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1

Vynélez se tykd zplsobu péstovani mikro-
organismu s obsahem a replikaci vektoru
pro pfenos DNA. Zplisobem podle vynélezu
je moZno vyrobit celou fadu novych pro-
dukti. Tyto produkty v sob& zahrnuji i re-
kombinantni plasmid, obsahujici specificky
sled nukleotidldi, odvozeny z vy38iho orga-
nismu a novy mikroorganismus, ktery obsa-
huje jako &ast svého genetického seskupeni
specificky sled nukleotidi, odvozeny od vys-
§iho organismu.

V prib&hu piihlasky jsou uZivdny zkratky,
uvedené v nasledujici tabulce:

DNA — Kkyselina desoxyribonukleova

RNA — kyselina ribonukleova

¢DNA — komplementdrni DNA (enzymatic-
ky syntetizovana ze sledu mRNA)

mRNA — RNA udastinci se pfenosu (“‘mes-
senger RNA")

tRNA — prenesend RNA (,transfer RNA")

dATP — desoxyadenosintrifosfat

dGTP — desoxyguanosintrifosfat

dCTP — desoxycytidintrifosf4t

A — adenin
T — thymin
G — guanin
C — cytosin

Tris — 2-amino-2-hydroxyethyl-1,3-propan-
diol
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EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
ATP — adenosintrifosfat
TTP — trymidintrifosfat

Biologicky vyznam zédkladni sekvence DNA
spodivd v tom, Ze v ném je uloZena gene-
tickd informace. Je zndmo, Ze sled bazi v
DNA se uZivad jako kod, ktery urduje sled
aminokyselin ve v3ech bilkovindch, které
buiika vyrdbi. Mimoto se ¢ést tohoto sledu
uzivd k regulacnim ucéeliim, zejména k Fize-
ni doby a mnoZstvi vyroby jednotlivych bil-
kovin. Povaha tohoto Fizeni je zatim jen €éas-
te€né objasnéna. Konedné se uZiva sekven-
ce bazi v kaZdém fetdzci jako zdklad pro
obnovovédni DNA, jakoZ i pro mnoZeni DNA,
které doprovazi kaZdé bunéc¢né déleni.

Zplsob, jimZ se zékladni informace o sledu
bazi v DNA uZivéa k urceni sledu aminokyselin
v bilkovindch je zdkladnim procesem, ktery
je v 3ir§im smyslu univerzalni pro vSechny
Zivé organismy. Bylo prokézéano, Ze kaZzda
aminokyselina, kterd se nachézi v bilkovi-
nach je urcena jednim nebo vétSim poltem
sledldl trinukleotidd. Z toho vyplyvd, Ze pro
kaZdou bilkovinu je moZno zjistit odpovida-
jici segment DNA, ktery obsahuje sekvenci
tripleti, kterd odpovidd sledu aminokyse-
lin v dané bilkovin&. Geneticky kdd je zna-
zornén v nasledujici tabulce.
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Biologicky zplisob pfemény sekvence nuk-
leotidi jako informace do sledu aminoky-
selin v prvnim stupni spodivd v tom, Ze lo-
kdlni segment DNA se sledem, ktery urdu-
je strukturu bilkoviny, kterd mé& byt vyro-
bena se nejprve zméni ve svou kopii pomo-
ci RNA. RNA je polynukleotid, ktery je po-
dobny DNA s tim rozdilem, Ze ribdza je na-
hrazena desoxyribézou a je uZito wuracilu
misto thyminu. Bdze RNA se mohou dostat
do tychZ vztahli jako v DNA. V diisledku to-
ho je moZno vytvoFit v RNA komplement
ke sledu nukleotidt DNA. Takto modifiko-
vanéd RNA se nazyvd mRNA, protoZe je inter-
medidrnim d¢lankem mezi genetickou sou-
stavou a soustavou pro syntézu- bilkovin v
burice.

V builce se uZivd mRNA v komplexnich
procesech, véetné enzymi a organel, jejichz
¢innosti dochédzi k syntéze urcitého speci-
fického sledu. aminokyselin, Tento zpusob
se nazyvé translaci mRNA. .

V Fadé pripadd jsou nutné jesté dalsi stup-
né, jichZ je zapotfebi k prfeméné syntetizo-
vaného sledu aminokyselin na funkéni bil-
koviny. Jako pfiklad bude uveden insulin.

Geneticky kod -

-fenylalanin- [Phe] & TTK
leucin (Leu) XTY
isoleucin [Ile} ATM
methionin (Met) =~ - - ATG -
valin (Val) GTL
serin (Ser) ORS
prolin (Pro) CCL
threonin (Thr) ACL
alanin . (Ala) . . - _ .“GCL
tyrosin {Tyr) L . TAK
terminalni signél . - .. TA]
terminaéni signdl ‘ TGA
histidin . (His) - - CAK
glutamin (Gln) . . CAJ
asparagin [Asn). : AAK
lysin (Lys) AA]J
kyselina asparagova (Asp) CAK
kyselina glutamovd (Glu) CA]J
cystein (Cys) TGK
tryptofan (Try) TGG
arginin (Arg) WGZ
glycin (Gly) GGL
Klig:

KaZzdd skupina tFi pismen znamend tri-
nukleotid DNA s 5° na levé strand a 3' na
pravé strané. Jednotlivd pismena znamenaji
purinové nebo pyrimidinové zgsady, které
tvofi sled nukleotidi.

= adenin

== guanin

cytison

thymin

T nebo C, je-li Y a nebo G
C,je-iYCneboT

A G, CneboT, je-li XC

HXMHQQ»

I

ERT LV OLO NN =
= 98 22

4

= A nebo G, je-li X T
= C nebo A, je-1i Z A nebo G
= C,je-iZCnebo T
= A, G, Cnebo T, je-li WC
= A nebo C, je-li WA
= TC, je-liS A, G, Cnebo T
= AG, je-li ST nebo C
= A, G, C nebo 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

Misto pro plisobeni enzymu Alu I — sled
AG ¢ CT, specificky Stépeny v mistéd Sipky
endonukleazou Alu I.

Misto pro plisobeni enzymu Bam HI — sled
G ¥ GATCC, specificky St&peny v misté
Sipky endonukledzou Bam HI

Misto pro pfisobeni enzymu Bgl I — sled
GCCNNNN ¢ NGGG, specificky - Stépeny v
mistd $ipky endonukledzou Bgl I (N zname-
né jakykoliv nukleotid).

Misto pro pitsobeni enzymu Eco RI — sled
G 1 'AATTC, specificky §tépeny v mxsté 81p
ky endonukleazou Eco RI.

Misto pro plsobeni endonukledzy Eco RII
—sgled ¢ = CCAGG nebo V" CCTGG, spe-
cificky “S§tépeny v misté Sipky endonuklea-
zou Eco RIL

Misto pro ptisobeni endonukledzy Hae II
— sled AGCGC -¢ T nebo AGCGC ¢ C ne-
bo GGCGC ¢ T nebo GGCGC + G, speci-
ficky St&peny v misté s1pky endonukleazou
Hae IL.

Misto pro plsobeni endonukledzy Hinc
II — 'sled GTTAAC nebo GTCAAG nebo
GTCGAC, spemﬁcky stepeny endonukledzou
Hine II.

Misto pro plisobeni endonukledzy Pst I
— sled CTGCA ¢ G, specificky St&peny v
misté Sipky endonukledzou Pst 1.

Misto pro pdsobeni endonukledzy Sal I
—sled G ¢ TCGAG,, specificky $t8peny v
misté Sipky endonukledzou Sal I.

Misto pro plsobeni endonukledzy Sst I
— sled GAGCT 'V C, specificky Stépeny v
mistd Sipky endonukledzou Sst I.

V burtikdch vy$Sich organismi, napfiklad
obratlovcidl je moZno nalézt mnohé bilkovi-
ny, které maji lékafsky vyznam nebo vy-
znam pro vyzkum. Jde napfiklad o hormon
insulinu, dal3i hormony peptidové povahy,
nap¥Fiklad riistovy hormon, bilkoviny, které
plsobi pfi Fizeni krevniho tlaku a rifizné
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druhy enzymi s pramyslovym, lékafskym
nebo vyzkumnym vyznamem. Je &asto velmi
obtiZné ziskat tyto bilkoviny v pouZitelném
mno¥stvi extrakeci z organismd, tento pro-
blém je zvlastd tiZivy v pripadé lidskych
bilkovin. Je proto nutné nalézt zpisob, kte-
rym by bylo moZno tyto bilkoviny ziskat
mimo pivodni organismus v dostatetném
mnoZstvi. V ndkterych pfipadech je moZné
ziskat pFislu¥né buné&éné linie, které je pak
moZno udrZovat jako tkaiiové kultury. Rist
bunék ve tkaifiovych kulturdch je vSak po-
maly, ristové prostredi ]e velmi drahé, pod-
minky p¥i p8stovani musi byt pFesné zacho—
vdvany a vytdzky jsou pomsrn& nizké. Cas-
to je velmi obtiZné udrZet bun&Cnou linii s
Zddanymi vlastnostmi.

Naproti tomu je moZno snadno péstovat
mikroorganismus, napfiklad bakterie v che-
micky definovanych Zivnych prostfedich.
Fermenta¢ni zplisoby jsou vysoce propraco-
vané a je moZno je dobfe ridit. Rist orga-
nism@t je rychly a je moZno ziskat vysoké
vytézky. Mimoto jsou né8které organismy
presné geneticky definovdny a jsou tak
vlastng jedn&mi z nejlépe definovanych or-
ganismt viibec.

Z t&chto diivodid je vysoce Zddouci dosédh-
nout prenosu genetického koédu pro bilko-
viny s lékaPskym vyznamem z organismu,
v nd¥mZ se tato bilkovina bé&Zn& produkuje
na prisludny mikroorganismus. Timto zpili-
sobem by bylo moZno dosdhnout toho, Ze
uvedend bilkovina by byla produkovéna
mikroorganismem za fizenych podminek
rastu, takZe by bylo moZno ji ziskat v Zada-
ném mnoZstvi. Je také moZné timto zpiso-
bem podstatng sniZit ndklady ha vyrobu té-
to bilkoviny. Mimoto by moZnost izolace a
pfenosu genetického sledu, ktery urluje
produkci uréité bilkoviny na mikroorganis-
mus s dob¥e definovanou genetickou struk-
turou méla velkou cenu pro vyzkum zpiso-
bu, kterym se ridi syntéza této bilkoviny a
pro vyzkum chovédni této bilkoviny po syn-
téze. Mimoto by bylo moZno izolovany ge-
neticky sled mé&nit na kéd pro rtzné bilko-
viny se zménénymi lé¢ebnymi nebo funke-
nimi vlastnostmi.

Zptisobem podle vyndlezu je moZno uve-
deného cile dosahnout. Zplisob podle vynéa-
lezu v sob& =zahrnuje celou Fadu reakci,
véetnd enzymaticky katalyzovanych reakci.
Povaha t&chto enzymatickych reakci, po-
kud je zndmd, je soufasné vidy popsana.

Reverzni transkriptdza katalyzuje synté-
zu DNA za piitomnosti modifikované RNA,
oligodesoxynukleotidu a &tyr desoxynukleo-
sidtrifosfatu, dATP, dGTP, dCTP a TTP. Re-
akce zadinad na nekovalentni vazb& oligo-
desoxynukleotldu ktery se vdZe na polohu
3° mRNA, nadeZ se postupné vaZi prlslusne
desoxynukleotidy, jak je to stanoveno pfi
tvorb& nukleotidového sledu mRNA, a to
na polochu 3‘ rostouciho fetézce. Vyslednd
molekula obsahuje plvodni RNA spolu s
komplementarnim DNA, kterd je vazana

jednoduchou smytkou DNA. Reverzni trans-
kriptdza miZe rovnéZ katalyzovat podobnou
reakci pri pouZiti modifikované DNA, v tom-
to p¥ipadé je vyslednym produktem sloule-
nina s dvéma fetézci DNA, které jsou spo-
lu spojeny smyctkou, tvofenou jedinym Fe-
té8zcem DNA. Tyto postupy byly popséany v
publikaci Aviv H. a Leder P., Proc. Natl
Acad. Sci. USA 89, 1408 (1972) a Efetratia-
dis A., Kafotos, F. C., Maxam A. P. a Mania-
tis T., Cell 7, 279 (1979).

Restrikdni endonukledzy jsou enzymy, kte-
ré jsou schopny hydrolyzovat fosfodiestero-
vé vazby ve dvoptem fetézci DNA, ¢imZ do-
jde k preruSeni kontinuity Fetézce DNA. V
pripads, e DNA ma formu uzaviené smyc-
Ky, m&ni se tato smycka na linearni struk-
turu. Zakladni vlastnosti enzymu tohoto ty-
pu je skutetnost, Ze k hydrolytickému pii-
sobeni dochédzi pouze v misté, kde se na-
chazi specificky sled nukleotidd. Toto mis-
to ma zakladni vyznam pro pusobeni rest-
rikéni endonukledzy. Enzymy tohoto typu
byly izolovany z réznych zdrojit a byly cha-
rakterizovany mistem svého pfisobeni v nu-

leotidovém Petézci.

N8které restrikéni endonukledzy hydro-
lyzuji fosfodiesterové vazby v obou [retéz-
cich v tomtéZ mist8, jiné enzymy tohoto ty-
pu Kkatalyzuji hydrolyzu vazeb, Kkieré jsou
od sebe oddsleny pouze ngkolika nukleoti-
dy, takZe vznikaji volné &asti jednotlivych
Fetézcl, které jsou odStépeny od zéakladni
molekuly. Koncové &asti téchto Fetézchi se
mohou doplilovat a mohou byt uZity k tomu,
aby byla znovu vybudovéna hydrolyzovand
DNA. ProtoZe ka?dd DNA, kierou je mozno
vystavit §tépeni timto enzymem musi obsa-
hovat misto jeho pfisobeni, dochéazi ke vzni-
ku stejnych koncov§ch ¢&asti, takZe timto
zpiisobem je moZno propojit heterologni fe-
tézce DNA, které byly uvolnény svrchu uve-
denym enzymem. Tyto postupy byly popsa-
ny v publikaci Roberts, R. J., Crit. Rev. Bio-
chem. 4, 123 (1976). Mista, v nichZ uvedené
enzymy mohou plsobit se pFirozen& vysky-
tuji pom&rn& vzécné&, pouZitelnost téchto
enzymi vSak byla zvySena chemickou syn-
tézou dvojitého Fetdzce oligonukleotidi, kte-
ré nesou mista, vhodnd pro plisobeni enzy-
mu. Timto zphGsobem je moZno spojit témer
jakykoli segment DNA s jinym segmentem
tak, Ze se prost& navaZe dal3i nukleotid, v
némZ se nachdazi misto vhodné pro pilisobe-
ni restrikéni endonukledzy na néktery ko-
nec molekuly a vznikly produkt se pak po-
drobi hydrolyze p¥isluSnou restrikéni endo-
nukledzou, &imZ vznikaji odpovidajici za-
kond&eni, jak bylo popsdno v publikaci Hey-
neker H. B., Shine J., Goodman H. M., Boyer
H. W., Rosengerb ]., Dickerson R. L., Na-
rang S. A, Itakura K., Lin S. a Riggs A. D,
Nature 263, 748 (1976) a Scheller R. H., Dic-
kerson R. E., Boyer H. W., Riggs A. D. a
Itakura K, SCIence 196, 177 (1977).

. Sl-endonukledza je enzym, ktery vysoce
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specificky hydrolyzuje fosfodiesterové vaz-
by v DNA s jednoduchym Fetézcem nebo jed-
noduché kliCky DNA, které jinak obsahuje
dva Fet&zce, jak bylo popsdno v pubiikaci
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° fosfatem a
3‘ hydroxylovou skupinou, tak jak se mohou
vytvorit ze dvou fragmentli DNA. Normaéini
funkci tohoto enzymu je patrné pFipojit jed-
noduchy retézec nebo ¢ast Fetézce v mole-
kule DNA s dvéma Fetézci. Za prisluSnych
podminek v3ak mZe DNA-ligaza katalyzo-
vat spojeni volnych koncl kovalentnim zpii-
sobem, jak bylo popsdno v publikaci Sga-
ramelia V., Van de Sande H. ].,, a Khorana
. G., Proc. Netl. Acad. Sci. USA 67 1468
(1970).

Alkalickd fosfatdza je enzym, jehoZ obec-
nou schopnosti je bud hydrolyzovat estery
fosfatu véetnd 5'-terminadlniho fosfatu DNA.

Dal3im stupném, ktery je nutno popsat je
vClen&ni specifického fragmentu DNA do
vektoru DNA, jako je napftiklad plasmid.
Plasmid je termin, kterym se nazjva auto-
nomni replikacni jednotka DNA, tak jak je
ji moZno nalézt v mikrobidini buiice, odlis-
nd od genomu vlastni hostitelské buiiky.
Plasmid neni geneticky vdzdn na chromo-
zom hostitelské buiiky. DNA-plasmid existu-
je jako kruhova molekula s dvojitym fe-
t8zcem a molekulovou hmotnosti Fddu néko-
lika miliond i kdyZ hmotnost nékterych mo-
lekul je vy38i nez 108, molekuly tohoto typu
obvykle tvoii pouze maly podil celkové
DNA buiiky. DNA plasmid je moZno obvykle
0ddalit od DNA builky hostitele vzhledem
k velkému rozdilu ve velikosti molekuly.
Plasmidy se mohou mno%it nezdvisle na
rychlosti buné&ného déleni bundk hostitele
a v ngkterych piipadech je jejich mnoZeni
moZno Fidit zménami ristovych podminek.
PiestoZe plasmid existuje ve formé& uzavie-
ného kruhu, je moZno uméle zavést do plas-
midu segment DNA, takZe se vytvoii rekom-
binanta plasmidu s v&t3i molekulou, aniZ by
byla ovlivnéna rozmnoZovaci schopnost plas-
midu nebo jind jeho schopnost. Plasmid pro-
to slouZi jako vhodny vektor pro pienos
segmentu DNA do buiiky hostitele. Plasmi-
dy, kterych se uZiva pfi tvorb& rekombi-
nant DNA typicky obsahuji geny, které mo-
hou byt vhodné pro selek&ni ddely, napfi-
klad geny na odolnost proti urditym latkam.

MoZnost ziskat DNA se specifickym sle-
dem, ktery je zdroveil genetickym kédem
pro specifickou bilkovinu umoZiluje modi-
fikovat sled nukleotidu chemicky nebo bio-
logicky tak, Ze produkovand specifickd bil-
kovina je rovnéZ modifikovdna. Timto zpfi-
sobem je napriklad moZno vyrobit modifi-
kovany insulin pro urfité 1ékaiské udely.
Genetickd schopnost vyrobit jakykoli Fetg-
zec aminokyselin, vhodny pro vélengni do
insulinového fretézce nebo majici zdkladni

funk&ni vlastnosti insulinu muaZe byt prie- .

8

nesena na mikroorganismus. Podobné pod-
minky je moZno zajistit i v piipad# risto-
vého hormonu.

Schopnost pfenést geneticky kad pro spe-
cifickou bilkovinu, nutnou pro normalni me-
tabolismus urcitého vysSiho organismu na
mikroorganismus, napiiklad bakterii, otvi-
ra moZnost péstovat tuto bilkovinu ve for-
mé bé&Zné kultury. Tim je také oteviena moZ-
nost ziskat v&tSi mnoZs:vi t&chto bilkovin
a postupné je viibec nahradit bilkovinami,
produkovanymi mikroorganismy v kaZdém
pfipadé, kdy schopnost vy3§iho organismu
k normdlni vyrobé& téchto bilkovin selhava.
Timto zpfisobem by napfiklad bylo moZno
také vytvofit symbiotické vztahy mezi mikro-
organismy, modifikovanymi zpisobem. podle
vyndlezu s lidmi s akutnim nebo chronic-
kym onemocn#&nim, piiemZ geneticky pod-
min&ny mikroorganismus by mohi byt im-
plantovdn nebo jinym zplisobem spojen s
lidskym organismem za uUelem kompenza-
ce pathologického metabolického stavu ne-
mocného ¢lovéka.

Vynélez se tedy tyk4 zpflisobu izolace spe-
cifického sledu nukleotid{i, ktery obsahu-
je genetickou informaci, syntéze DNA se
specifickym sledem nukleotidd a pienosu
této DNA na hostiitelsky mikroorganismus.

Pfedmétem vynédlezu je tedy zplisob pés-
tovdani mikroorganismu s obsahem a repli-
kaci vektoru pro pfenos DNA se sledem nu-
kleotidfi, ktery je kédem pro rastovy hor-
mon tak, Ze se izoluji buiiky s obsahem
mRNA, ktera je kddem pro ristovy hormon,
mRNA se z bun8k extrahuje a dgisti, nadeZ
se z této mRNA pfivadi cDNA se sledem
nukleotid®, ktery je kédem pro riistovy hor-
mon a tato cDNA se uvede v reakci s vek-
torem pro prfenos DNA za vzniku vektoru
pro pfenos DNA se sledem nukleotidd, kte-
ry je kédem pro ristovy hormon s nasled-
nou transformaci mikroorganismu uvede-
nym vektorem pro pfenos DNA, vyznad&ujici
se tim, Ze se extrahuje mRNA z bundk, kte-
ré obsahuji mRNA s kédem pro riistovy hor-
mon homogenizaci téchto bunék za pfritom-
nosti inhibitoru ribonukledzy s obsahem
guanidiniumthiokyandtu a g-merkaptoetha-
nolu p¥i pH 5,0 aZ 8,0 k zabrand degrada-
ce mRNA ribonukledzou a cDNA se uvadi
v reakci s vektorem pro pfenos DNA tak,
Ze se nejprve enzymaticky hydrolyzuje vek-
tor pro prfenos DNA restrikéni endonukled-
zou ze skupiny Hind III, Hsu I nebo Eco RI
za vzniku vektoru pro prenos DNA s reaktiv-
nimi zakonéenimi, schopnymi vzdjemné vaz-
by nebo vazby s cDNA se sledem nukleoti-
dd, ktery je kédem pro riistovy hormon a
pak se enzymaticky spoji uvedeny vektor
pro pfenos DNA s cDNA se sledem nukleo-
tidd, ktery je kidem pro rdstovy hormon
plisobenim DNA-ligazy za piitomnosti ATP
za vzniku vektoru pro pFenos DNA se sle-
dem nukleotiddi, ktery je kédem pro riisto-
vy hormon.
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Je ziejmé, Ze zplisob podie vyndlezu by
bylo moZno pFizplisohit pro prenos jake-
hokoli #4daného sledu DNA z vy3siho orga-
nismu, napfiklad obratlovce na jakykoli
mikroorganismus. Vy33i o:rganismus je v
tomto piipadd definovin jako eukaryoticky
organismus s diferencovanymi tkanémi, to
znamend, Ze jde napiikiad o hmyz, mékkyse,
rostliny, obratlovece, vietné savel, jde tedy
napiik ad i o skot, vepfe, primity a Clové-
ka. Mkroorganismus se rozumi jakykoli
mikroskopicky mikroorganismus, a to pro-
karioticky nebo eukarioticky vEetn# hakte-
rii, fas a hub v&etn# kvasinek. PFi provadé-
ni zplsobu podle vyndlezu se nejprve izo-
luje zlepSenym zplisobem vybrand bunétna
populace. Neporusené mRNA se z téchto bu-
nék extrabuje novym zplisobem, jimZ se sou-
tasné potlati vedkerd aktivita ribonukleazy.
Neporuiena mRNA se €isti z extraktu chro-
matografii na sloupci a pak se podrobi pi-
sobeni enzymu reverzni transkriptdzou, kte-
r4 piisobi na pritomnosti ¢tyf desoxynukleo-
sidtrifosfatii, jichZ je zapotfebi k syntéze
dop!iikového Fetézce cDNA. Produkt prvni
reakce s pouZitim reverzni transkriptazy se
pak zpracovéva tak, Ze se selektivng odstra-
ni ribonukleotidova sekvence. Zbyvajici sled
desoxynuk eotiddl, ktery je komplementarni
vzhledem k piivodni mRNA se inkubuje v
priib&hu druhé reakce za pouZitl reverzni
transkriptazy nebo DNA polymerédzy za p¥i-
tomnosti &ty¥ desoxynuk eotidtrifosfaili. Vy-
slednym produktem je dvojita struktura
cDNA, jejiz komplementdrni TFetézce jsou
spolu spojeny na jednom konci klickou, tvo-
fenou jedinym Fetézcem. Tento proukt se
pak uvede v reakci se specifickou nuklea-
zou, kterd uvedenou kiifku od$t&pi. Vysled-
na cDNA s dvojim Fet&zcem se pak nastavi
na obou koncich tak, Ze se navaZe specific-
ka DNA, ktera obsahuje mista, na nichZ mi-
7e plisobit restrikéni enzym. Tato adice se
katalyzuje enzymem DNA-ligdzou. Vysledny
produkt se pak podrobi piisobeni restrik¢ni
endonukleazy, takZe vznikaji Fet®zce s vol-
nymi konci, které se mohou navzdjem do-
plilovat.

Pasobeni téhoZ enzymu se podrobi DNA-
-plasmid, ktery obsahuje mista, vhodnd pro
piisobeni téZe restrikni endonukleazy, tak-
¥e dojde k odit&peni polynukleotidového Te-
tézce a vznikaji obdobné volné konce, schop-
né vzdjemného navdzani na termindlnim
konci 3,5'-fosfatové skupiny se odstrani, aby
plasmid nemoh] vytvorit prstencovitou struk-
turu, ktera by meénila buiiku hostitele. Pak
se svrchu pFipravend cDNA a DNA-plasmid
spolu inkubuji za piitomnosti DNA-ligazy.
Za svrchu popsanych reakénich podminek
dojde ke tvorbé Zivotaschopnych uzavienych
druh@t DNA-plasmidu jenom v tom pFipadé,
Ye je pritomna cDNA s prislusSnymi volny-
mi konci.

Takto pozm&ndny plasmid se pak vCleni
do vhodné hostitelské butiky, které prijaly
takto pozmén&ny Zivotaschopny plasmid je
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nutno zjistit tvorbu kolonii se zm&nénymi
v astnostmi, napiikiad s odolnosti proti ur-
gitym chemickym ldatkdm. Cisté bakteridlni
kmeny, které obsahuji rekombinantni plas-
mid se pak pd&stuji a rekombinantni plas-
mid se znovu izoiuje. Timto zplsobem je
moZno pripravit velkd romoZsivi rekombi-
nantniho plasmidu a #im i znovu izolovat
specificky sled cDNA Stépenim prislusngm
restrikénim enzymen.

Zakladnim zplisobem podle vyndlezn je
moZno izolovat a prenést na hostitelsky
mikroorganismus jakykoli Zadany sled nu-
kleotidfi, ziskanych z vy38iho organismu
vietnd &lovd8ka. Zpfisob je vhodny pro pfe-
nos genetického kédu pro specifickou bil-
kovinu s lékafskym nebo primysiovym vy-
znamem a pro mikrogiologickou syntézu ta-
kové bilkoviny.

Obdobnym zplisobem byl izolovédn i nuk-
leotidovy sled pro krysi rhstovy hormon a
tento sled byl rovn&Z prenesen a pomno-
7en v bakteriich. Zpisob podle vynalezu je
mo#no aplikovat i na pfenos sledu nukleo-
tidu, izolovaného z ClovEka, viend lidského
insulinu, ristového hormonu a dalSich hor-
montt polypeptidové povahy.

Zptsob podle vynalezu piedpokldada zpil-
sob izolace molekuiy DNA se specifickym
sledem nukleoditfi, pfenos toho!o materid-
Ju na mikroorganismus a v disledku toho
pomnoZeni tohoto sledu nuk'coliddl v uve-
deném mikroorganismau.

Sled stupiid,, které v sob# zplisob podle
vyndlezu zahrnuje je moZno popsat ve Cty-
Fech zdkladnich skupindch.

1. Izolace #adané populace bundk z vySEi-
ho organismu

Existuji dva potencidlni zdroje genetické-
ho koédu pro specifickou bilkovinu. Jde o
DNA organismus a mimoto o modifikova-
nou RNA tohoto organismu. Podle b&inych
bezpednostnich predpisti, pfijatych Natio-
nal Institutes of Health je nutno postupovat
tak, Ze lidské geny jakéhokoli druhu je moz-
no zpracovat na rekombinantu DNA a pak
prfenést na bakterie pouze v tom, piipadé,
7e geny byly pfedtim dikladng CiStEny na
stanoveném zatizeni. (Federal Register, sv.
41, & 131, 7. Cervence 1967, str. 27 902 aZ
27 943.} To znamend, Ze pro jakykoii zpd-
sob, kter§ by bylo moZno pouZit k vyrobé
lidskych bilkovin je vhodn&jsi izolovat spe-
cifickou mRNA se sledem nukleotidd, ktery
je genetickym kédem pro Zddanou biikovi-
nu. Tento postup mé tu dal3l vyhodu, Ze
mRNA se snéze &isti neZ DNA, extrahovani
pFimo z bundk. Zvlasté pak je moine vyhod-
né vyuZit skutefnost, Ze u vySe diferenco-
vanych organismii, napfiklad obratlovcit je
moZno nalézt specifickou populaci bunék na
specifickém misté v organismu, prifemzZ za-
kladni funkci vech tdchto bungk je pravé
produkce 74dané bilkoviny. MiZe také dojit
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k tomu, Ze uvedend populace bungk existu-
je pouze po prechodnou vyvojovou dobu
organismu. V téchto buné&nych populacich
bude mit i velkd &dst mRNA, izolovand z
buiiky Zadany sled nukleotidd. Je proto mo#-
né volit vyhodnou bun&&nou populaci a vy-
hodny zplisob izolace z hlediska podatesni
Cistoty izolované mRNA.

Ve vétSing tkdni, %14z a dai¥ich orgdni
jsou buiilky spojovany obvykle fibrdzni siti
pojlvové tkané, kterd zdsadné& sestavé z ko-
lagenu, avSak mfiZe obsahovat jeStdé dalsi
latky, napiiklad bilkoviny, polysacharidy ne-
bo anorganické latky v zavislosti na druhu
tkédné. Izolace bundk z dané tkand vyZaduije
techniku, kterd uvolni buiiky z matrice po-
jivové tkdns. Izolace a ¢isténi specificky
diferencovaného bun&&ného typu tedy spo-
¢ivéd ve dvou hlavnich stupnich, a to odddsie-
ni bunék z pojivové tkdné a oddéleni bunsk
Zddaného typu od daliich bunsk dané tka-
né. Zptisobem podle vynalezu je moZno izo-
lovat rfizné druhy bundk z riiznych druhi
tkani. Prikladem mfiZe byt izolace Langer-
hansovych ostrlivkil ze slinivky bFini, kte-
ra je nutnd pro izolaci mRNA pro insulin.

Buiiky, schopné produkovat insulin je
mozno ziskat z dal¥ich zdrojfi, napiiklad z
nezral¢ slinivky b¥isni telete nebo z tkaiio-
vé kuliury nadorit t&chto bundk. Izolace
¢istych bundk ostrivkd je v t&chto pripa-
dech daleko jednodussi, zvlasts v pripadé
tkdafiové kultury. Nebude tedy vZdy nutno
izolovat buiiky pFimo ze slinivky bFidni, v
nékterych piipadech je to vZak vyhodné.

Casto je moZno prokdzat, Ze lze zvys§it
podil ZAdangé mRNA zevnimi vlivy. Napfi-
klad plsobenim hormonu mtzZe dojit ke ZVy-
Sené produkci Zddané mRNA. Dalsi zplsoby
jsou napriklad pé&stovédni p¥i uréité teplotég,
doddni uré¢ité Ziviny nebo jiné chemické 14t-
ky. PFi izolaci mRNA Kkrysiho riistového hor-
monu bylo moZno podstatnd zvysit Zadany
podil mRNA pro riistovy hormon tak, Ze se
na builky hypofyzy krysy péstovans ve tka-
niové kultu¥e pfisobilo soufasng hormonem
Stitné Zlazy a glukokortikoidy.

2.Extrakce mRNA

Dillezitym tkolem zpfisobu podle vyndle-
zu je pokud moZno uplné odstrandni G&in-
nosti ribonukledzy v bun&tném extraktu.
Je totiZ nutno extrahovat mRNA s jedinym
polynukleotidovym fetézcem bez dalgiho
komplementdrniho Fetdzce. Z tohoto vyply-
vé, Ze hydrolytické St&peni jediné fosfodie-
sterové vazby v Fet8zci by zphsobilo nepo-
uZitelnost celé molekuly pro pienos nepo-
ruseného genetického sledu na mikroorga-
nismus. Jak jiZ bylo uvedeno, enzym ribo-
nukleazy je velmi roziifeny, a&inny a vyiji-
mec¢n& stdly. Je moZno jej nanést na kdizi,
beze Skody pPetkd b&Zné postupy, uzivané
pFl myti nddobf a &asto je ldatkou, ktera
znecistuje skladované organické chemické
slouCeniny. ObtiZe jsou zv1&std ziejmé § pri-
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pade, Ze jde o extrakt bungk ze slinivky bris-
ni, protoZe tato Zlaza je zdrojem travicich
enzymil a je proto na ribonukledzu bohata.
Problém tohoto enzymu je vSak spojen se
vSemi tkdnémi, a proto je také na vSechny
tkdné aplikovatelny zp@sob odstrandni hGdin-
nosti ribonukledzy podle vyndlezu. Vyjimec-
nd ufinnost tohoto zpiizobu hude znézornd-
na na UGsp&8né izolaci neporuiené mRNA
bunék Langerhansovych ostravki.

Pii zpGsobu podle vynédlezu se uZivd v
pritb8hu rozruseni bungk a v pribshu viech
postuptt, Zadanych k izolaci RNA, prosté bil-
kovin kombinace chaotropického aniontu,
chaotropického katicntu a ¢inidla, které roz-
ruSuje disulfidické vazby. USinnost soutas-
ného péisobeni v3ech svrchu uvedenych &i-
nidel byla prokdzana p¥i jejich pouZiti k izo-
laci neporusené mRNA v dobrém vytéZzku z
izolovanych bunék krysich Langerhonsovych
ostravki.

Volba vhaodnych chaotropickych iontd je
zaloZena na jejich rozpustnosti ve vodném
prostfedi a na jejich dostupnosti. Vhodnymi
chaotropickymi kationty jsou napf. ionty gua-
nidinové, karbamoylamidinové, guanylgua-
nidinove, lithné ap-d. Vhodnymi chaotropic-
kymi anionty jsou napiiklad aniont jodido-
vy, chloristanovy, thiokyandtovy, diodosali-
cylldtovy apod. Relativni u&innost soli, tvo-
fenych kombinaci uvedenych kationtdl a ani-
ontll se stanovi ¢astetné jejich rozpustnosti.
Napiiklad diodsalicylat lithny je u€innéjsi
nez guanidiniumthiokyanat, jeho rozpustnost
je viak pouze 0,1 N a mimoto je pomérné
drahy. Guanidiniumthiokyanat je vyhodnou
kombinaci kationtu a aniontu, protoZe je
snadno dostupny a vysoce rozpustny ve vod-
nych prostfedich do koncentrace 5 M. -

Je zZnamo, Ze thiolové shoufeniny, nap¥i-
klad g-merkaptoethanol rozruduji intramo-
lekularni disulfidové vazby v bilkovinach po-
dvojnsu zdménou. Je zndmo, e v tomto
smyslu je u¢innd cela fada thiolovych slou-
¢enin, nap¥iklad g-merkaptoethanol, dithio-
treitol, cystein, propanoldimenkaptan apod.
Latky musi byt rozpustné ve vods, protoZe
je nutno je uZit ve velkém prebytku vzhle-
dem k poétu intramolekularni disulfidovych
vazeb, aby bylo moZno dovrsit podvojnou z4-
ménu. Nejvyhodngjsi 1atkou v tomto smyslu
je g-merkaptoethanol, protofe je snadno do-
stupny a pomé&rné velmi levny.

PIi inhibici ribonukledzy v pribshu ex-
trakce RNA z bunék nebo tkani je t&innost
dané chaotropické soli p¥imo z&visld na je-
jl koncentraci. Nejvyhodngj$i koncentrace je
proto soufasné nejvy$3i pouZitelna koncen-
trace. Usp&ch zplsobu podle vynalezu pii
uchovéani neporufené mRNA v prabshu ex-
trakce zavisi na rychlosti, s ni# se podari
denaturovat ribonukledzu a mimoto na stup-
ni této denaturace. To je patrnd piitinou vy-
hodnosti pouZiti guanidiniumthiokyandtu ve
srovnani s hydrochloridem, prestoZe jinak
je hydrochlorid jen o mélo méng uéinny ja-
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ko denatura&ni &inidl>. Uginnost poskytuje
odpovéd na to, pro¢ je vyhodné&jsi guanldi-
niumthiokyanét neZ pomérné stejn& rozpust-
ny hydrochlorid, diwod spotiva v tom, Ze
prvni z téchto latek je o néco silngjSim de-
naturaénim ¢inidlem.

Cinidlo, které rozruSuje disulfidové vaz-
by se uZiva ve smési s denaturatnim ¢inid-
lem proto, ¥e méa potencujici Gfinek na de-
naturaci rib-nukledzy. Thiolova sloucenina
brani tomu, aby doSlo k rychlé renaturaci,
k ni¥ mfiZe dojit v pFipads, Ze intramoleku-
larni disulfidové vazby zlistanou neporuseny.
Mimoto se dosahuje tcho, Ze jakékoli dalsi
ribonukleédza, zbyvajici v izolovaném RNA by
zlistala neadinnd i v nepFitomnosti dena-
tura&niho &inidla. Thiolové sloudeniny, roz-
rudujici disulfidevé vazby jsou ufinné v ja-
kékoli koncentraci, i kdy? je vyhodné&jsi u-
7it velky piebytek thiolovych skupin vzhle-
dem k intramolekuldrnim disulfid>vym vaz-
bam, aby bylo moZno zajistit Gsp&Sny pri-
bsh reakce ve smyslu intramolekuldrniho
$tépeni. Na druhé strané je nutno uvafit,
#e Fada thiolovych sloudenin mé nepfijemny
zapach zejména ve vy38ich koncentracich,
takZe wlastn® z praktickéhs hlediska evis-
tuje horni mo%néa hranice jejich koncentrace.
PFi pouZiti g-merkaptoethanolu jsou ufinné
koncentrace v rozmezi 0,05 aZ 1,0 M, opti-
madlni koncentrace je pro izolaci neporudens
RNA z krysi slinivky bfiini 0,2 M.

Prostfedi, v n8mZ se provadl extrakce
mRNA z bungk mé mit pH v rozmezi 5,0 aZ
8,0.

Po rozru3eni bunék se RNA oddégli od DNA a
ostatnich bunéénych bilkovin. K tomuto G-
¢elu byla vyvinuta Fada zptisobid, které jsou
viechny pouZitelné a v literatufe popsany.
B&¥nym zpisobem je srdZeni ethanolem, pii
némZ se selektivn® vysraZi RNA. Vyhodnym
zpfisobem pro pouZiti pFi provadéni zpiso-
bu podle vynélezu je vynechat srdZeci stu-
peil a navrdit homogendt pfimo na roztok
5,7 M chloridu cezného wve zkumavce od-
stiedivky s naslednym odstfedénim zplso-
bem, popsanym v publikaci Glisin. V., Grk-
venjakov R., a Byus C., Biochemistry 13,
2633 (1974). Tento zplsob je nejvyhodnéjsi,
protoZe se trvale udruje prostredi, nepfiz-
nivé pro ribcnukledzu a je tedy mozZno zis-
kat RNA o vysokém vytéZku, prostou DNA
a bilkovin.

Svrchu uvedenym zplisobem je moZno zis-
kat &istdnou RNA z bunétného hcmogenatu.
Pouze &4ast této RNA je Zddand mRNA. Aby
bylo moZno déle &istit Zaddany podil, vyuZije
se s vyhodou skutetnosti, Ze v buitkdch vys-
§ich organism@ je mRNA po svém vzniku
d4le pommoZovana buitkou navazénim polya-
denylové kyseliny. Tento podil mRNA, kte-
ry obsahuje sled kyseliny polyadenylové je
mc#no selektivn® izolovat chromatografii na
sloupci celuldzy na niZ je navézén oligothy-
midylat zptsobem, popsanym v publikaci
Aviv R. a Leder P., tak jak byla svrchu uve-
dena. Svrchu uvedené postupy dostacuji pro
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ziskdni C¢isté, neporudené mRNA se zdrojfl,
bohatych na ribonukledzu. Dalsi &iSténi to-
hoto podilu a dalsi postupy in vitro je moZno
provadét v podstaté stejné pro jakykcli typ
mRNA bez ohledu na zdroj.

Za urditych ckolnosti, napriklad v pFipa-
d8, Ze zdrojem mRNA je tkafiova kultura,
miZe byt znetiSténi ribonukledzou tak niz-
ké, 7e neni nutné uZit svrchu uvedeny zpi-
sob inhibice ribonukledzy. V téchto pfipa-
dech stadi b&Zné metody, uZivané pro sniZe-
ni aktivity ribonukledzy.

3. Tvorba cDNA

Na obr. 1 je schematicky znazornén po-
stup, ktery se tyka zbyvajicich stupiit zpi-
s2bu podle vyndlezu. Prvnim stupn&m je
tvorba sledu komplementdrni DNA k Cidté-
né mRNA. Enzymem, ktery se pro tuto reak-
ci uZiva, je obvykle reverzni transkriptaza,
prestoZe v zasadé je moZno uZit jakéhokoli
enzymu, kterym je moZno vytvorit komple-
mentarni Fet8zec DNA pFl pouZiti mRNA ja-
ko podkladu. Reakci je moZno provadét za
podminek, popsanych ve zndmé literatufe,
pricemZ jako zdkladu se uZije mRNA a smé-
si Gtyf desoxynuklecsidtrifosfatd jako pre-
kursoru Fetézce DNA. Je vyhodné, uZije-1i se
jeden z desoxynukleosidirifosfati ve forme,
znacené 32P v poloze ¢, aby bylo moZno sle-
dovat pribé&h reakce a vtas izolovat pro-
dukt po oddéleni balastnich latek nap¥Fiklad
chrcmatografii nebo elektroforézou. Znade-
ni radioaktivnhim fosforem je vyhodné také
pro kvantitativni stanoveni vyt&zku, jak by-
lo popsdno i ve svrchu uvedené publikaci
Efstratiadis A., a dalSi.

jak je dé&le uvedeno v obr. 1, je produktem
reakce s pouZitim reverzni transkriptazy
struktura s dvojim Fetézcem tvaru vlasenky,
s nekovalentni vazbou mezi Fetézcem RNA
a Fetézcem DNA.

Produkt reakce s pouZitim reverzni trans-
kriptdzy se odstrani z reak&ni smési b&Znym
zplsobem. Bylo zjiSténo, Ze je vyhodné uZit
kombinaci extrakce fenolem, chromatogra-
fie na Sephadexu S-100 (Pharmacia Inc.,
Uppsala, Svédsko) a sraZeni ethanolem.

Jakmile dojde k enzymické syntéze cDNA,
je moZno cdstranit zdkladni RNA. V litera-
tufe je zndma celd Fada zpiisobll pro selek-
tivni degradaci RNA za pritomnosti DNA.
Vyhodnym zptscbem je alkalickd hydroly-
za, kterd je vysoce selektivni a je moZno je
snadno Fidit dpravou pH.

Po alkalické hydrolyze s ndslednou neutra-
lizaci je popfipadé mo?no koncentrovat
c¢DNA, znafenou 32P vysraZenim ethanolem.

Syntéza cDNA s dvojim Fetézcem tvaru vla-
senky se dovrsi pouZitim prisluSného enzy-
mu, napiiklad DNA polymerdzy nebo reverz-
ni transkriptazy. UZije se reakénich podmi-
nek, které jsou obdobné svrchu popsanym
podminkam v&etn& pouZiti nukleosidtrifos-
fatu, znaCeného v poloze o radioaktivnim
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fosfatem. Reverzni transkriptazu je moZno
ziskat z celé rady zdroji. Vhodnym a bé&z-
nym zdrojem je virus ptati myeloblastozy.
Tento virus je moZno ziskat od Dr. D. ].
Haard, Life Sciences Incorporated, St. Pe-
tersburg, Florida, kde se produkuje tento
virus ve spoluprédci s National Institutes of
Health.

Po tvorbé cDNA se strukturou vlasenky
muize byt Zddouc ziskat z reakéni smési &is-
ténou DNA. Jak jiZ byla svrchu uvedeno je
vyhodné uZit extrakci fenolem, chromato-
grafii na sloupci Sephadexu G-100 a srdZe-
ni ethanolem, &imZ je moZno ziskat ¢iSt&nou
DNA prostou zne¢iStujicich bilkovin.

Strukturu tvaru vlidsenky je moZno pie-
vést na b&Znou strukturu DNA s dvojitym
Fet8zcem odstrané&nim jednoduché smycky,
kterd spojuje oba konce komplementdrnich
Fetézcl. K tomuto Gcelu je moZno uZit celou
fadu enzymu, které jsou schopné hydroly-
ticky od3tépit jednoduché ftetdzce DNA.
Vhodnym enzymem tchoto pouZiti je Sl nu-
kledza, izolované z Aspergillus oryzae. Ten-
to enzym je moZno ziskat od Miles Research
Products, Elkhart, Indiana. Plisobenim Sl
nukledzy na DNA strukturu tvaru vlasenky
se ve vysokém vytéZku ziskd molekula cDNA
s wodpovidajicim zdkonfenim. Po extrakci
chromatografii a svrchu popsaném sréZe-
ni ethanolem se ziskd &iStény produkt. Po-
uZiti reverzni transkriptdzy a S1 nukledzy
pri syntéze cDNA s dvojim Fet&zcem jako
strukturu, odpovidajici mRNA bylo popsdno
ve svrchu uvedené publikaci Efstratiadise
a dalSich.

Je-li to Zadouci, mtZe byt zvySen podil
molekuly ¢cDNA s odpovidajicimi konci po-
uZitim DNA-polymerdzy z E. coli za pfitom-
nosti ¢tyf desoxynukleosidtrifosfatii. Kombi-
nace exonukledzového a polymerazového -
¢inku tohoto enzymu mé za nésledek, Ze se
odstrani volna zakonéeni 3 a vznikne vazba
na v3ech zakoncenich 5. Tim se zajist{ ma-
ximéalni G&ast molekuly ¢cDNA v néslednych
vazebnych reakcich.

Dal3i stupeil zpiisobu podle vynélezu spo-
¢iva v tom, Ze se na zakonfeni takto ziska-
né cDNA pisobi tak, aby bylo mo¥no ziskat
sledy, které obsahuji mista vhodného Géin-
ku restrikéni endonukledzy. Volba fragmen-
tu DNA, ktery se védZe na uvedend zakonfe-
ni zavisi na reakénich moZnostech. Sled,
ktery se ma na tato zakondeni navézat, se
voli podle zvolené restrikéni endonukledzy
a volba tohoto enzymu déle zdvisi na volb#
DNA-vektoru, ktery je uren pro kombinaci
CDNA. Zvoleny plasmid by mél obsahovat
alespoil jedno misto, v némZ miiZe pilisobit
restrikéni endonukledza. Napiiklad plasmid
pMB9 obsahuje jedno misto, v ndmZ miZe
plisobit restrikéni enzym Hind III. Hind III
se izoluje z Hemophilus influenzae a &isti
se zplUsobem, popsanym v publikaci Smith
H. 0., a Wilcox K. W., ]J. Mol. Bill. 51, 379
(1970). Obdobny enzym Hae III z Hemophi-
lus aegypticus se Cisti zplisobem, popsanym
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v publikaci Middleton ]J. H., Edgell N. R. a
Rutchison III, C. A, ]J. Virol. 10, 42 (1972).
Enzym z Hemophilus suis, ozna€eny Hau I,
katalyzuje epecificky hydrolyzou na tomtéZ
misté jako Hind III, Tyto dva enzymy je te-
dy pokud jde o funkci moZno zaménit.

Je vyhodné uZit chemicky syntetizovany
dekanukleotid s dvojitym Fetézcem, ktery
obsahuje misto, v némZ miZe pisobit Hind
IIT a tento Fetézec navdzat na konce cDNA.
Dekanukleotid s dvojim Fetézcem mé sled,
ktery je zndzorn&n na obr. 1 a byl popsén
v publikaci Heyneker H. L. a dal8i a Scheller
R. N. a dal3i. K dispozici je celd fada padob-
nych sledfi, které obsahuji misto, v ném%
miZe restikéni enzym plsobit, takZe je moZ-
no obsadit zakonteni dvojitého retézce DNA
tak, aby vyslednd latka byla citlivda na ja-
kouk2li zvolenou restrikéni endonukledzu.

Navazéni svrchu uvedenych sleddi s mis-
ty, citlivymi na restrikéni endonukledzu na
konce ¢cDNA mtZe byt provedeno jakymkoli
zndmym zplsobem. Velmi vyhodnym zpfiso-
bem je metoda, katalyzovand DNA-ligdzou,
¢isténou zplschem, popsanym v publikaci
Panet A. a dal3i Biochemistry 12, 5045
(1973). Vazebhnd reakce byla popsdna ve
svrchu uvedené publikaci Ggaramellové. Pro-
dukt této reakce mezi ¢cDNA a velkym mo-
larnim prebytkem dekanuklectidu s dwvoiji-
tym Fetézcem s obsahem mist vhodnych pro
plisobeni restrikéni endonukledzy Hind III
je cDNA s uvedenymi retézci na kaZdém
konci. V pripads, Ye se na tento reakéni
produkt plisobi enzymem Hind III, dojde ke
Stépeni na svrchu uvedenych mistech za
tvorby jednoduchého fetdzce se zakonce-
nim 5°, kterd se mohou navzajem dopliiovat,
jak je zFejmé z obr. 1.

4. Tvorba vektoru pro pienos rekominan-
ty DNA :

V zasad® je maZno uZit velké mnoZstvi
DNA z wvirtt a plasmidii k tvorb& rekombi-
nant s cDNA, pf¥ipravené popsanym zplso-
bem. Zasadni poZadavky spotivajl v tom, aby
zvoleny vektor pro pFenos DNA bylo moZno
v€lenit do builky hostitele, aby jej bylo
moZno v této butice pomnoZit, aby tento vek-
tor obsahoval genetickou determinantu, s
jejiZ pomoci by bylo moZno oddélit ty builky
hostitele, které vektor obsahuji. Z bezpec-
nostniho hlediska je nutno omezit volbu
t8chto vektord tak, aby vektory odpovidaly
poZadavkiim National Institutes of Health
(NIH). Seznam povolenych vektordl pro pie-
nos DNA se stdle rozSifuje s objevem no-
vych vektori a podléhd schvdleni instituce
NIH Recombinat DNA Safety Committee,
PritemZ vynédlez predpoklddd mzZné pouZiti
jakychkoli DNA virového nebo plasmidového
plivodu s potfebnymi schopnostmi vEetnd
téch, které budou NIH teprve pozd&ji povo-
leny. Vhodné wvektory, které jiZz powvoleny
jsou zahrnuji v sobé celou ftadu derivatt
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bakteriofdgu lambda (Blattner, F. H., Wil-
liams D. G., Blechl A. N., Denaiston-Thomp-
son, K., Faber H. N, Furlong L. A, Grun-
wald D. ]., Kiefar D. O., Hoore D. D., Schumm,
J. W., Sheldon W. L. a Smithies O., Science
196, 161 (1977)) a derivaty plasmidu col E],
popsané napfiklad v publikaci Rodrigeuez
R. L., Bolivar S., Goodman H. M., Boyer H.
W. a Betlach M. N. ICN-UCLA Symposium
on Molecular Mechanismus In The Control
of Gene Erpression, D. F. Hierlich, W. J.
Rutter, O. F. Fox, Eds {Academic Press, NY,
1976), str. 471 a% 477. Plasmidy, odvozené
od col El jsou pom&rn& malé, jejich moleku-
larni hmotnost je Fadu ndkolika miliénd a
maji tu vlastnost, Ze potet kopii DNA plas-
midu v jediné hostitelské buiice je moZno
zvysit z bdZnych 20 a% 40 na 100 i vice
tak, e se na hostitelskou buitku pisobi
chloramfenikolem. Schopnost zvy3it mnoZ-
stvi genu v hostitelské buiice umoZiiuje za
ur&itych podminek pFinutit hostitelskou buil-
ku k vyrob& primarnich bilkovin, jejichZ ko6-
dy jsou neseny geny, obsaZenymi v plasmi-
du. Tyto derivdty col El jsou proto vyhod-
nymi vektory pro pouZiti p¥i provadéni zpi-
sobu podle vynédlezu. Vhodné derivéaty col
El jsou napiiklad plasmidy pMBS, nesouci
gen pro odolnost proti tetracyklinu a plas-
midy mPR-313, pBR-315, pBR-316, pBR-317
a pBR-322, které obsahujl kromé& genu pro
resistenci proti tetracvklinu jeSté gen pro
resistenci proti ampicilinu. Pfitomnost ge-
ntt pro odolnost proti témto latkadm je vy-
hodnou vlastnosti pro rozezndni bungk, kte-
ré byly usp#&in& infikovédny plasmidem, pro-
toZe kolonie takovych bunék porostou i za
pritomnosti uvedené latky, kdeZto builky,
které plasmid neobsahuji zahynou. Ve svr-
chu popsanych pokusech i v déle uvedenych
prikladech byl uZit plasmid, odvozeny od
col El, ktery obsahoval kromé& genu pro o-
dolnost proti urgité litce také misto pro pé-
sobeni{ enzymu Hind IIl

Stejn& jako je tomu p¥i volb& plasmiduy,
je moZno volit hostitelskou builku z pomeér-
né Siroké 8kdly moZnosti, toto mnoZstvi
v8ak bylo nutno zdZit z bezpe€nostnich dd-
vodtl.

Plasmid pBR322 byl podobn& popsén v
v publikaci Bolivar F. a dali, Gene, 2, 95
(1977}, kde se popisuje syntéza i vlastnosti
tohoto plasmidu. Plasmid pBR322 mad mole-
kularni hmotnost 2,7 X 108 daitonfi (kon-
trolovano, Bolivar F. Gene, 4, 121 /1978/) a
nese gen pro odolnost proti ampicilinu
(Ap*) a gen pro odolnost proti tetracykli-
nu (Tc?). Nese jediné misto pro piéisobeni
restrikéni endonukledzy Pst 1 v genu Ap®.
Nese jediné misto pro plisobeni endonuklea-
zy Hind 111, Dal I a Bam HI v oblasti genu
TcR. Kromé& toho nese plasmid pBR322 jedi-
né misto pro pisobeni enzymu Eco RI, dvé
mista pro piisobeni Hinc II, p&t mist pro pi-
sobeni Eco RII, tfi mista pro plisobeni BglI,
dvanédct mist pro pisobeni Alu I, dvanéct mist
pro plisobeni Hae II a sedmndct mist pro pd-
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sobeni Hae III. Podrobny popis téchto mist
v plasmidu pBR322 je uveden na stran& 103
prvni citace. V pripads, Ze dojde ke Stépeni
plasmidu pBR322, dojde ke ztraté genu ApF,
do mista pro plisobeni restrikéni endonuk-
ledzy Pst I je pak moZno vi&lenit DNA. Ob-
dobn& v piipadd, Ze plasm’'d pBR 322 je Sle-
pen restrikéni endonukledzou Hind III ne-
bo Sal I nebo Bam HI s vdélenénim DNA,
dojde ke ztratd genu TcR. V piipads, Ze se
do mista pro plisobeni Pst I vEleni DNA, je
moZno najit rekombinantni molekuly pfi se-
lekci na kolonie, které jsou senzitivni na
ampicilin (Ap®} a maji TcR. Obdobné v pii-
pads, ¥e se véleni DNA do mista pro piiso-
beni Hind III, Sal I nebo Bam HI, je moZno
nalézt rekombinantni molekuly pfi selekci
kolonii, které jsou Ap® a TcS. Vektor, ktery
obsahuje cizorodou DNA, vilenénou na kte-
rékoli z uvedenych &ty mist je moZno cha-
rakterizovat vzhiedem k odolnosti proti an-
tibiotikfim jako ApSTc® nebo Ap*Tc®. Vektor
je moZno dale charakterizovat odstrangnim
viélengné DNA a stancvenim moiekulovou
hmotnost] vychozich materidld. Dal¥l cha-
rakterizaci je moZno provést sestrojenim -
plné mapy mist pro pidsobeni restrik¢nich
endonukledz v tomto vektoru. Je také moZ-
no stanovit sled vilenéné DNA.

RovnéZ plasmid pBR313 byl podrobné po-
psdn. Syntéza a vlastnosti tohoto plasmidu
byly popsany v publikaci Bolivar F. a dalsi,
Gene 2, 75 (1977). Piasmid pBR313 mé mo-
lekuldrni hmotnost 5,8 X 105 daltontt a ob-
sahuje gen pro odolnost proti ampicilinu
(Ap?) a gen pro odolnost proti tetracykli-
nu [TcR). Tento plasmid obsahuje jediné
misto pro piisobeni restrikéni endonukiedzy
Hind III, Sal I a Bam HI v oblasti genu Tc".
Byla provedena fplnd analyza plasmidu
pBR313 a byla sestrojena mapa mist pro pl-
sobeni restrikénich endonukledz, tato mapa
je uvedena na strand 84 svrchu uvedend
publikace. P¥i vé&len#ni cizorodé DNA do
kteréhokoli mista pro pisoben! Hind III,
Sal 1 nebo Bam HI, dochézi ke ztratd Tc®.
Je tedy moZno nalézt rekombinantni mole-
kuly p¥i selekci kmenit s Ap® a Tc®. Vektor
je moZno charakterizovat odolnosti proti
antibiotiktim, sledem DNA s molekuldrni
hmotnostl.

Ti¥etim plasmidem, ktery byl podrobng po-
psan je pMB9. Tento plasmid je moZno pii-
pravit podle publikace Rodriguez R. L. a
dalsi, tak jak bylo svrchu uvedeno a Boli-
var R. a daldi Gene 2, 75 (1977). Plasmid
pMB9 mé& molekularni hmotnost 3,5 X 108
daltont a obsahuje gen pro odolnost proti
tetracyklinu Tc®. Ma jediné misto pro pi-
sobeni ka?dé z endonuk'edz FEco RI, Hind
111, Sal I nebo Bam HI. Misto pro plisobeni
poslednich t¥i endonukledz se nachdazi v ge-
nu TcR. V pFipads, Ze se vllenl cizoroda
DNA do mista pro pisobeni Hind III, Sal I
nebo Bam HI, dochdzi ke ztraté Tch. Vektor
s obsahem cizorodé DNA v jednom z téch-
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to mist je moZno charakterizovat touto
vlastnosti. Tento vektor je ddle moZno cha-
rakterizovat analyzou sledu DNA vd&len&né
¢asti, srovndnim molekuldrni hmotnosti s
analyzou mist pro pfisobeni endonukleiz.

Plasmid pSC101 byl rovndZ podrobng po-
psdn v publikaci Cohen S. H. a dal3i Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 70, 1293 (1973) se po-
pisuje syntéza a vlastnosti tohoto plasmi-
du. Dal8i vlastnosti plasmidu je moZno na-
lézt v publikaci Cobs, S. N., a dalsi, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 70, 3240 (1973}, Boyer
J. W. a dal8i, Recombinant Molecules, Bears
H. ¥. a Basset E. G., Eds, Raven Press, New
York na str. 13 {1977) a Cohen S. N. a dal-
§1, Recombinant Molecules, na str. 91. Plas-
mid pSC101 md molekularni hmotnost 5,8 X
X 10% daltonu a obsahuje gen pro odolnost
proti tetracyklinu Tc®. V oblasti tohoto ge-
nu obsahuje jediné misto pro ptisobeni ka-
dé z endonukledz Hind III, Sal I a Bam HI.
Kromé toho obsahuje jediné misto pro pi-
sobeni Eco RI, jedno misto pro pésobeni
Hpa I, jedno misto pro pfisobeni Sma I a
¢tyFi mista pro ptisobeni Hinc II. V pFipads,
Ze tento plasmid se $tépi enzymem Hind III,
dochézi ke ztrdté Tc®. TotéZ plati pro t&pe-
ni v misté Sal I nebo Bam HI, p¥i vélendni
DNA do ngkterého z téchto mist, je moZno
nalézt pri selekci rekombinantni molekuly.
Vektor s obsahem cizorodé DNA v nékterém
z t8chto mist je moZno charakterizovat ztra-
tou odolnosti proii antibiotiku. Vektor je
moZno déle charakterizovat (s odstrandnim
vClenéné DNA a stanovenim a srovndnim
molekuldrni hmotnosti, (b) sestrojenim ma-
Py mist pro plsoben! endonukledz a (c)
stanovenim sledu v&len&né DNA.

F'agy pro vektory obsahujei napriklad de-
rivaty fagu lambda, ktery se nazyva Charon,
zejména Charon 3A, Charon 4A a Charon
1B6A. Tyto fagy byly podrobn& popsdny. Blat-
ner a daisi, ve svrchu uvedené publikaci
popisujl syntézu a vlastnosti tdchto f4gdh.
Tyto fagy byly také zmapovédny vietnd mist
pro piisobeni endonukledz, jak je uvedeno
na strané 161 svrchu uvedené publikace.
Genotyp kaZdého fdgu je uveden na strand
164 soutasné s vysledkem Stépeni v réznych
mistech. Napiiklad pri vtlen&ni cizorodé
DNA do mista pro pfisobeni f#co RI ve fa-
gu Charon 164, zplisobi ztrdatu genu lac 5.
Rist rekombinantniho fdgu na bakteriich
lac™ ma za nésledek tvorbu bezbarvych ko-
lonii. To znamend, Ze vekior s obsahem ci-
zorodé DNA v pifisluiném mistd je moZno
charakterizovat genetickymi vlastnostmi, na-
priklad bezbervymi skvrnami na bakteriich
lac~. Vektor je moZno dale charakterizovat
odstranénim vélengné DNA a stanovenim
molekulové hmotnosti obou produktl ze
soufasného srovnani s molekulovou hmot-
nosti vychozich produktd. Dal3{ charakteri-
zaci je moZno provést sestrojenim mapy
mist pro plisobeni endonukledz ve vektoru.
Je také moZno zjistit sled v&lendné DNA.

Stejné dobfe byl popsadn AgtWES.AB, de-
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rivat bakteriofdgu lambda. Syntéza a za-
kladni vlastnosti tohoto fdagu byly popsdny
v publikaci Tremaier D. a dalsi, Nature 263,
526 (1976). Daldi vlastnosti tohoto fdgu by-
ly popsdny v publikaci Leder P. a dalsi,
Science, 198, 175 (1977). Geno.yp tohoto
fdgu byl identifikovdn v obou publikacich.
Druhéd z publikaci také identifikuje u'oZeni
obou mist pro ptisobeni restrikénich endo-
nukledz Eco RI a 3st I. Tento fdg obsahuje
Ctyi mista pro plsobeni Bam HI, &imZ je
moZno ziskat fragmenty v déice 5,4 X 103,
19,3 X 105, 3,8 X 103 a 11,4 X 10% parf
bazi. Analyza mist pro plisobeni restriké-
nich endonukledz je uvedena na strand 527
svrchu uvedené publikace. Fragment 'amb-
da B je odstran&n plsobenim enzymu Eco
RI a Stépen enzymem Sst I. Tim je moZno
zabréanit rekombinaci s fragmentem lambda
B. Je také moZno vélenit cizorodou DNA s
misty pro $t€peni enzymem Eco RI do fa-
gu v misté St€peni enzymem Eco RI. Fagy
je moZno Kklonovat hybridizaci in situ, jak
bylo popsdno v publikaci Benton W. D. a
Davis H. W., Science, 196, 180 (1977). Vek-
tor je moZno charakterizovat (a) odstra-
nénim v&lenéné DNA a stanovenim a srov-
nanim molekulovych hmotnosti, (b) analy-
zou mist pro plsoben! restrikénich endo-
nukledz a c() stanovenim siedu v&lensné
DNA.

Byl vyvinut kimen E. coli, oznaeny X-1776
a bylo dosaZeno schvéleni NIH pro pouZiti
tohoto kmene a pfi souasném pouZiti za-
Fizeni P2, jak bylo popsano v publikaci Cur-
tiss, III, R., Ann. Rev. Microbiol.,, 30, 507
(1976). E. coli RR-1 je vhodny v pripadé,
Ze je moZno uZit zafizeni typu P3. Stejnd
jako v pFipadé plasmidfi je zFejmé, Ze se
ptedpoklada pouZiti jakéhokoli kmene hosti-
telskych bunék pii prFivddéni zpisobu podle
vynalezu, pokud je tento kmen schopen p¥e-
nadet zvoleny vektor, a to vetnd hostitelfl
odliSnych od bakterii, jako jsou napiiklad
kvasinky, v piipadg&, Ze tyto kmeny budou
v budoucnosti povoleny NIH.

Rekombinantni plasmidy se tvofi smise-
nim plasmidu DNA, na n&jZ bylo plisobeno
restrikéni endonukledzou s ¢cDNA a odpovi-
dajicim zpfisobem zpracovanymi koncovymi
skupinami. Aby bylo moZno na co nejmen3i
miru omezit vazbu cDNA navzdjem, pridé-
vd se plasmid ve velkém moldrnim prebyt-
ku. V dfive popsanych zpfisobech m&lo p¥i-
dani plasmidu ve velkém piebytku obvykle
za néasledek vazbu plasmidovych Fetézcl do
kruhu, aniZ by soudasn& do3lo ke v&len&ni
fragmentu cDNA. Takto zpracované buiiky
obsahovaly obvykle pfevd7né& plasmid bez
rekombinanty ¢DNA. V disledku toho byl
cely postup velice ndroény na as. Byly pro-
to Cinény pokusy ziskat DNA vektory s mis-
tem pro pfisobeni restrikéni endonukledzy
uprostfed zvoleného genu, takto v&len&ni
rekombinanty rozdéli gen a tim zplsobi
ztratu funkce, jejimZ kédem je uvedeny gen.
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S vyhodou se uZiva zpfisobu, jimZ je moz-
no sni%it podet kolonii, které je nutno sle-
dovat v piipads, Ze se uZije rekombinantni
plasmid, na ndjZ se nejprve plisobi restrike-
ni endonukledzou zpracuje jeSté alkalickou
fosfatdzou, ktera je dostupnd z nékolika
zdroji, naptiklad Warthington Biochemical
Corporation, Freehodl, New Jersey. Alkalic-
ka fosfatdza odstrani 5-termindini fosfdto-
vé skupiny ze zakoneni plasmidu po pdso-
beni endonuk’)edzy a tim zabrani vzdjemné-
mu navazéarni koncovych ¢asti plasmidu DNA.
V dfisledku “oho tvorba kruhu =zdvisi na
vélensni fragmentu DNA s obsahem 5‘-ter-
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mindlnich fosfatovych skupin. Svrchu uve-
denym zpfisobem je mo¥no sniZit relativni

.frekvenci transformace bez rekombinace na

méné ne¥ 1 aZ 10*4.

Vynalez je zaloZen na skutetnosti, Ze re-
akce, katalyzovand DINA-ligdzou je prove-
dena mezi 5'-fosfatovou koncovou skupinou
DNA a 3‘-hydroxylovymi koncovymi skupi-
nami DNA. V pfipadg, Ze se terminalni 5'-
-fosfatové skupiny odstrani, k reakci nedo-
jde. V pFipadég, Ze se vdZe DNA s dvojitym
Fetézcem, miZe dojit ke t¥em typlm situaci,
jak je zndzornéno v tabulce L

Tabulka I

Piipad Reakéni slozky Produkt po pouZiti ligazy
I 3¢ 5 3 5
OH Hz03P0 0—P—0
’ + +2H20
0OPO3zH2 HO 0—P—0
5 3 5 5°
I1 3 5¢ 5 5°
OH H:0;P—0 0—P—0
+ +Hz20
OH OH OH HO
54 3& 5‘ 3(
111 3¢ 5¢
OH HO
+ O reakce
OH HO
5' 3

V tabulce I je DNA s dvojitym Fetézcem
schematicky znézorn¥na plnymi paralelni-
mi darami, odpovidajici 5°- a 3'-koncové sku-
piny, jsou oznateny hydroxylovym nebo fos-
fatovym zbytkem podle své povahy. V pii-
padd 1 se nachazi 5'-fosfdt na obou zakon-
genich, v dfisledku toho dochazi ke kova-
lentni vazb& obou Fetézcl. V pripadé II, ma
pouze jeden Fetdzec termindlni 5°-fosfd‘o-
vou skupinu, tak¥e po kovalentni vazbé zi-
stava diskontinuita na dal3im Fet&zci. Rets-
zec, ktery neni kovalentn& véazén zlstéva
spojen s navéazanou molekulou vodikovymi
vazbami, k nimZ dochézi mezi ob8&ma ietéz-
ci, jak je z literatury zndmo. V piipadg III,
nedochdzi k vazbé na Zadném ze zakonceni,
protoZe z nich neobsahuje 5-fostatovou sku-
pinu.

Nezadoucim vazebnym reakcim je moZno
bréanit tak, Ze se ze zakondeni, na nichZ
nema dojit k vazbs, odstrani 5'-fosfdatové
skupiny. K tomuto téelu je moZno uZit ja-
kéhokoli zplisobu pro odstrandni 5°-fosfato-
vych skupin, pokud nedojde k poruseni
struktury DNA. Vyhodnym postupem je hyd-
rolyza, katalyzovand enzymem alkalické fos-
fatézy.

Obdobnym zpéisobem byl izolovédn i ¢DNA-
-ko6d pro krysi rhastovy hormon, tento pro-
dukt byl rekombinovan s plasmidem a pfe-
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nesen do bun&k E. coli. Timto zpfisobem by-
1o moZno znovu izolovat sled nukleotidfi o
potitu priblizné 800 nukleotidi po dspé3ném
pomnoZeni v buiikdch E. coli, pfitem?Z tento
sled obsahoval cely kod pro krysi riistovy
hormon vdéetng ¢asti peptidového prekurso-
ru a ¢ast 5°-oblasti, kterd nebyla pienese-
na.

Svrchu popsanym zplisobem je obecng
mo¥no pouZit pro izolaci a C¢iSténi jakého-
koli genu z vy3iiho organismu, vietné lid-
skych genil a pro pfenos a pomnoZeni t&ch-
to genfi v buiikdch mikroorganismil. Nové
rekombinantni plasmidy obsahuji cely izolo-
vany gen nebo pouze jeho ¢ast, jak bylo
svrchu popséano. Byly rovn&Z popsdny nove
mikroorganismy, dosud nezdmé, jejichZ ge-
neticky systém je pozménén tak, Ze obsa-
huje i geny z vy3Siho organismu. Ddle bu-
dou popsdny specifické priklady, v nichZ
bude podrobn& popsdn kaZdy stupeil zpi-
sobu podle vyndlezu, pokud jde o izolaci,
gisténi a prenos genu krysiho insulinu do
bung&k E. coli, ¢imZ bude bliZe objasnéna
pouZitelnost zplisobu podle vynédlezu. V na-
sledujicich prikladech jsou také blize cha-
rakterizovany rekombinantni plasmidy, kte-
ré obsahuji ¢ast genu pro krysi inswin, ge-
nu pro krysi ristovy hormon, gen pro lid-
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sky insulin a gen pro lidsky rlstovy hor-
mon.

Vynalez bude osvétlen nésledujicimi pfi-
klady.

Priklad 1

Popsané postupy osvétluji extrakci a izo-
laci mRNA pro krysi insulin, syntézu kom-
plementirni DNA a popis vlastnosti kom-
plementidrni DNA. Cisténé buiiky Krysich
Langerhansovych ostrivk je moZno ziskat
tak, Ze se slinivka bfisni, anestetizované
krysy, podrobi infizi Hanksovym roztokem
retrogrddni infdzi vyvodem této #1dzy. Hank-
stiv roztok je standardni smés soli, je zndm
a je moZno jej ziskat od rady vyrobcfl, na-
priklad od Grand Island Biological Supply
Company, Grand Island, New York. Slinivka
se pak odstrani, rozdrti v Hanksov& rozto-
ku pii 0°C a natrdvi kolagenazou a séjovym
trypsinem. VSechny postupy se provadi pii
teploté 0 aZ 4°C, neni-li uvedeno jinak.
Zv1a5té je nutno zachovéavat tyto podminky
PIi natrdveni Zlazy. Dvé krysi slinivky biis-
ni v 8 ml Hanksové prostiedi se uloZi do
sklen&né zkumavky o objemu 30 ml. VSech-
ny sklen&né zkumavky byly piedem zpra-
covany pomoci silikonu. K tomu déelu by'o
uZito pripravku Siliclad, (Clyy-Edams Didi-
sion, Becton-Dickinson Inc., Persippany, New
Jersey. Inkuba&ni smés obsahovala 12 mg
kolagendzy, tj. enzymu, p¥ipraveného z Clos-
tridium histolyticum zplisobem, popsanym
v publikaci Handl Y., Mackennan ]. D. a
Howes E. L., J. Clin. Invest. 32, 1323 (1943),
bylo uZito typu CLS IV (Torthington Bio-
chemical Corporation, Freehold, New Jersey)
a 1 mg inhibitoru trypsinu ze séjovych bo-
b, ([Sigma Chemical Company, St. Louis,
Missouri). Inkubaci je nutno provadét pii tep-
lot& 37 °C po dobu 25 minut za stilého ti‘epa-
ni pfi 90 vykyvech za minutu. Smés je nuino
stale pozorovat, aby bylo moZno zajistit, Ze
natrdveni kolagendzou se provadi do opti-
méiniho rozsahu. V pfipadg&, Ze inkubace je
© pFilis kratka, nedojde k tpilnému uvolnéni
bunék Langerhansovych ostravki, naproti
tomu v pFipadé&, Ze je inkubace piili§ dlou-
hd, dochdzi k rozrudeni tdchto bundk. Po
inkubaci se zkumavka odstfeduje 1 minu-
tu pfi 200 g. Supernatant se slije a segment
se promyje Hanksovym roztokem a postup
se 5krat opakuje. Po poslednim odstiedéni
se sediment uvede v suspenzi v 15 ml pii-
pravku Ficoll (Pharmacie Chemical Compa-
ny, Uppsala, Svédsko) o hustots 1,085. Pak
se piidd vrstva pFipravku Ficoll o husto-
t& 1,080 a vrstva 5 ml pFipravku Ficoll o
hustoté 1,060, nafe? se zkumavka odstiedu-
je 5 minut p¥i 500 g a pak je$t& 5 minut pii
2000 g. V dtsledku tohoto postupu zéstanou
bufiky acin na dné& zkumavky a bufiky o-
strivki vytvoFi vrstvu mezi dvéma hornimi
vrstvami pripravku. Pas bundk ostriivkd ob-
sahuje jeSt® gengliové buiiky, lymfatické
buiiky a buiiky pojivové tkdn&. Velké frag-
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menty v3ak byly odstran&ny. Takto ziskané
buiiky se umisti pod mikroskop, pod nim?%
je moZno odstranit viditelné znefiSténiny
ru¢né p¥i pouZiti mikropipety. Pak se buii-
ky- zFedi Hanksovym roziokem a znovu se
odstfedi. Supernatant se slije a sediment
se skladuje v kapalném dusiku.

Buitky ostravkii z 200 krys se spoletné
homogenizuji v 4 N guanidiniumthiokyana-
tu (pfipravek Tridom, Pluka AB Chemische
Fabrik, Bachs, Svycarsko) s obsahem 1 M
g-merkaptoethanolu a pufru, ktery udrZu-
je pH roztoku na hodnot& 5,0 pfi teploté
4°C. Homogendt se navrstvi na 1,2 ml roz-
toku chloridu cesného o koncentraci 5,7 M
s obsahem 100 mM ADTA a roztok se od-
stfeduje 18 hodin pFi 37 000 o:d8kach za
minutu v SW 50,1 roztoku ultraodstFedivky
pii teploté 15°C. (Beckman Ultracentrifugs
Instrument Company, Fullerton, California.)
Pii odstfed®ni se RNA dostava na dno zku-
mavky.

RNA s polyadenyldtovymi skupinami se
izoluje chromatografii ve$keré RNA na oli-
go-(dT)-celuldze zplsobem, popsanym ve
svrchu uvedené publikaci Aviv H., a Leder
F.

Reverzni transkriptdza z viru ptadl mye-
loblastézy (D. ]J. Beard, Life Science Inc.,
St. Petersburg, Florida) se pak uZije k pFe-
nosu struktury celé polyadenyldtové RNA
z Krysich ostrivkid do cDNA. Reakce se pro-
vadi v 50 mM tris-pufru s kyselinou chloro-
vodikovou o pH 6,3 s obsahem 9 mM MgClg,
30 mM NaCl, 20 mM g-merkaptoethanolu,
1 mM kaZdého z 3 neradioaktivnich desoxy-
ribonukleosidtrifostfatd, 250 uM &tvrtého des-
oxynukleosidtrifosfatu, znaeného v poloze
o radioaktivnim fosforem se specifickou akti-
vitou 50 aZ 200 curie v 1 molu, 20 ug/ml
oligo-dTizis (Collaborative Research, Wal-
tham, Massachusetits), 100 ug/ml polyade-
nylované RNA s 200 jednotek/ml reverzni
transkriptdzy. Smés se inkubuje 15 minut
pii teploté 45 °C. Pak se pfidd sodna stl ky-
seliny ethylendiamintetraoctové do koncen-
trace 25 mM a roztok se extrahuje stejnym
objemem fenolu, nasyceného vodou, nade?
se vodnd fdze chromatografuje na sloupci
0 rozmérech 0,3 X 10 cm s obsahem Sep-
hadex G-100 v 10 mM tris-pufru s Kyselinou
chlorovodikovou o pH 0,9 s obsahem 100
mM NaCl a 2 mM EDTA. Nukleova Kkyseli-
na se vysrdZzi ethanolem po p¥.dani octanu
amonného pfi pH 6,0 do koncentrace 0,25
M. SraZenina se odd&li odst¥odinim, sedi-
ment se rozpusti v 50 ul Cerstvé pripravené-
ho 0,1 N roztoku hydroxidu sodného a inku-
buje pri teploté 70°C po dobu 20 minut k
hydrolyze RNA. Pak se sm#s neutralizuje
pfiddanim 1 N octanu sodnzho p¥i pH 4,5 a
52p-cDNA se vysrdZi ethanolem a znovu roz-
pusti ve vod&. Podily cDNA s jednoduchym
Fetézcem se anaiyzuji na polyakrylamidovém
gelu zplisobem popsanym v publikaci Ding-
man C. W. a Pesopek A. C., Biochemistry 7,
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659 (1968). Gel se susi a 32P-cDNA se zjisti
autoradiografii na filmu Kodak Wo-5creen
NS-2T (Hustman Kodak Corporation, Roches-
ter, New York). Materidl byl heterodisperz-
ni, jak bylo moZno usoudit z elektroforézy.
Obsahoval alespoii jeden hlavni druh cDNA
se 450 nukleotidy, jak bylo moZno prokazat
srovnanim se zndmym standardem.

Priklad 2

V tomto piikladu bude popsédna syntéza
a vlastnosti cDNA s dvojitym Fetdzcem a s
obsahem sledu krysiho insulinu, tak jak byl
svrchu popsan. Na cDNA s jednoduchym fe-
t&zcem z prikladu 1 se piisobl reverzni trans-
kriptdzou, &imZ dojde k syntéze komple-
mentdrniho Fetézce. Reakéni smés obsahuje
50 mM tris-pufru s kyselinou chlorovodiko-
vou o pH 8,3, 9 mM MgClz, 10 mM dithio-
threitolu, 50 mM kaZdého ze t¥{ neznate-
nych desoxyribonukleosid-trifosfdtid, 1 mM
nukleosidtrifosfatu znafeného v poloze «
radioaktivnim fosforem pfi specifické akti-
vité 1 aZ 10 curie na mM, 50 ug/ml cDNA
a 220 jednotek/ml reverzni transkriptdzy.
Reakéni smés se inkubuje 120 minut pfi tep-
lotd 45°C. Reakce se nastavi pFidanim vod-
né soli EDTA do mnoZstvi 25 mM, sm8s se
extrahuje fenolem a chromatografuje na pii-
pravku Sephadex G-100, nateZ se vysrazi e-
thanolem. Podil reak&niho produktu 500 aZ
1000 cpm se analyzuje elektroforézou na
gelu, jak bylo popsédno v prikladu 1. Bylo
moZno prokazat hetevodiaporézni pas o dél-
ce 450 nukleotidd, srovnanim se standard-
nimi vzorky. Rozdiiy reaknich produkti
DNA z pi¥ikladu 1 a pfikladu 2 byly pak ne-
zdvisle na sob& natrdveny prebytkem re-
strikéni endonukledzy Hae IIl a analyzova-
ny elektroforézou na gelu. Oba produkty
byly uvedenou endonukleizou rozsi&peny,
takZe pfi eiektroforéze na gelu bylo moZno
pozorovat dva radioaktivni pasy. Pas, kte-
ry vznikl 3t8penim c¢DNA se dv&ma Tretéz-
ci m&! pribliZng produkty této délky jako
pds, ktery vznikl v dfisledku 3t&peni cDNA
s jedinym Iet€zcem.

Priklad 3

V tomto pFikladu bude popsédna vazba de-
kanukleotidovych Fetézcll po zpracovani en-
zymem Hind III na krysi cDNA s dvojim
fetézcem z Langerhansovych ostrivki, tak
jak byla popséna v pfikladu 2. Reakc¢ni pro-
duki z pFikladu 2 s dvojitym retézcem v kon-
centraci 2 aZ 5 wug/ml se uvede v reakci s
30 jednotkami Sl nukledzy s aktivitou 1200
jednotek/ml (Miles Laboratories, Elkhart,
Indiana) v 0,03 M octanu sodném pii pH
46 a¥ 0,3 M chloridu sodného a 4,5 mM
chloridu zinetnatého pi¥i teplot& 22 °C po
dobu 30 minut, pak se smés ddle inkubuje
jeste 15 minut pii teploté 10 °C. Reakce byla
postavena tak, Ze byl priddn tris-pufr do
koncentrace 0,1 M, EDTA do koncentrace
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25 mM a tRNA z E. coli, pFipravend zpiiso-
bem podle publikace Ehrenstein G., Methods
in Enzymology, S. P. Colowick a N. O. Kap-
lan, Eds., sv. 12A, str. 588 (1987) do mnoZ-
stvi 40 wg/ml. Reaklni smés se extrahuje
fenolem, chromatografuje se na pripravku
Sephadex G-100 a zna&né 32P-cDNA se vy-
srdzi ethanoiem. Timto zplsobem se ziskaji
ve vysokém vytézku molekuly cDNA s péro-
vymi konci, kterych je zapoiFebi k vazbé
chemicky syntetizovanych dekanukleotidd.
Dekamery Hind III, byly pFipraveny zpiso-
bem, popsanym v publikaci Scheller R. H,,
Dickerson R. E., Boyer H. W., Biggs A. D.
a Itakura E., Science 196, 177 (1977). Vazba
dekamerst Hind III na cDNA se provadi in-
kubaci pii teploté 14 °C v 60 mM tris-pufru
s kyselinou chlorovodikovou o pH 7,6 za
pfitomnosti 6,6 mM chloridu hoFeCnatého,
1 mM ATP, 10 mM dithiothreitolu, 3 mM de-
kameru Hind III o 18> cpm/pmol a T4 DNA
ligdzy v mnoZstvi pFiblizng 500 jednotek/ml
po dobu 1 hodiny reakéni, smés se pak za-
hFivd na teplotu 65°C na 5 minut k inakti-
vaci ligdzy. P¥idd se chlorid draselny do
koncentrace 50 mmolfi, s-merkaptoethanol
do koncentrace 1 mM a EDTA do koncentra-
ce 0,1 mM, naleZ se smés natrdavi 150 jed-
notkami/ml Hsu I nebo Hind III endonuklea-
zou po dobu 2 hodin pii teploté 37 °C. Endo-
nukledzy Hind III a Hae III je moZno b&Zné
ziskat (New England Biol-Labs, Beverly,
Massachusetts]. Reakéni produkt se analy-
zuje elektroforézou na gelu stejnym zpd-
sobem jako v pitikladu 1, priemZ je moZno
prokazat vrchol, ktery odpovidd sledu pii-
blizn& 450 nukleotidd a mimoto fragmenty
od3t&penych dekamerl Hind L

Priklad 4

V tomto prikladu bude popsédna tvorba
rekombinanty plasmidu a popis vlastnosti
této rekombinanty po pomnoZeni. (dstépi
se plasmid pMB9 DNA, pfipraveny zpliso-
bem podie publikace Rodriguez R. L., Boli-
var F., Goodman H. M., Boyer il. W. a 3Bet-
lach M., v ICN-UCLA Symposium on Moie-
cular and Celiular Biology, D. P. Wierlich,
W. J. Rutter a C. F. Fox, Eds., (Academic
Press, New York 1976) sir. 471 aZ 477, v
misté plisobeni enzymu Hind III, pfiemZ se
vZzije endonukledzy Hau I, nafeZ se smés
podrobi ptisobeni alkalické fosfatazy typu
BAPF [Worthinton Biochemical Corporation,
Freehold, New Jersey). Enzym je pfitomen
v reakdni smési v mnoZstvi 0,1 jednotky/
/mikrogram DNA, reakéni smés se inkubuje
v 25 mM ftris-pufru s kyselinou chlorovodi-
kovou o pH 8 po dobu 30 minut p¥i teplo-
t8 65°C a pak se extrahuje fenolem k od-
stranéni fosfatézy. Po vysrdZeni ethanolem
se takto ziskany plasmid DNA prida k cDNA
s obsahem zakondeni Hind III v molarnim
poméru 3 moly p'‘asmidu na 1 mol cDNA.
Smés se inkubuje v tris-pufru o koncentra-
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ci 66 mM pri pH 7,6, smés obsahuje dale
6,6 mM chloridu horednatého, 10 mM dithio-
threitolu a 1 mM ATP. Inkubace trvd hodinu
Pri teploté 14 °C za piitomnosti 50 jednotek/
/ml T4 DNA-ligdzy.

Vyslednd smés se pridd pfimo k suspen-
zi bunék E. coli X-1776, které byly pfiprave-
ny néasledujicim zpisobem: Buiiky byly pés-
tovdny aZ od hustoty 2 X 10% bun&k/mlv
50 ml prost¥edi, které obsahovalo 10 g/l Try-
ptonu, 5 g/litr extraktu z kvasnic, 10 g/litr
chloridu sodného, 2 mM hydroxidu sodného,
100 wg/ml kyseliny diaminopimelové a 40
ug/ml thyminu pfi teploté 37 °C. Buiiky by-
ly izolovany odstfedénim 5 minut p¥i 5000
g a pri teploté 5°C, pak se znovu uvedou
v suspenzi ve 20 ml chladného chloridu sod-
ného o koncentraci 10 mM, znovu se od-
stfedi a uvedou v suspenzi ve 20 ml pufry,
ktery obsahuj 75 mM chloridu vapenatého,
140 mM chloridu sodného a 10 mM tris-puf-
ru o pH 7,5, nateZ se buiiky nechaji stit 5
minut na ledu a pak se odstfedi a znovu u-
vedou v suspenzi v 0,5 ml téhoZ pufru.
Transformace se pak provadi tak, Ze se smi-
si 100 ul uvedené bun&tné suspeuze a 50
ul rekombinanty DNA o koncentraci 1 ul/
/ml. Sm&s se inkubuje p#i 0°C po dobu 15
minut, pak p¥i 25°C po dobu 4 minuty a p¥i
0°C po dobu 30 minut. Pak se buiiky pie-
nesou na agarové plotny pro dalSi péstova-
ni.

Studium rekombinantnich plasmidd se pro-
vadi p¥i koncentraci tetracyklinu 5 ug/ml,
zvolend rekombinanta, oznadend pAU-1 se
izoluje a surovy plasmid s 2 aZ 5 ug DNA,
izolované z pAU-1 se natravi pfebytkem en-
donukledzy Hau I. Pak se ptidd sodnd sil
EDTA do koncentrace 10 mM a 10% sacha-
rozy (hmot. %/objemovd %} a smds se d&-
1i na 8% polyakrylamidovém gelu, DNA méa
pFibliZné 410 parovych béazi. V obdobném
pokuse bylo uZito jako vektoru p.asmidu
pBR322. V8echny podminky odpovidaly svr-
chu uvedenym podminkdm s tim rozdilem,
Ze konetné selekce rekombinantnich kilonf
byla provéddéna na plotndch, které obsaho-
valy ampicilin v koncentraci 20 ug/ml.

Priklad 5

DNA a pAU-1 z prikladu 4 se dale ¢isti
elektroforézou na 6% polyakrylamidovém
gelu. Po vymytl z gelu se DNA znacdi inku-
baci a gama-S2P-ATP a s enzymem polynu-
kleotidkindzou za podminek, popsanych ve
svrchu uvedené pubilikaci Maxama a Gilber-
ta. Enzym katalyzuje tfinnost svrchu uve-
dené skupiny radioaktivniho fosfatu na 5'-
-zakonteni DNA. Enzym se ziskdva z E. coli
zplisobem, popsanym v publikaci Panet A.
a dalSi Biochemistry 12, 5045 (1973). Takto
znatend DNA se $t8pi endonukledzou Hae
III zplisobem, popsanym v piikladu 2 a dva
znadené fragmenty obhsahujici 265 a 135 ba-
zi se oddé&li na polyakrylamidovém gelu za
podminek, uvedenych v prikladu 1. Takto
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izolované fragmenty se podrobi specifické-
mu Stépeni a analyze sledu bazi zplisobem,
popsanym ve svrchu uvedené publikaci Ma-
xam a Gilbert. Sled, uvedeny v nésledujici
tabulce 1 je zaloZen na vysledku ze svrchu
uvedenych pokusi a na vysledcich obdob-
nych pokusi, které byly provedeny pii po-
uZiti ¢cDNA a vektorid, odvozenych od col
El, napfiklad pMB9 a pBR322. Pokud jde o
5‘-zakondeni, ziistdvd neurdeny sled o dél-
ce priblizné 50 aZ 120 nukleotidi a poly-dA
segment na 3‘-zakon&eni mé rdznou délku.
Tento sled je zatim nejpodrobnéjdi dosaZi-
telnou informaci, je samoziejmé, Ze v prii-
b&hu pristich pokusli bude moZné zapotie-
bi provést nékteré malé zmény nebo budou
objasnény dalSi Casti Fet&zce. Odpovidajici
sled aminokyselin krysiho preinsulinu I za-
¢ind na tripletu, ktery je oznaden 1 a kon-
¢l na tripletu oznafeném 86. Nejasnosti zli-
stavajl stale v té oblasti sledu, kterd je pod-
trZena pferusovanou &arou.

PF¥iklad 7

V tomto prikladu bude popsédna izolace
a Cisténi DNA s tplnym sledem genu pro
krysi riistovy hormon spolu se syntézou vek-
toru, ktery rovn&Z tdplnou strukturu toho-
to genu obsahuje a spolu s modifikaci kme-
ne mikroorganismu tak, aby tento mikro-
organismus obsahoval gen krysito riastové-
ho hormonu jako souddst svého genetické-
ho sysiému.

V ptipadé, Ze jde o geny odlisného ptivo-
du neZ lidského, nepoZaduje se podle zdvaz-
nych bezpefnostnich opatieni izo’ace cDNA
s tak vysokou €istotou jako u lidské cDNA.
Z tohoto diivodu bylo moZné izolovat cDNA
§ bsahem tUplné struktury genu Kkrysiho
ristového hormonu elektroforetickou izola-
ci DNA odekavané délky, tj. priblizn& 800
parovych bézi, coZ je zndméd délka amino-
kyselinového Fet&zce krysiho rlistového hor-
monu. Zdrojem mRNA pro krysi rlstovy
hormon byla kultura bungk krysi hypofyzy
a po subklonu buné&&né linie GH-1 (ATCC),
jak bylo popsdno v publikaci Tachjien A.

J., a dalsi Endocrinology 82, 342 (1968). V »

téchto burikdch pri péstovdni za normal-
nich podminek je riistovy hormon a jeho
mRNA obsaZena pouze v mnoZstvi 1 aZ 3%
celkového mnoZstvi poly-A-PNA. Bylo v3ak
moZno zvysit podil Z4dané mRNA synergic-
kym plsobenim hormonu §titné Zlazy a glu-
kokortikoidd. RNA byla ziskdna z 5 X 108
bunék v suspenzi kultury a produkce ris-
tového hormonu byla indukovédna p¥iddnim
1 mM dexamethazonu a 10 mM 1-trijod-
thryoninu do Zivného prostfedi. ¢tyfi dny
pred izolaci bunék. Z frakce cytoplasmatic-
ké membrany byla izolovdna polyadenylo-
vana RNA, naptiklad zplisobem podle publi-
kace Martial J. A., Baxter J. D., Goodman
H. M. a Saeburg P. H., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 74, 1816 (1977) a Haneroft F. C., Wu G
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a Zuhay C., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 7G,
3646 (1973). Takto ziskand mRNA byla da-
le giSténa a jeji struktura byla pPenesena
do ¢cDNA s dvojitym Fetézcem zplsobem, po-
psanym v pfikiadu 1, 2 a 3. Po frakcionaci
elektroforézou na gelu byio moZno proka-
zat slaby, aviak zfetelny pds, odpovidajici
DNA o délce 800 bazi.

Takto zikand cDNA se strukturou, piene-
senou z uvedené mRNA byla 3tépena endo-
nukledzou Hha I, ¢imZ byly ziskdny dva vét-
81 fragmenty DNA po déleni elektroforézou,
pFicemZ tyto fragmenty obsahovaly piibliZ-
né v pripadd fragmentu A 320 nukleotidfl
a v pfipadd fragmentu B 240 nukleotidi.
Sled nukleotidd a jeho analyza pro fragmen-
ty A a B byla popsdna v prikladu 5 a proka-
zala, 7e tyto fragmenty jsou ve skutetnosti
gastmi kodovaci oblasti pro krysi riistovy
hormon, jak je moZno posoudit ze sledu a-
minokyselin a ve srovnani se sledy jinych
znamych ristovych hormoni, které Dbyly
popsany napiiklad v publikacich Wellis M.
a Davies R. V. N., Crowth Hormone And Re-
lated Peptides (Eds., Copecila, A. a Muller
E., e.), str. 1 aZ 14 (Elsevier, New York,
1976) a Geyhoff M. O., Atlas of Protein Se-
quence and Structure, 5, sv. 2, str. 120 aZ
121 (National Biomedical Research Founda-
tion, Washington, D. C., /1976/}). V pripadé,
Ze elektroforeticky izolovand cDNA s dvoji-
tym Fetézcem a s 800 parovanymi bazemi
byla podrobena ptisobeni endonukledzy Hha
I, byly hlavnimi produkty tohoto 5tépeni dva
fragmenty, které svou délkou odpovidaly
délce fragmentii A a B.

ProtoZe tento produkt s pfibliZzn& 800 pa-
rovymi bazemi nebyl &iStén tak, aby mohl
byt p¥imo podroben pisobeni restrik¢ni en-
donukleazy, bylo nezbytné plisobit na DNA
tak, aby bylo moZno odstranit neparove za-
kondeni. Prakticky to bylo provedeno tak,
#e odstran&ni nepdrovych koncl bylo pro-
vadéno pred elekiroforézou v roztoku 25 ul
60 mM tris-pufru s kyselinou chlorovodiko-
vou o pH 7,5 a 8 mM chloridu hofFe¢natého,
10 mM g-merkaptoethanolu, 1 mM ATP a
200 uM kaZdé ze zdsad dATP, dTTP, dGTP
a dCTP. Smés byla inkubovéna s jednou jed-
notkou DNA polymerazy I a E. coli pfi tep-
loté 10 °C po dobu 10 minut, v ddsledku to-
hoto pésobeni bylo moZno exonukieolyticky
odstranit 3‘-zakoneni a vyplnit 5-zakonge-
ni. DNA polymeréza I se b&Zné dodava (Boe-
hringen-Mannheim Biochemicals, Indianapo-
lis, Indiana]).

c¢DNA Krysiho rastového hormonu s pii-
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bliZzné 800 parovymi bdzemi byla daie zpra-
covavana plsobenim chemicky syntetizova-
ného Hind III s navazanym TFetBzcem, jak
bylo popsdno v prikladu 3. Plasmid pBR322,
ktery obsahuje gen pro odolnost proti am-
picilinu a jediné misto pro plsobeni enzy-
mu Hind IIf, umisténé uprostfed gend pro
odolnost proti tetracyklinu se nejprve zpra-
covavd plisobenim endonukledzy Hind III a
alkalické fosfatdzy, jak bylo popsano v pfi-
kladu 4. Takto zpracovany plasmid se pak
navédZe na cDNA krysiho rlistového hormo-
nu s 800 parovymi bdzemi pomoci DNA-liga-
zy zplsobem, popsanym v piikladu 3. Ta-
to reakce se uZiva k pfemé&né suspenze bu-
nék E. coli X-1776, kterd se zpracovava zpli-
sobem, popsanym v pfikladu 3. Kolonie s
obsahem rekombinanty se odli3i rdstem na
plotndch s obsahem ampicilinu a neschop-
nost{ ristu na plotndch s obsahem 20 ug/
/ml #etracyklinu. Bylo ziskdno 10 kolonii,
7z nich? viechny obsahovaly plasmid s 800
parovanymi bazemi, tak jak byl uvolnén po
St&peni enzymem Hind III.

DNA pro Kkrysi riistovy hormon s 800 pa-
rovanymi bazemi byla izolovdna v prepara-
tivihim mnoZstvi z klonu pRSH-1 (klon, ob-
sahujici rekombinantu pro rlstovy hormon}
a byl stanoven sled nukleotidfi zpGsobem
popsanym v pfikladu 5. V tomto pripadé
sled nukleotid@ obsahoval ¢4sti 5'-nepFene-
sené oblasti krysiho réistového hormonu a
mimoto sled 26 aminokyselin, ktery se vy-
skytuje v bilkovin&, kterd je prekursorem
ristového hormonu pfed jeho sekreci. Sled
mRNA, kfery je moZno odvodit ze sledu u-
vedeného genu je zndzornén v tabulce 2.
Tento sled je v dobré shodé s pfedpoklada-
nym vysledkem aminokyselin s vyjimkou
polohy 1 a 8. Jako podkladu bylo uZito sle-
du aminokyselin v krysim rfistovém hormo-
nu, tak jak byl popsédn ve svrchu uvedené
publikaci Wallise a Davice, tento sled obsa-
huje zbytky 1 aZ 43, 65 aZ 69, 108 aZ 113,
133 aZ 143 a 150 aZ 190.

V tabulce 2 je zndzorndn sled nukleotidd
v jednom z Fetézcli DNA, pritemZ tento Fe-
t&zec obsahuje Gplny kdd pro krysi rastovy
hormon. Jsou zndzornény i odpovidajici ami-
nokyseliny a jejich poloha vzhledem k za-
kondeni, na némZ se nachdzi volné amino-
skupiny. Aminokyseliny se zdpornym ¢is-
lem jsou aminokyseliny, které naleZi ke sle-
du prekursoru ristového hormonu. Odpovi-
dajici sekvence mRNA je stejna aZ na to,
7e v mRNA je T nahrazeno U.



5'---GTGGACAGATCACTGAGTGGCG

Thr
ACT

Leu
CTG
Pro

CCG

Ala
CcCC

Lys
AAA
Arg
CCC

Phe
TTC

Glu
GAG
Phe
TTC
Val
GTC
Met
ATG
Lys
AAG
Glu
CAG

Leu
CTC

Arg
CGC

Leu
CTG

Thr
ACC

Pro
cccC

Trp
TGG
Leun

TTG

Gln
CAG

Glu
GAG
Tyr
TAT

Ser
TCA

Ala
CcC
Ser
TCG
Gln
CAC
Phe
TTT
Asp
GAC
Leu

CTG

Lys
AAG

Ser
ACC

Ser
TCC

Tyr
TAC

Trp
TGC

Pro
CcCT

Ser
TCC

Leu
CTC

Gln
CAA

Ser
AGT

20

His
CAC

Phe
TTC
Ser

TCC

Glu
GAG

Gln
CAG
Leu
CTG
Phe
TTT
Gly
GGT
Leu
CTG
Glu
GAA

Gln
CAA

Asp
GAT

Cys
TGC

Leu
CTC

Leu
CTG

Glu
CAG

Ile
ATT

Thr
ACC

Aln
CAG

Leu
CTG

Leu
GTC

Thr
ACC

Glu
GAA

Asp
GAG

140
Thr
ACC

Asp
GAC
Phe

TTC

Arg
CGG

Leu
CTG

Glu
GAG

Leu
GTG

His
CAC

Arg
CGT

Gln
CAG

60
Ile
ATG

Arg
ACA
Leu
CTG
Ser
ACC
Ser
TCG
Glu
GAG
Gly
GGC

Tyr
TAT

Ala
GCT

Lys
AAG

Val
GTC

227033

Thr
ACC

Ala
GCT
Phe
TTT

Gin
CAG

Ala
GCC
Asn

AAT

Pro
CCA

Thr
ACT
Ile
ATC

Arg
ACG
Asp
CAC
Gly
GGC
Ser

AGC

Asp
GAC

Leu
CTG

Lys
AAG

Met
ATG

Tabulka 2

-26
Met
ATG

Phe
TTC
Gly
GGT
Ala
GCT

Leu
CTG

Tyr
TAC

Ala
CCC

Ala
CCcC

Asp
GAC
Gln
GAC
Ile
ATG
Arg
CCC
Ile
ATC
Pro

CcC

Lys
AAG

Leu
CTG

Asp
GAG

Ala
GCT

Ser
AGG

Ala
GCT

Asn
AAT

Ala
GCT

Ile
ATT

Gln
CAG

Pro
ccC

Met
ATG

Ser
TCA

Phe
TTT

Val
GTC

120
Gln
CAG

Arg
CGT

Phe
TTT

Lys
AAA

Leu
CTG

180

Lys
AAG

Cys
TGT

Ala
GCA

Leu
CTG
Leu
TTA
Ala
GCT

Ala
GCT

Pro
CcccC
Ala
GCT

Thr
ACC

Glu
GAA
Trp
TGG
Thr
ACC
Tyr
TAT
Ala
GCT
Ile
ATT

Asp
GAC

Asn
AAC
His
CAG

Arg
CGC

Asp
GAC

Leu
CTG
Pro
CCT
Val
GTG

Asp
GAC

Glu
CAG
Ala
GCT

Gly
GGC

Leu
TTG
Leu
CTG
Asn
AAC
Glu
GAG
Leu
CTG
Gly
GGG

Ala
CCC

Tyr
TAT
Lys
AAC

Arg
CGC

Ser
TGT

Cys
TGC
Ala
CcC
Leu

CTC

‘Thr
AGC

Gln
CAG

Leu
CTG
Met
ATG
Arg
CGA

Tyr
TAC

40

Gly
GGA

Phe
TTC

Lys
AAG

80
Leu
CTT

Gly
GGG
Ser
AGC
Lys
AAA
Met
ATG
Gln
CAG

Asn
AAC

Gln
CAG

Cys
TGC

Glu
GAG

Arg
CGC

Pro
CCC

100
Leu
or6

Leu
CTG
Gln
CAG
Ile
ATC

Met
ATG

160

Gly
GGG

Ala
GCA

Phe
TIT

Leu
CTG

Glu
GAG

Ala
GCG



-~

227033

- 31
Glu Ser Ser Cys Ala Phe
GAA ACC ACC TGT GCT TTC

32

TAG GCACACACTGGTGTCTCTC -

CGGCACTCCCCCGTTACCCCCT GTACTCTGGCAACTGCCACCCC TACACTTTGTCCTAATAAAATT -

AATGATGCATCATATC poly (A) ----3'
Priklad 8

V tomto pfikladu byla popsdna izolace a
¢isténi uplného kédu genu lidského ristove-
ho hormonu, syntéza rekombinanty plasmi-
du, ktery rovn&Z obsahuje tpinou strukturu
genu riistového hormonu a modifikace mik-
roorganismil tak, aby obsahoval dplnou
strukturu genu pro lidsky réstovy hormon
jako ast svého genetického systému.

Izolace mRNA lidského riistového hormo-
nu se provadi v podstaté zplsobem podle
prikladu 7, s tim rozdilem, Ze biologickym
zdrojem materialu je nddor .idské hypofyzy.
Bylo uZito 5 benignich nadord lidské hypo-
fyzy, které byly po chirurgickém odstrané-
ni rychle zmrazeny v kapalném dusiku, va-
ha néddoru byla 0,4 aZ 1,5 g, po rozmrazeuni
byly nadory homogenizovany v 4 M guani-
diniumthiokyanatu s obsahem 1 M merkap-
toethanolu za piitomnosti pufru o pil 5,0
pri teploté 4°C. Homogenat byl navrs‘ven
na 1,2 ml 57 M chloridu cesného s obsa-
hem 100 mM ADTA a odstiedovdn 18 hodin
pFi 37000 otatkdach za minutu v roztoku
SW 50 .1 ultraodstiedivky (Beckman Instru-
ment Company, Fullerton, California) pii
teploté 15°C. RNA se usazuje na dng& zku-
mavky. Dal$i ¢ist&ni pri pouZiti sloupce s
obsahem oligo-dT- a sachargzy, bylo pro-
vddéno zplsobem, popsanym v piikladech
1, 2 a 3. Ptiblizn& 10 % takto izolované RNA
obsahovalo kod pro riistovy hormon, jak by-
lo moZno prokazat v&lenénim radiaktivng
znadeného aminckyselinového prekursoru
do materidlu v bezbun&tném systému, zis-
kaném z p3eni¢nych kli€kl s obsahem lat-
ky, pfisobici proti rstovému hormonu, jak
bylo popsédno v publikaci Roberts B. E. a
Patterson B. M., Proc. Nat. Acad. Sci. UsA
80, 2330 (1973). Pripravek cDNA pro lidsky
riistovy hormon se provadi zpiisobem podie

piikladu 7 f{frakcionaci elektroforézou na
gelu a migraci materidlu do polohy, kterd
odpovida délce 600 nukleotiddl s ndslednou
selekci pro Kklonovéani. Zvoiend frakce se
zpracovavd plsobenim DNA polymeréazy I,
jak bylo popséano v pfikladu 6, naceZ se na-
vazuji Fetdzce, které obsahuji mista, vhodné
pro pusobeni enzymu Hind IlI. Pak se cDNA
podrobi rekombinaci s plasmidem pBR322,
piedem zpracovaného alkalickou fosfatdzou
pri pouZiti DNA ligdzy. Rekombinaniou DNA
se pak transformuje E. coli X-1776 a selek-
ci se izoluje kmen, ktery obsahuje DNA pro
lidsky ristovy hormon. Kmen, ktery tuto
DNA obsahuje se dale pé&stuje, DNA pro lid-
sky riistovy hormon se z tohoto kmene izo-
luje a stanovi se sled nukleotidft. Klonovana
DNA pro lidsky rifistovy hormon obsahuje
ko6d pro fplnou sekvencli aminokyselin v
lidském ristovém hormonu. Prvnich 23 ami-
nokyselin lidského ristového hormonu vy-
tvari sled

10
H N-Phe-Pro-Thr-Ile-Pro-Leu-Ser-Arg-Leu-

20
Asp-Asn-Ala-Met-Leu-Arg-Ala-His-Arg-Leu-

-His-Gln-Leu-.

Zbytek tohoto sledu je znézornén v tabul-
ce 3.

V tabulce 3 je zndzornén sled nukieotidil
jednoho Fetézce DNA lidského rfistového
hormonu. Cislovdni odpovidd sledu amino-
kyselin v lidském ristovém hormonu, Cis-
lovaného od konce, na némZ se nachazi vol-
nd aminokyselina. Sled DNA s tim rozdilem,
Ze v mRNA je T nahrazeno U.
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24
Ala Phe Asp Thr
5 G GCC TIT GAC ACC

34

Ala Tyr Ile Pro Lys Glu
GCC TAT ATG CCA AAG GAA
Gln Asn Pro Gln Thr Ser
CAG AAC CCC CAG ACC TCC

60
Ile Pro Thr Pro Ser Asn
ATT CCG ACA CCC TCC AAC
Lys Ser Asn Leu Glu Leu
AAA TCC AAC CTA GAG CTIG
Leu Ile Gln Ser Trp Leu
GTC ATC CAG TGG TGG CTG
Arg Ser Val Phe Ala Asn
AGG AGT GCT TTC GCC AAC
Ser Asp Ser Asn Val Tyr
TGT CAC AGC AAC GTC TAT

120
Glu Glu Gly Ile Gln Thr
GAG CAA GCC ATC CAA ACC
Asp Gly Ser Pro Arg Thr
CAC GGC AGC CCC CGG AGT
Thr Tyr Ser Lys Phe Asp

ACC TAC AGC AAG TTC GAC

34
Tabulka 3
Tyr Gln Glu Phe Glu Glu-
TAC CAA GAG TIT CAA GAA
40 43
Gln Lys Tyr Ser Phe Leu
CAG AAG TAT TCA TTC CTG
Leu Cys Phe Ser Glu Ser
CTC TGT TTC TCA GAG TCT
Arg Glu Glu Thr Gln Gin
AGG CAG GAA ACA GAA CAC
80
Leu Arg Ile Ser Leu Leu
CTC CCC ATC TCC CTG CTG
Gln Pro Val Gin Phe Leu
CAG CcC CTG GAG TTC CTC
100
Asn Leu Val Tyr Gly Ala
AAC CTG CTG TAC GGG GCGC
Asp Leu Leu Lys Asp Leu
GAC CTC CTA AAC GAC CTA
Leu Met Gly Arg Leu Glu
CTG ATG GGG AGG CTG CAA
_ 140
Gly Gla Ile Phe Lys Gln
'CCG CAG ATG TTC AAG CAG
Thr Asn Ser His Asn His
ACA AAC TCA GAC AAC GAT
160
Asp Ala Leu Leu Lys Asn Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys
GAC GCA CTA GTC AAG AAC TAC GGG CTG CTG TAG TGC
Phe Arg Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr Phe Leu
TTC AGG AAG GAC ATG GAC AAC GTC GAG ACA TTC CTG
180
Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys
CGC ATC CTG CAG TGC CGC TCT CTG GAG GG AGC TGT
191
Gly Phe
GGC TTC
P¥iklad 1la

Opakuje se zpfisob podle piikladu 1, av8ak
koncentrace (-merkaptoethanolu se méni
pri homogenizaci bungk ostrivka. UZité kon-
centrace g-merkaptoethanolu byly 0,05 M,
02 M, 06 M a 0,8 M. PFi viech pouZitych
koncentracich g-merkaptoethanolu bylo do-
saZeno tychZ vysledkii, to jest degradace
mRNA ribonukledzou byla vyloudena,.

TAG CTCCCCCTGCCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCC TGGG ----- 3

Priklad 1b

Opakuje se zplsob podle pfikladu 1 a 1a,
avSak méni se pH guanidiniumthiokyandtu
a g-merkaptoethanolu pfi homogenizaci bu-
nék ostrivkt. Bylo uZito pH 6,0, 7,0 a 8,0.
Pii v3ech t&chto hodnotdch bylo dosaZeno
tychZ vysledkd, to znamend, Ze bylo moZno
zabrénit degradaci mRNA ribonukledzou,



227033

35
Priklad 3a

" Dekanukleotidy pro vazbu v misté plso-
beni Eco RI se navaZi na cDNA z piikladu
2 zptsobem, popsanym v piikladu 3. Deka-
mery do mista pisobeni Eco RI se pfipravi
zpiisobem, popsanym ve svrchu uvedené pub-
Hkaci Schellerové a dalSich a maji sled 5-
CCGAATTLZGC-3. Po vazb& se produkt po-
drobi plisobeni enzymu Eco RI za tychZ re-
ak&nich podminek, jaké byly popsiny pro
Hsu I nebo Hind III. Enzym Eco RI je moZ-
‘no bézné ziskat (New England Biolabs). Re-
akéni produkt byl analyzovdn e'ektroforé-
zou na gelu stejnym zplisobem, jako v pfi-
kladu 1 a bylo moZno pozorovat vrchol, od-
povidajici sledu pfibliZzng 450 nukleotidl
kromé fragmentd odstdpenych dekamerd.

Pfiklad 4a

i) Opakuje se zpiisob podle prikladu 4 p¥i
pouZiti plasmidu p3R322, pripraveného po-
dle publikace Bolivar a dalsi, Gene 2, 95,
(1977} misto plasmidu pMB9 DNA. Viechny
podminky byly zachovéany s vyjimkou zavé-
retné selekce rekombinantnich klonl, kte-
d& se provadi na plotndch s obsahem 20ug/
/ml tetracyklinu. Vélendna ¢ast se odstrani
'svrchu popsanym zpQsobem, ¢imZ se ziské
DNA se 410 parem bdazi se sledem, uvede-
nym v tabulce 1.

ii) Opakuje se zplsob podle ptikladu 4
pri pouZiti plasmidu pBR322 DNA, priprave-
ného podle publikace Bolivar a dalSi, Gene
2, 75 [1977) misto plasmidu pMBS DNA.
V8echny podminky zlistdvajl zachovany s
vyjimKou konetné selekce réekombinantnich
klond, které Se provadi svrchu uvedenym
zplisobem, ziskd se DNA o 410 parech bézi
se sledem, uvedenym v tabulce 1.

iii} Opakuje ' se postup podle prikladu 4
pii pouZiti plasmidu pSC101 DNA, pFiprave-
ného zptisobem podle publikace Cohen a
dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 70, 1293
(1977 misto plasmidu pMB9 DNA. Vsechny
podminKy jsou zachovdny v&etné& selekce
rekombinantnich klonli. V¢lenéna &4st se
odstrani svrchu uvedenym zplisobem, ziské
‘se DNA o 410 parech bazi se sledem, uve-
deny v tabulce 1.

PFiklad 4b

Opakuje se postup podle pfikladu 4 a 4a
s tim rozdilem, Ze se uZije E. coli RRI nebo
E. coli HB101 misto E. coli X-1776. V3ech-
ny podminky jsou jinak zachovdny a bylo
dosaZeno tychZ vysledki.

Pfiklad 4c

i) Jako vektor pro p¥Fenos se uZije Charon
16A DNA, pripraveny zplisobem podle svr-
chu uvedené Blattnerovy publikace. Zakon-
deni se spoji inkubaci pii teplotd 42°C na
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60 minut v 0,1 M tris-HCl, pH 8,0 a 10 mM
chloridu hofecnaténo. Vektor se $tépi endo-
nukledzou Eco RI v mistd jejiho piisobeni
a pak se zpracovdva plsobenim alkalické
fosfatazy jako v pFikladu 4. Po vysraZeni
ethanolem se vektor ¢cDNA, zpracovany fos-
fatdzou p¥idd k cDNA s obsahom zakonte-
ni $tépeni enzymem Eco RI v moldrnim po-
méru 2 moly vekioru na 1 mol ¢cDNA. Sm8s
se vaze piisobenim T4 DNA-ligdzy jako v pii-
kladu 4. Smé&s se prfimo pridd k bundtné
suspenzi E. coli X-1776, pfipravené zpfiso-
bem podle p¥ikladu 4 a transformace se pro-
vadi rovnéZ zpfisobem podle pfikladu 4. Izo-
luji se rekombinantni fdgy a p&stuji se na
lac™ bakteriich na plotnéch s obsahem 80
pg/ml 5-chlor-4-brom-3-indolyl-g-D-galakto-

sidu (X6), izoluji se rekombinantni fagy,
které obsahuji cDNA, vé&len&nou do mista
pro plisobeni Eco RI Charonu 16A a jsou
pri¢inou vzniku bezbarvych plaki. Rekom-
binanta po selekci se izoluje a podrobi pi-
sobeni pfebytku endonukledzy Eco RI a smés
se analyzuje zpfisobem podle p¥ikladu 4 a
5. Ziskd se DNA o 410 parech bazi se s'e-
dem, uvedenym v tabulce 1. Smds je také
moZno uZit ke tvorb& rekomb'nantnich f&-
gl in vitro, jak bylo popsdno v publikaci
Sternberg N. a dal8i, Gene 1, 255 (1977).
Vlastnosti rekombinantnich fagdi je moZno
prokédzat také hybridizaci in situ, ktera by-
la popsdna v publikaci Benton W. D. a Da-
vis R. W., Science 196, 180 (1977).

ii] Charon 3A DNA, pfipraveny zpdsobem
podle svrchu uvedené Blattnerovy publika-
ce, se uZije jako vektor misto Charonu 16A
DNA. Jinak jsou zachovdny podminky, po-
psané pro Charon 16A DNA. Selekce rekom-
binantnich f4g0 se provadi péstovanim f&-
gl na lac* bakteriich na plotnach s obsa-
hem X6 s izolaci bezbarvych plakit a pak
hybridizaci nebo zpracovdnim pomoci rest-
rik&ni endonukledzy, jak bylo rovndZ popsa-
no ve svrchu uvedené Blattnerové publika-
ci. V&lenénd ¢éast se odstrani svrchu uve-
denym zphsobem, ¢imZ se ziskd DNA o 410
pdrech bédzi se sledem, uvedenym v tabulce
1.

iii) AgtWES.AB DNA, pfFipraveny zpfiso-
bem podle svrchu uvedené publikace Tie-
mier a dal8i, se uZije jako vektor misto
Charonu 16A. VSechny podminky jsou jinak
stejné jako v pripadé Charonu 16A. Selekce
rekombinantnich f4gl se provadi hybridi-
zaci podle svrchu uvedené publikace Ben-
tona a Davise. V&len&nad &ast se odstrani,
¢imZ se ziskd DNA o 410 pérech bdazi se
sledem, uvedenym v tabulce 1.

Priklad 4d

Opakuje se zplisob podle piikladu 4c, a-
vSak pouZije se E. coli RRI, E. coli HB101,
E. coli DP50 nebo E. coli DP30SupF misto
E. coli X-1776. VSechny podminky jsou ji-
nak stejné a ziskaji se i stejné vysledky.
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Priklad 6

Popisuje se izolace a {i3t&ni DNA se sle-
dem nukleotidd, ktery je k6dem pro lidsky
insulin a syntéza vektoru, obsahujiciho DNA
i vznik kmene mikroorganismd, ktery ob-
sahuje tuto DNA jako ¢&st své genetické
informace.

Buitky ostriivkll se izoluji z lidské tkang
slinivky biidni zplisobem podle prikiadu 1.
Tato tkén se ziskd ze zemfelych lidi nebo
z insulinomi. Buiiky ostrivk{i, smisené z
nékolika slinivek se homogenizuji ve 4 M
guanidiniumthiokyandtu s obsahem 0,2 M
g-merkaptoethanolu p¥i pH 5,0, jak bylo po-
psédno v prikladu 1. Polyadenylovand RNA
se izoluje chromatograficky podle svrchu
uvedené publikace Aviva a Ledera. Pak se
ptipravi cDNA s jednim Fetézcem, pouZitim
reverzni transkriptdzy a hydrolyzovand
cDNA zplisobem podle pfikladu 1. P¥ipra-
vi se cDNA s dvojitym Fetézcem podle p¥i-
kladu 2 a natravi se nukledzou Sl, zpiso-
bem podle pfikladu 3. Podle téhoZ prikladu
se pFidaji k cDNA s dvojitym Fetézcem lid-
ského insulinu latky, umoZnujici vazbu na
zakonfeni pri natrdveni enzymem Hind III
Produkt se podrobi pflisobeni enzymu Hind
II1 nebo Hsu I a analyzuje se zplisobem, po-
psanym v pfFikladu 3. Je moZno pozorovat
vrchol, odpovidajici sledu 450 nukieotidfl
kromé fragmentll odSt&penych dekamerft v
misté plisobeni Hind III. Pak se do plasmi-
du pMB9 véleni cDNA lidského insulinu s
obsahem zakonc¢eni, schopnych vazby v mis-
té plisobeni enzymu Hind III. Tento postup
se provadi podle pfFikladu 4 stejné jako
transformace E. coli X-1776 a selekce re-
kombinantnich plasmidd. VE€len&nd ¢&st se
odstrani plGsobenim Hsu I a analyzuje se
podle prikladu 4. Ziskd se DNA o 450 nuk-
leotidech. Je moZno prokézat klonovany lid-
sky insulin, ktery obsahuje nukleotidy, kte-
ré jsou kidem pro cely sled aminokyselin
lidského insulinu. Sled aminokyselin v fet&z-
ci A je tento:

1 10
Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-

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

Aminokyseliny v fetézci B maji nasleduji-
ci sled:

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

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

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

Sled aminokyselin je ¢islovdn od zakon-
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tenl, na némZ se nachéazi volnd aminosku-
pina.

Prfiklad 6a

i) Opakuje se pfiklad 6 s tim rozdilem,
Ze se uZije plasmid pBR322 misto plasmidu
pMB9 DNA. VSechny podminky jsou jinak
totoZné s podminkami v pFikladu 4a(i).
Vi&len8nd ¢4st se odstrani a ziskd se DNA
0 450 nukleotidech se sledem, popsanym v
pfikladu 6.

ii) Opakuje se postup z pfikladu 6, avak
uZije se plasmid pBR313 DNA misto plas-
midu pMB9 DNA. V3echny podminky jsou
totoZné jako v prikladu 4a(ii). V&len&na
gast se odstrani, ¢imZ se ziskd DNA o 450
nukleotidech se sledem, popsanym v pii-
kladu 6.

iili) Opakuje se postup z pi¥ikladu 6 pii
pouZiti plasmidu pSC101 DNA misto plasmi-
midu pMB9 DNA. VSechny podminky jsou
jinak totoZné jako v prikladu 4al(iii). Véle-
nénd ¢ast se odstrani, ¢imZ se ziskd DNA
0 450 nukleotidech se sledem, popsanym- v
prikladu 6.

P¥iklad 6b

Opakuje se postup podle pfikladu 6 a 6a
s tim rozdilem, Ze se uZije E. coli RRI ne-
bo E. coli HB101 misto E. coli X-1776. V8ech-
ny podminky jsou totoZné a totoZné jsou i
ziskané vysledky.

Pfiklad 6¢c

Zplisobem podle piikladu 6 se pFipravi
¢DNA lidského insulinu a zpracuje se che-
micky syntetizovanymi Fet®zel, navazanymi
v misté plsobenf Eco RI, podle pifikladu 3a.

1) Vé&leni se cDNA lidského insulinu po
plisobeni Eco RI do mista plisebeni Eco RI
Charonu 16A podle pfikladu 4c(i). Izoluji
se rekombinantni fdgy a v&len&nd &ast se
odstrani podle pfikladu 4c(i). Ziskd se DNA
0 450 nukleotidech se sledem, popsanym v
prikladu 6.

ii) V&leni se cDNA lidského insulinu se
zakonfenimi pro vazbu v mistd pilispbeni
Eco RI do vektoru Charonu 3A podle pfii-
kladu 4c(ii). Rekombinantni fagy se izoluji
a analyzuji podle pfikladu 4c(ii), ¢imZ se
ziskd DNA o0 450 nukleotidech se sledem,
popsanym v pFikladu 6.

iii) Plasmid AgtWES. AB se uZije jako vek-
tor pro pfenos cDNA lidského insulinu po
zpracovani Eco RI zpfisobem podle p#ikladu
4c(iii). Izoluji a analyzuji se rekombinantni
fagy. V&len&nd &4ast se odstrani, ¢imZ se
ziskd DNA o 450 nukleotidech se sledem,
popsanym v pfikladu 6.

PFiklad 6d

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

Priklad 7a

i) Opakuje se zplisob podle pfikladu 7
pfi pouZiti plasmidu pMB9 DNA, pfiprave-
ného zpisobem podle svrchu uvedené publi-
kace Rodrigueze a da!Sich. VSechny pod-
minky jsou jinak stejné s vyjimkou selekce
a analyzy, kterd se provadi zplsobem podle
prikladu 4. V&lenénda &ast se odstrani a zis-
kd se DNA o 800 parech bézi se sledem, u-
vedeny v tabulce 2.

ii) Opakuje se zplisob podle piikladu 7,
s tim rozdilem, Ze se uZije plasmidu pSC101
DNA, pfFipraveného podle publikace Cohen
a dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70, 1293
{1973) misto plasmidu pBR322 DNA. Jinak
_ jsou v3echny podminky totoZné vletné se-
lekce a analyzy. VElen&nd Cast se odstrani,
&imZ se ziskd DNA o 800 péarech héazi se sle-
dem, uvedenym v tabulce 2.

iii) Opakuje se postup podle piikladu 7,
s tim rozdilem, Ze se uzije plasmid pBR313,
DNA pfipraveny podle publ. Bolivar a dal-
§i, Gene 2, 75 (1977) misto plasmidu pBR-
322 DNA. Vechny podminky v€etn& konec-
né selekce jsou totoZné. V&lenénd Cast se
odstrani, ziskd se DNA o 800 pérech bazi
se sledem, uvedenym v tabulce 2.

P¥iklad 7b

Opakuji se priklady 7 a 7a, avSak uZije
se E. coli RRI a E. coli HB101 misto E. coli
X-1776. Vsechny podminky jsou totoZné a
dosdhne se tychZ vysledki.

Priklad 7c

RGH-cDNA, pfipravend podle piikladu 7
se zpracuje chemicky ziskanymi sledy v
mistd Eco RI zptsobem podle piikladu 3a.

i) Charon 16A DNA, pfipraveny podle svr-
chu uvedené Blattnerovy publikace se uZije
jako vektor. RGH-cDNA po zpracovéani enzy-
mem Fco RI se véleni do mista ptisobeni
pro Eco RI v Charonu 16A zplsobem podle
p¥ikladu 4c(i). Rekombinantni fagy se izolu-
ji a analyzuji podle piikladu 4c(i). V¢le-
n¥nd 84&st se odstrani zplisobem podle pfi-
kladu 4c(i), &imZ se ziskd DNA o pfibliZn&
800 pérech bdzi se sledem, uvedenym v ta-
bulce 2.

ii) Charon 3A DNA, pfipraveny podle svr-
chu uvedené Blattnerovy publikace se uZi-
je jako vektor. RGH-cDNA se po piisobeni
enzymem Eco RI v&leni do Charonu 3A, re-
kombinantni fdagy se izoluji a analyzuji a
vélen8nd &t4ast se odstrani podle prikladu
4c(ii). Ziska se DNA o 800 parech bazi se
sledem, uvedenym v tabulce 2.

iii) AgtWES.AB DNA, pfipraveny podle
svrchu uvedené Tiemierovy publikace se u-
¥ije jako vektor. RGH-cDNA po pisobeni
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Eco RI se véleni do vektoru, rekombinant-
ni fagy se izoluji a analyzuji a vélen&na Cast
se odstrani zplisobem podle prikladu 4c(i}.
Izoluje se DNA o pFiblizné 800 péarech bazi
se sledem, uvedenym v tabulce 2.

Priklad 7d

Opakuje se piiklad 7c, av3ak misto E. co-
i X-1776 se uZije E. coli RRI, E. coli HB101,
E. coli DP50 nebo E. coli DP50SupF. Jinak
jsou podminky totoZné a ziskaji se také to-
toZné vysledky.

Priklad 8a

i} Opakuje se piiklad 8 p¥l pouZiti plas-
midu pMB9 DNA pfipraveného podle svr-
chu uvedené publikace Rodriguezovy misto
plasmidu pBR322. VSechny podminky jsou
jinak totoZné s vyjimkou konefné seiekce
a analyzy, ktera se provadi podle pfikladu
4, Vtlendna Cast se izoluje a ziskd se DNA
0 800 parech bédzi se sledem, popsanym v
prikladu 8.

ii) Opakuje se zpisob podle prikladu 8,
av3ak uZije se plasmid pDC101.-DNA, pfipra-
veny podle publikace Cohen a daldi, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 70, 1293 (1973) misto
plasmidu pBR322 DNA. V3echny podminky
byly jinak stejné jako pro plasmid pMB9.
Vélendnd 8ast se odstrani, ¢imZ se ziskd DNA
o 800 parech bazi se sledem, popsanym v
prikladu 8.

iii) Opakuje se zplsob podle p¥ikladu 8,
pfi pouZiti plasmidu pBR313 DNA, pfiprave-
ného zplisobem podle publikace Bolivar a
daldi, Gene 2, 75 (1977) misto plasmidu
pBR322 DNA. V8echny podminky jsou jinak
totoZné. VElenéna ¢ast se odstrani svrchu
uvedenym zplisobem. Ziskd se DNA o 800
parech bazi se sledem, popsanym v piikla-
du 8.

Priklad 8b

Opakuje se zplisob podle prikladu 8 a 8a
s tim rozdilem, Ze.se uZije E. coli RRI nebo
E. coli HB101 misto E. coli X-1776. V3echny
podminky jsou jinak totoZné a ziskaji se ta-
ké totoZné vysledky.

Priklad 8c

RGH-cDNA, pfipraveny podle pfikladu 8
se zpracovava pisobenim chemicky synteti-
zovanych Fetdzcl v misté phsobeni Eco RI
podle prikladu 3a.

i) RGH-cDNA po piisobeni Eco RI se vile-
ni do Charonu 16A DNA zplisobem podle
pfikladu 7c(i). Rekombinantni fédgy se izo-
luji a analyzuji podle pfikladu 7c(i). VCle-
nénd c¢ast se odstrani podle prikiadu 7c(i},
ziskd se DNA o 800 parech bdzi se sledem,
popsanym v piikladu 8.

ii) HGH-cDNA po piisobeni enzymu Eco
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Ri se v€leni do Charonu 3A DNA zpilisobem,
popsanym v pFikladu 7c(ii). Izoluji se re-
kombinantni fdgy a analyzuji se a v€lenénd
Ctast se odstrani zplisobem podle pfikladu
7c(ii). Ziskd se DNA o 800 pédrech bazi se
sledem, popsanym v pFikladu 8.

iii) HGH-cDNA po plisobeni Eco RI se
véleni do AgtWES.AB DNA zplisobem, po-
psanym v prikladu 7c(iii). Izoluji a analyzu-
ji se rekombinantni f4gy podle pfikladu 7c-
(iii). VC€lendna ¢ast se odstrani podle pii-
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kladu 7c(iii), ¢imZ se ziskd DNA o 800 pa&-
rech b4zl se sledem, popsanym v pfikladu
8.

PFiklad 8d

Opakuje se zplisob podle piikladu 8c, a-
vSak uZije se E. coli RRI, E. coli HB101, E.
coli DP50 nebo E. coli DP50SupF misto E.
coli X-1776. Jinak jsou podminky totoZné a
totoZné jsou také ziskané vysledky.

‘PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob péstovani mikroorganismu s ob-
sabem a replikaci vektoru pro pfenos DNA
se sledem nukleotidfi, ktery je kddem pro
ristovy hormon tak, Ze se izoluji builky s
obsahem mRNA, kterd je kédem pro risto-
vy hormon, mRNA se z buné&k extrahuje a
¢isti, nadeZ se z této mRNA pfipravi cDNA
se sledem nukleotidl, ktery je kédem pro
rilstovy hormon a tato cDNA se uvede v re-
akci s vektorem pro prenos DNA za vzniku
vektoru pro pFenos DNA se sledem nukleo-
tidd, ktery je k6dem pro ristovy hormon s
néslednou transformaci mikroorganismu u-
vedenym vektorem pro pfenos DNA, vyzna-
¢ujici se tim, Ze se extrahuje mRNA z bu-
nék, které obsahuji mRNA s kdédem pro ris-
tovy hormon homogenizaci t&chto bunék za
pfitomnosti inhibitoru ribonukledzy s ob-
sahem guanidiniumthiokyanégtu a g-merkap-
toethanolu pi#i pH 5,0 aZ 8,0 k zadbrané de-
gradace mRNA ribonukledzou a cDNA se u-
vadi v reakci s vektorem pro prenos DNA
tak, Ze se nejprve enzymaticky hydrolyzuje
vektor pro pfenos DNA restrik&ni endonuk-
ledzou ze skupiny Hind III, Hsu I nebo Eco
RI za vzniku vektoru pro pfenos DNA s re-
aktivnimi zakon&enimi, schopnymi vzdjem-
né vazby nebo vazby s ¢cDNA se sledem nu-
kleotiddi, ktery je k6dem pro rdstovy hor-
mon a pak se enzymaticky spoji uvedeny

vektor pro prenos DNA s cDNA se sledem
nukleotidd, ktery je kédem pro riistovy hor-
mon plsobenim DNA-ligdzy za piitomnosti
ATP za vzniku vektoru pro pifenos DNA se
sledem nukleotiddl, ktery je kodem pro ris-
tovy hormon.

2. Zplisob podle bodu 1 pro p#stovani mik-
roorganismu s obsahem a replikaci{ vekto-
ru pro pfenos DNA se sledem nukleotidd,
ktery je kddem pro riistovy hormon, vyzna-
¢ujici se tim, Ze se za prvnim stupndm zpra-
covéni zafFadi jeSt& dalSi stupeili, v n8mZ se
enzymaticky hydrolyzuje jakakoli 5°‘-fosfa-
tovd koncovd skupina vektoru pro p¥enos
DNA s reaktivnimi konci za vzniku pFedem
zpracovaného vektoru pro pfenos DNA se
zakontenimi, kterd nejsou schopna opé&tné-
ho vzédjemného spojeni, jsou vSak schopna
spojeni s cDNA se sledem nukleotidii, ktery
je kédem pro ristovy hormon.

3. Zptisob podle bodu 1 nebo 2, vyznadu-
jici se tim, Ze inhibitor ribonukledzy obsa-
huje 4 N guanidiniumthiokyanaty a 0,05 aZ
1,0 M g-merkaptoethanolu.

4. Zphsob podle bodu 3, vyznadujici se
tim, Ze inhibitor obsahuje 0,2 M g-merkap-
toethanolu.

5. Zplsob podle bodu 2, vyznalujici se
tim, Ze enzymatickd hydrolyza se provédi
alkalickou fosfatdzou.
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