA se sledem nukleotidfi, ktery je kédem
pro insulin a takto ziskand cDNA se uvede
v reakci s vektorem pro pFenos DNA za
vzniku vektoru pro prenos DNA se sledem
nukleotidfi, ktery je kédem pro insulin, vy-
znacujici se tim, Ze se z bunék s obsahem
mRNA, kterd je kédem: pro insulin, extrahu-
je tato mRNA homogenizaci bunék za pri-
tomnost inhibitoru ribonukleézy, ktery ob-
sahuje guanidiniumthiokyanat a g-merkap-
toethanol pri pH 5,0 aZ 8,0, ¢imZ se bréani
degradaci mRNA pliscbenim ribonukleazy,
naceZ se cDNA uvede v reakci s vektorem
pro pienos DNA ve dvou stupnich, pFifemZ
v prvnim stupni se enzymaticky hydrolyzu-
je vektor pro pienos DNA plisobenim rest-
rikéni endonukledzy ze skupiny Hidn III
nebo Hsu I za vzniku vektoru pro pfenos
DNA s reaktivnimi zakonenimi, kterd jsou
schopna vzdjemného spojeni nebo spojeni
s cDNA se sledem nukleotidd, ktery je ko-
dem pro insulin a ve druhém stupni se en-

zymaticky spoji vektor pro prenos DNA a
cDNA se sledem nukleotid@, ktery je kodem
pro insulin pri pouZiti DNA-ligdzy za pii-
tomnosti adenosintrifosfdtu a za vzniku vek-
toru pro prfenos DNA se sledem nukleotidd,
ktery je kddem pro insulin.

2. Zplisob podle bodu 1 pro vyrobu vekto-
ru pro prfenos DNA se sledem nukleotidi,
ktery je kddem pro insulin, vyznalujicl se
tim, Ze se po prvnim stupni jeSté enzymatic-
ky hydrolyzuje jakdkoli 5‘-fosfatovd konco-
vd skupina na vektoru pro prenos DNA s
reaktivnimi zakonCenimi za vzniku p¥edem
zpracovaného vektoru pro pfenos DNA s
reaktivnimi  zakonc¢enimi, kterd nejsou
schopna opétného vzdjemného spojeni,
avSak jsou schopna spojeni s cDNA se sle-
dem nukleotiddl, ktery je kddem pro insulin.

3. Zplsob podle bodu 1 nebo 2, vyznalu-
jici se tim, Ze se uZije inhibitoru ribonuklea-
zy s obsahem 4 M guanidiniumthiokyanéatu
s 0,05 aZ 1,0 M g-merkaptoethanolu.

4, Zplsob podle bodu 3, vyznacujici se
tim, Ze se uZije inhibitoru ribonukledzy s
obsahem 0,2 M g-merkaptoethanolu.

5. Zplsob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze enzymatickd hydrolyza se provadi
plscbenim alkalické fosfatdzy.

1 list vfkresil
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