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Zplsob Stépeni dvojvldknové DNA v kte-
rémkoliv daném bod8 spoclivajici v tom, Ze
a] dvojvidknovd DNA se prevede w okoll
obklopujicim dany bod na jednovldknovou
DNA, b) na jednovlidknovy usek vytvofeny
ve stupni @) se hybridizuje komplementdrni
délka jednovlidknového DNA priméru, pfi-
gemZ 5 konec priméru leZi na opaCné stra-
né nukleotidu p#ipojeného k zamySlenému
§tépicimu mistu, ¢) obnovi se ta C€ast dru-
hého vlakna eliminovaného ve stupni aj},
kterd lezi w 3' sméru od uvedeného priméru,
reakci s DNA polymerdzou v pFitomnosti
trifosfati desoxynukleotidd obsahujicich a-
denin, thymin, guanin a cytosin a d) digeru-
je se zbyvajici jednovldknovd délka DNA,
kterd vytniva za zamySlenym S3tépicim mis-
tem.
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Néstup technologie vvuZivajici rekombi-
nované Kkyseliny desoxyribonukleové (=
=DNA) umo¥nil kontrolovanou bakteridlni
produkci enormni fady uZiteénych polypep-
tidd. V souCasné dob& jsou jiZ k dispozici
bakterie modifikované touto technologii,
které umoZiiuji vyrobu takovych polypepti-
dickych produktl, jako jsou somatostatin
(viz K. Itakura a spolupracovnici, Science
198, 1056 /1977/, komponenty A a B Fetdzcl
lidského insulinu (viz D. V. Goeddel a spolu-
pracovnici, Proc. Nat‘l. Acad. Sci., USA 76,
106 /1979/) a lidsky riistovy hormon (viz D.
V. Goeddel a spolupracovnici, Nature 281,
544 /1979/). Novgji bylo rekombina&nich
DNA technologii pouZito k bakteridlni pro-
dukei thymosinu alfa 1, imunopotenciatni
substance produkované thynem (publikova-
nd prihldska evropského patentu &. 0035454).

Vyznam této technologie je tak velky, Ze
bakteridln& lze skutetn#& vyrab&t kaZdy po-
t¥ebny polypeptid, pFifemZ je v dosahu kon-
trolovand vyroba hormoni, enzymi, proti-
latek a vakcin proti nejrizn&jdim onemoc-
nénim. Citované publikace, ve kterych jsou
podrobnéji popsdny shora uvedené typické
pliklady bakteridlni vyroby polypeptidd,
jsou na tomto mist& uvddény, stejn& tak, ja-
ko dalsi niZe uvedené publikace, za tfelem
bliz8§iho objasnéni podstaty vyndlezu.

Vykonnym ttvarem rekombinadni DNA
technologie je plasmid, chromosom@ prosta
smytka dvouvlgknové DNA nalezend v bak-
teriich, ¢asto v mnohondsobnych kopiich v
jedné bakteridlni buiice. V informaci zako-
dované v plasmidické DNA jest v€lenéna in-
formace potifebnd k reprodukci plasmidu do
deefinné buiiky (tzv. ,replikén} a obvykle
jedna nebo vice selekénich charakteristik,
jako je rezistence v0é&i antibiotikiim, které
umoZziiuji, Ze klény hostitelské buliky obsa-
hujici plasmid, ktery je pfedmétem mnaseho
zdjmu, mohou byt rozpozndny, selektivné
vybrdny a pfednostné& péstovdny v selek-
tivnim ristovém prostiedi.

UZitednost bakteridlnich plasmidd spocivéd
ve skutefnosti, Ze je lze specificky 3té&pit
jednou nebo druhou restrik&ni endonukleé-
zou, neboli ,,restrikénim enzymem®, pFifem#Z
kaZda z t&chto endonukledz rozpozndvad na
plasmidické DNA odliSné misto. Po rozStépe-
ni lze vpravit do plasmidu heterologické ge-
ny nebo fragmenty gentt bud pfimym pfi-
pojenim v misté roz8tépeni, neho pfipojenim
na rekonstruovanych koncich sousedicich s
mistem roz$tépeni. Pod pojmem ,heterolo-
gicky" pouZivanym v popisu vynalezu se ro-
zumi gen, ktery se obvykle nenachdzi v bak-
teriich E. coli, nebo polypeptidickd sekven-
ce, kterd neni témito bakteriemi obvykle
produkovéna, zatimco pojem , homologicky*
se wztahuje na gen nebo polypeptid, ktery je
produkovédn divoce rostoucim typem bakte-
rii E. coli. Rekombinace DNA se provadi
vnd bakterii, ale vznikly ,rekombinovany‘
plasmid 1ze zavésti do bakterii postupem
znamym jako transformace a kultivaci zis-
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kaného transformantu lze piipravit velkéd
mnoZstvi rekombinovaného plasmidu obsa-
hujiciho heterologicky gen. Kromé toho, po-
dle toho kam se gen vhodné zavede vzhle-
dem Kk d¢astem plasmidu, které Fidi trans-
kripci (,,pfepis”) a translaci (,pFeklad”)
zakédovanych DNA informaci, lze ziskany
vylu¢ovaci prostfedek pouZit k aktualni pro-
dukci polypeptidické sekvence, pro kterou
je vestavény gen koddovan; tento postup se
v popisu vynélezu oznafuje jako vylutovani
(exprese).

Exprese je iniciovdna v oblasti zndmé jako
promotor, kterd se vyznacuje tim, Ze Jje mis-
tem pFipojeni RNA-polymerdzy. V nékterych
piipadech, jako v niZe diskutovaném pripa-
du tryptofdnového (trp) operénu, jsou ob-
lasti promotoru prekryty oblastmi ,,operato-
ru‘ a vytvari se kombinovany promotor-ope-
rator. Operdtory jsou sekvence DNA, které
lze rozpoznat pfitomnosti tak zvanych rep-
resorovych proteint, které slouZi k regulo-
véani frekvence iniciace transkripce u spe-
cifického promotoru. Polymerasa se pohybu-
je podél Fetézce DNA, transkribuje informa-
ce obsaZené v kddovacim vldknu DNA z jeho
5‘ mista na 3' konec informatni kyseliny ri-
bonukleové (m-RNA] a tyto informace ihned
pfekladd do polypeptidické sekvence, kterd
ma takové pofadi aminokyselin, které je v
DNA zakddované. KaZdd aminokyselina je
rakddovdna jedinym tripletem nukleotidd,
neboli , kodénem", pro ktery je v popisu vy-
nélezu pouZivéan termin ,strukturdlni gen“ a
oznactuje tu ¢ast DNA, ve které je zakoédova-
na sekvence aminokyselin vylouteného pep-
tidického produktu. Poté, co se RNA-poly-
meraza navdze na promotor, transkribuje
nejprve nukleotidy kédovdnim mna ribozémo-
vé vazebné misto, pak dojde k iniciaci trans-
lace neboli k signdlu ,start” (obyfejn& ko-
dénem ATG, ktery se ve vzniklé informacni
RNA stane AUG] a poté k translaci nukleo-
tidickych kodéndi do samostatného struktu-
réalniho genu. Na konec strukturdlniho genu
se transkribuji tak zvané stop-koddny a po-
lymerdza miZe poté vytvafet daldi sekven-
ci informatni RNA, kterd vzhledem k pfi-
tomnosti stop-signédlu zistdva neprenesena
do ribozémi. Ribozémy se navdZl na vazeb-
né misto piipravené na informafni RNA, v
bakteriich obvykle poté, co se mRNA vytvo-
¥i, a samy produkuji polypeptidy podle za-
kddované sekvence, pocinaje start signédlem
translace a konde zmin&nym stop signdlem.
Zadany produkt se tvo¥i jen tehdy, kdyZ jsou
sekvence kédujici vazebné misto ribozémi
umistény sprdvné vzhledem k AUG iniciac-
nimu koddénu a kdyZ vSechny zbyvajicl ko-
fdzi. Vznikly produkt lze ziskat 1yzou hosti-
telské builky a jeho oddélenim od ostatnich
bilkovin vhodnou ¢&istici metodou.

Polypeptidy ziskané expresi za pouZiti re-
kombinaéni DNA technologie mohou byt
zcela heterologické, jako v pfipadé& pFimé-
ho vylu€ovéni lidského rdstového hormonu,
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nebo se alternativn@ mohou sklddat z hete-
rologického polypeptidu, na ktery je mava-
zana (fazovana) alespoll Cdst aminokyseli-
nové sekvence homologického peptidu, jako
v pFipadé pripravy meziproduktll pro soma-
tostin a sloZek lidského insulinu. V posléze
uvedeném pripadu obsahuje napfFiklad ho-
mologicky peptid navdzanou &ast aminoky-
selinové sekvence pro betagalaktosidazu. V
takovychto pripadech je Zaddany bioaktivni
produkt biologicky inaktivovdn navazanym
homologickym polypeptidem do té doby, do-
kud neni posléze uvedeny peptid odStépen
plsobenim extraceluldrnich prostfedkd. Fu-
zované bilkoviny, jako ty, které byly zming-
ny vyse, lze pokladat za prekursory Zada-
nych bilkovin, které se z nich daji ziskat vy-
soce specifickym S§tépenim, jako napfiklad
plsobenim hromkyanu wobsahuji-li methio-
nin, nebo alternativné enzymatickym S3tépe-
nim; viz napFiklad britsky patent 2007 676
A.

Ma-li rekombinaéni DNA technologie spl-
nit ofekdvané nadéje, musi se nalézti systé-
my, které optimalisuji expresi vloZenych ge-
nlt a umoZiiuji ziskdvat Zadané polypepti-
dické produkty ve vysokych vytéZcich. Beta-
-laktamédzové a laktozové promotor-opera-
torové systémy, kterych se v ‘minulosti nej-
h&Znéji pouZivalo, ponévadZ byly uZitetné,
‘nevyuZivaly plné kapacitu technologie z hle-
diska vytézkl. Bylo tieba nalézti prostfedek
pro bakterialni vylu€ovani peptidd, ktery by
umoziioval kontrolovatelnou expresi Zada-
nych polypeptidickych produktd ve vyso-
kych vytéZcich.

Tryptofan je aminokyselina produkovana
bakteriemi a pouZivand jimi jako kompo-
nenta homologickych polypeptidi. Biosyn-
thesa probihd nésledujicim zp@sobem: kyse-
lina chorismovda -- kyselina antranilova -
-~ kyselina fosforibosylantranilovg — CDRP
[enol-1-{o-karboxyfenylamino]-1-desoxy-D-
-ribulosa-5-fostdt] -~ indol-3-glycerolfosfat a
posléze samotny tryptofan. Enzymatické re-
akce této biosyntézy jsou katalysovany pro-
dukty tryptofdnového operénu, coZ je poly-
citrénovy Gsek DNA, ktery je transkribovédn
pod Fizenim trp-promotorového-operatoro-
veého systému. Vznikld polycistrénova infor-
mactni RNA koduje tak zvané hlavni trypto-
fanové sekvence a pak, v niZe uvedeném po-
Fadi, polypeptidy oznatované zde jako trp E,
trp D, trp C, trp B a trp A. Tyto polypeptidy
v rizné mire katalysuji a kontroluji indivi-
dudlni stupné biosyntesy tryptofanu z kyse-
liny chorismové.

V divokém typu bakterii E. coli je tryp-
tofdnovy operén ped vlivem alespoii t¥i riiz-
nych forem regulaénich kontrol. V p#ipadé
represe promotoru-gperdtoru pésobi sdm
tryptofan jako korepresor, vaZze se ma sviij
aporepresor a vytvari aktivni represorovy
komplex, ktery se ihned poté vaZe na ope-
rator a ukoncéuje blosyntésu v jejim celku.
Za druhé, mechanismem inhibice zpétné
vazby, se tryptofan véZe na komplex trp E
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a trp D polypeptidd a zamezuje tim jejich
ncast na biosyntése. Posléze se provadi re-
gulace mechanismem znadmym jako ttlumo-
vy faktor, pod kontrolou ,utlumové oblasti‘
genu, oblasti, kteréd je uvnitf hlavni trp-sek-
vence. Viz obecné G. F. Miozzari a spolu-
pracovnici v Casopise ]. Bactericlogy 133,
1457 (1978); monografie , The Operon®, str.
263 aZ 302, vydavatelé Miller a Reznikoff,
Cold Spring Harbor Laboratory (1978); F.
Lee a spolupracovnici, Proc. Natl. Acad. Sci
USA 74, 4365 (1977}); a K. Bertrand a spolu-
pracovnici, J. Mol. Biol. 103, 319 (1976). Zd&
se, Ze stupenl Utlumu je oviddan intracelu-
l4rni koncentraci tryptofanu, a u divokého
typu bakterii E. coli ukonduje titlumovy ¢la-
nek expresi pribliZneé v deviti z deseti p¥i-
paddl, pravdépodobn& vytvaienim sekunddr-
ni struktury neboli ,termina&ni smydky“ v
informa¢ni RNA, coZ ma za néasledek, Ze
se RNA-polymerdza piedCasné vyprosti z
pripojeni k DNA.

Jini pracovnici pouZili trp operén za uce-
lem, aby ziskali n&jaké méritko pro expre-
si heterologickych peptiddi. Tento pracovni
smér se pokousi FeSit problémy represe a
atlumu pfiddvanim kyseliny indolylakrylo-
vé, induktoru a analogu, ktery soutdZi s
tryptofanem o trp represory v molekule, a
sméfuje k vyvoldni deprese pomoci kompe-
titivni inhibice. Induktor zmenSuje souCasné
atlum inhibici enzymatické konverse indo-
Iu na tryptofan a tak dcinng zbavuje buiiky
tryptofanu. Vysledkem je, Ze vice polymerédz
Gspésné transkribuje pres ttlumovy Clanek.
Tento pristup se v3ak zdd problematicky z
hlediska dsledného dokonteni translace a
provedeni ve vysokém vytéZku, nebot synté-
za za bilkovinové sekvence obsahujici tryp-
tofan se predbézné ukonti v disledku nedo-
statku vyuZitelného tryptofanu. Ufinné sni-
Jeni utlumu pri tomto pFistupu jest ovSem
apiné zdvislé na silném tryptofanovém hla-
dovéni.

Vynélez se vénuje problémim spojenym s
represi a Gtlumem biosyntézy tryptofanu od-
lisnym zplisobem. Predmétem vyndlezu je

1. zplsob ziskdvdni plasmidickych vylu-
tovacich prostfedkdl urfenych pro primou
expresi heterologickych genli z {rp promo-
toru—operéatoru;

2. zplsoby ziskdvéani plasmidickych vylu-
C¢ovacich prostfedkil urfenych pro expresi, z
tryptofdnového operatoru-promotoru, speci-
ficky S§tépitelnych polypeptidd koédovanych
fazemi homologickych a heterologickych
gent, a

3. zplisob vyroby heterologickych polyp-
petidit bakteridlni expresi, vyznacujici se
tim, Zze ho lze provddét kontrolovatelng, -
¢inng a ve vysokych vytéZcich, a zplsob vy-
roby potiebnych prostifedkil.

Podle vynélezu lze ptipravovat nové plas-
midické vylu€ovaci prostfedky urfené pro
bakteridlni vyrobu heterologickych polypep-
tidickych produkt®, priemZ zminéné plas-
midické prostfedky maji sekvenci dvojvlak-
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nové DNA zahrnujici, ve fazi od prvého 5'-
-konce k druhému 3‘-konci kédovaciho Fe-
tézce, trp-promotor-operator, nukleotidy ko6-
dujici na hlavni trp vazebné misto ribozémi
a nukleotidy kédujici iniciaci translace pro
expresi strukturdlniho genu, ve kterém je
zakodovand aminokyselinovd sekvence he-
terologickeho polypeptidu. Uvedend DNA
sekvence neobsahuje ani trp Gtlumovou ob-
last, ani nukleotidy kdédujici na trp E ribo-
zomové vazebné misto. Misto tcho je trp
hlavni ribozémové misto Ufinné wyuZito k
tomu, aby vykonédvalo expresi informaci za-
kodovanych ve vloZeném genu.

Builky se transformuji pfiddnim plasmidil
pripravenych zplischem podle vynélezu a
obsahujicich trp promotor-operator, kterym
vSak chybi Gtlumovy &lanek, a kultivuji se
v pfitomnosti zdmérné pridaného tryptofa-
nu. PouZiti Zivného prostfedi bohatého na
tryptofan umoZiiuje, aby dostatek tryptofa-
nu v podstaté uplné potlacil interakce trp
promotor-operdtoru s trp-represorem, takZe
riist bundk miZe postupovat bez inhibice
pfeddasnym vylufovdnim velkych mnoZstvi
heterologickych polypeptidi zakddovanych
ve vloZeném genu, jinak pod kontrolou tup
promotorového-operatorového systému. KdyZ
se rekombinované kultura vypéstuje na tro-
vell vhodnou pro primyslovou produkci po-
lypeptidu, vné&jsi zdroj tryptofanu se naopak
odstrani a builky se nechaji odkdzany pou-
ze na tryptofan, ktery mohou samy produ-
kovat. Vysledkem je slabé omezeni tryptofa-
nu, v disledku toho je potlatena hiosynté-
za a dojde k vysoce uUc¢innému vyluovani
vloZeného heterologického genu, nebrandné
Gtlumem, protoZe ttlumova oblast je ze sy-
stému vypuSténa. Timto zpfisobem nejsou
buiiky nikdy prili§ zbaveny tryptofanu a
v8echny bilkoviny, at obsahujf tryptofan ne-
bo ne, mohou byt produkovdny ve vysokych
wvytéZcich.

Vynalez rovnéZz zahrnuje zplsoby dvoj-
vlaknové DNA vhodnymi prostiedky v kte-
rémkoliv Zddaném mist8, dokonce i v nepki-
tommosti restrikéniho enzymového mista; u-
vedend pracovni technika je vhodnd, mimo
jiné, k sestrojeni trp-operéont majicich dele-
tovany dtlumovy ¢lanek, a to jinym zpiso-
bem neZ byly ziskdvany dfive selekci mu-
tantd.

PFedmétem wyndlezu je tedy zplisob §tg&-
peni dvojvldknové DNA v kterémkoliv da-
ném bod&, jehoZ podstata spodiva v tom, Ze

a} dvojvldknovd DNA se prevede v okoli
obklopujicim dany bod na jednovldknovou
DNA,

b) na jednovldknovy usek vytvofeny we
stupni a) se hybridizuje komplementarni
délka jednovldknového DNA priméru, p¥i-
emZ 5' konec priméru leZi na opaéné strané
nukleotidu pripojeného k zamy3lenému Stg-
picimu mistu,

c) obnovi se ta ¢dst druhého vidkna eli-
minovaného ve stupni a), kterd leZi v 3
sméru od uvedeného priméru, reakci s DNA

H]

poymerdzou v pritomnosti trifosfatii deso-
xynukleotidd obsahujicich adenin, thymin,
guanin a cytosin a

d) digeruje se zbyvajici jednovldknova
délka DNA, kterd vyénivd za zamySlenym
Stépicim mistem.

Posléze vyndlez umoZiiuje vyrobu riznych
uzite€nych meziproduktl a koneénych pro-
duktfi, v€etn& specificky 3tépitelnych hete-
rologicky-homologickych fuzovanych bilko-
vin, které jsou stabilizovdny vii¢i odboura-
véani za podminek vyludovani.

Zplisob podle vynélezu, jeho podstata a
vyhody jsou bliZe objasnény v ndsledujicim
podrobném popisu a na p¥iloZenych vykre-
sech na obr. 1 aZ 13.

Obr. 1 a 2 ilustruji vyhodné schéma pi‘i-
pravy plasmidd schopnych exprese hetero-
logickych gent ve formé& fazi s Gasti trp D
polypeptidd; z téchto fdzovanych bilkovin
je lze pozdé&ji specificky od§tépit.

Obr. 3 zndzoriiuje vysledek déleni bung&d-
né bilkoviny obsahujici homologické (trp D)
a heterologické (somatostatin nebo thymo-
sin « 1} fdzované bilkoviny, za pouZiti elek-
troforézy na polyakrylamidovém gelu.

Obr. 4, 5 a 6 zndzoriiuji postupné stupné
vyhodného schématu pro sestrojeni plasmi-
du schopného ptfimého vylufovani heterolo-
gického genu {lidského riistového hormonu
-HGH-gen) za kontroly trp promotorového-
-operdtorového systému.

Obr. 7 zndzoriiuje vysledek déleni bun&éné
bilkoviny obsahujici lidsky rlistovy hormon
(HGH) pfimo vylufovany za kontroly trp-
-promotorového-operatorového systému, za
pouZiti elektroforézy na polyakrylamidovém
gelu.

Obr. 8, 9 (a aZ b) a 10 znézoriuji postup-
né stupné wvyhodného schématu pro sestro-
jovdni plasmid@ schopnych vylutovani he-
terologickych gentt (ve znédzornéném piipa-
dé somatostatinu) ve formé fuzi s ¢asti trp
E polypeptidu; z téchto fiazovanych bilkovin
lze heterologické peptidy pozdé&ji specificky
odstépit. Na obr. 9a (a) znamend 5° - 3° di-
gesci komplementdrniho vldkna LE‘ struk-
turdlniho genu lambda-exonunkledzou, (b)
znamena  pripojeni  oligonukleotidu 286,
2pCCTGTGCATGAT na vzdalen&jsi konec LE'
kodujiciho vldkna a (c¢) znamend Klenowo-
vu polymerdzu I (5°- 3‘-polymeraza) -
<44 dANTP (a 3'-5‘ exonukledza).

Obr. 11 znézoriiuje vysledky déleni buné&c-
né bilkoviny obsahujici homologické (trp
E} a heterologické fuzované bilkoviny vhod-
né pro produkci napfiklad somatostatinu,
thymosinu alfa 1, lidského proinsulinu A a B
Fetézcli lidského insulinu, za pouZiti elek-
troforézy na polyakrylamidovém gelu.

Obr. 12 a 13 zndzorfuji postupné stupné
zplisobu, pri kterém plasmid vytvofeny po-
stupem zndzornénym na obr. 8 aZ 10 v&etné
je zpracovan tak, aby vytvolil systém, ve
kterém se mohou zaméniteln& vylu€ovat ji-
né heterologické geny ve formé fizi s poly-
peptidickymi sekvencemi trp E peptidu.
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Na uvedenych obrdzcich jsou z davodu
jasnosti ilustrace zobrazeny ve veét3iné€ pfi-
padli jen koédovaci Fetézce dvojvlaknového
plasmidu a linedrnich DNA. Geny kédujici
resistenci wii€i antibiotikim jsou oznafeny
ap? (resistence viadi ampicilinu] a tc® (re-
sistence vi&i tetracyklinu). Oznadeni tcS
znamend gen pro tetracyklinovou resisten-
ci, ktery neni pod kontrolou promotorového-
-operédtorového systému, takZe plasmidy ob-
sahujici tento gen nemohou byt nikdy cit-
livé na tetracyklin. Legenda ,ap®‘ zna&i
ampicilinovou citlivost vzniklau vynecha-
nim ¢asti genu koédujici ampicilinovou citli-
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vost. Plasmidické promotory a operédtory
jsou oznaeny ,,p‘‘ a ,,0°. Pismena A, T, G a
C oznaluji nukleotidy obsahujici base ade-
nin, thymin, guanin a popfipadé cytosin. Vy-
znam dalSich legend uvedenych v obrézcich
bude vysvétlen v ndsledujicim textu.

Vyhodnd provedeni zplischu podle vynéa-
lezu popsané niZe zahrnuji pouZiti rady héz-
né dostupnych restrikénich endonukledz
identifikovanych v dalsim popisu; jejich od-
povidajici rozpozndvaci sekvence a vzory
Stépeni (mista Stépeni jsou oznaena Sipka-
mi) jsou zndzorné&ny nizZe:

Oznadceni Nukleotidové sekvence Oznadeni Nukleotidové sekvence
endonukledzy a misto Stépeni endonukledzy a misto $tépeni
y v
Xbal TCTAGA Taql TCGA
AGATCT AGCT
EcORI 4 ' v 1
GAATTC HindlII AAGCTT
CTTAAG TTCGAA
0 1
J
Bglll AGATCT Hpal
‘ GTTAAC
TCTAGA A
o ! CAATTG
Pvull GAGCTG () |
GTCGAC Pstl CTGCAG
J
BamHI GGATCC G1A CGTC
CCTAGG
0

KdyZ jsou body St&peni prostorové umis-
tény oddélené na prislusnych fetézcich, jsou
roz§tépené konce ,lepivé” (zachytné), tj.
schopné opétovné anelace (uzavieni kruhu)
nebo schopné pripojeni na jiné komplemen-
tdrni DNA zakonCené lepivym koncem, po-
dle Watsonova-Crickova principu péarovéni
basi (A s Ta G s C) na principu drazky a
Cepu.

N8&které restrikéni enzymy, jako shora u-
vedeny Hpal a Pvull §t8pi Fetézec DNA za
vzniku ,,0tupenych” koncf. Shora uvedené
nukleotidové sekvence jsou zndzornény v
souhlase s béZnymi konvencemi: vrchni Fe-
tézec je Fetézec kodujici bilkoviny a pfi po-
stupu z leva do prava po zminéném rFetdzci
jde o pohyb z jeho 5‘-konce na 3‘-konec, tj.
ve sméru transkripce od ,,bliZz8§tho* ke ,,vzda-
len&jdimu* bodu.

Posléze v souhlase s konvencemi, symbol
A" znati deleci (vynechdni urtité sekven-
ce). Tak napfiklad -oznafeni plasmidu
»A EcoRI-Xbal" popisuje plasmid, ze které-
ho byla odstrangna nukleotidickd sekvence

mezi misty plsobeni restrik&nich enzymf
EcoRI a Xbal digesci t&8mito enzymy. Pro
lepSi ndzornost jsou n&které delece oznate-
na Cisly.

Tak napliklad, poéinaje prvnim pdrem basi
(,,bp“) rozpoznavaciho mista enzymu EcoRI,
ktery predchédzi genu pro tetracyklinovou
resistenci v rodi¢ovském plasmidu pBR 322,
znati ,,A 1" vynechéani part bp 1 aZ 30 (tj.
A EcoRI aZ Hindlll) a z toho vyplyvajici
eliminaci tetracyklinového promotorového
— operdtorového systému; ,,A 2° znadi de-
leci bp 1 aZ 375 (tj. A EcoRI aZ BamHI) a z
toho vyplyvajici odstranéni jak tetracykli-
nového promotoru — operatoru, tak struktu-
rdlnfho genu, ktery koduje tetracyklinovou
resistenci; a ,,A 3" zna®{ vynechdni sledu
bp 3611 aZ 4359 (tj. APstl a% EccRI) a w
disledku toho eliminaci ampicilinové resis-
tence. Symbolu ,,A4" se pouZivd k oznadeni

odstranéni sekvence bp~900 aZ ~ 1500 z

trp operdnového fragmentu 5 (viz obr. 1} a
v disledku toho eliminaci strukturdlniho
genu pro polypeptid trp D.
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Hlavni trp sekvence je vytvaiena pary ba-
si (bp) 1 aZ 162, pofinaje od vychoziho bo-
du pro trp mRNA. Ctrnact aminokyselin uve-
deného hlavniho trp polypeptidu je zakdédo-
vano pary bp 27 aZ 71, nésledujicich za ATG
nukleotidy, které k6duji startovni signal pro
translaci.

Oblast trp utlumového ¢&lanku zahrnuje
postupné& GC-bohaté a AT-bohaté nukleoti-
dové sekvence, leZici mezi bp 114 aZ 156, a
dtlum je zfejmé zplisobovdn mRNA nukleo-
tidy zak6dovanymi pdry ~ 134 aZ 141 hlavni
sekvence. Aby do3lo k expresi heterologic-
kého polypeptidu za fizeni trp hlavnim ri-
bozémovym vazebnym mistem a soufasné
aby se zamezilo Gtlumu, musi byt sledovédna
nésledujici kritéria:

1. péary basi 134 aZ 141 nebo jeSté nésle-
dujici musi byt vynechény;

2. ATG kodén vloZeného genu musi byt u-
mistén ve sprdvné relaci vzhledem k ribo-
zémovému vazebnému mistu, jak je popsdno
v literatufe (viz napfiklad kapitolu J. A.
Steitze ,,Genetické signdly a nuleotidické
sekvence v informadni RNA“ v monografii
,,Biological Regulation and Control“ ([vyda-
vatel R. Goldberger), Plenum Press, N. Y.
/1978/);

3. maji-li byt produkovany homologicko-
-heterologické fazované bilkoviny, musi z{is-
tat dostupny startovni signdl pro translaci
homologické polypeptidické sekvence, a ko-
dony pro homologickou ¢ast flizované bil-
koviny musi byt vélenény ve fazi, aniZ by
zasahovaly do stop-signdlll pro translaci.

Tak napfiklad vynechdnim vSech para ba-
si uvnitf hlavni sekvence, vzdélengjSich od
bp 70, se odstrani oblast dtlumu, ponecha
se ATG koddn, ktery koéduje startovni
signdl pro translaci a eliminuje se
mezi nimi leZici stop-signdl pro translaci
kodovany sekvenci TCA (bp 69 az 71),
eliminaci nukleotidu A a naésledujicich
nukleotidii. Vynechdni takové sekvence mé
za nasledek expresi fuzovanych bilkovin za-
Cinajicich hlavnim polypeptidem a kondi-
cich proteinem zakddovanym prisluSnou he-
terologickou vloZkou, a v€etné vzddlendjsi
oblasti jednoho z polypeptidd za vedoucim
trp-operénem, urfeného rozsahem vynechéa-
ni sekvence ve sméru k 3‘-konci. Tak napii-
klad vynechédni zasahujici do E genu vede k
expresi homologického prekursoru .obsahu-
jiciho sekvenci L a vzddlené&jSi oblast sek-
vence E (za konenym bodem vynechané
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sekvence), fuazovanych se sekvenci kédova-
nou nésledujici viozkou, a tak déle.

Dva zvl45té vhodné plasmidy, ze kterych
byla odstranéna oblast Gtlumu, jsou plas-
midy pGM 1 aZ pGM 3; viz publikaci G. F.
Mozzariho a spolupracovnikii v asopise ].
Bacteriology 133, 1457 (1978). Tyto plasmi-
dy maji popripadé delece trp ALE 1413 a
trp ALE 1417 a vylucuji (za kontroly trp-
-promotoru-operatoru) polypeptidy obsahu-
jici pFibliZn& prvnich Sest aminokyselin
hlavni trp sekvence a vzdalen&jsi oblasti po-
lypeptidu E.

V nejvyhodngjSim pripadg, u plasmidu
pGM 1, je vylutovdna pouze asi posledni
tfetina polypeptidu E, zatimco plasmid pGM 3
vyluCuje témér celou vzdalené&jsi polovinu
kodént polypeptidu E. Bakterie E. coli K-12,
kmen W 3110 tna 2-trp- 102 obsahujici plas-
mid pGM 1 jsou uloZeny v americké sbirce
typovych kultur [American Type Culture Col-
lection} pod oznadenim ATCC ¢islo 31 622.
Plasmid pGM 1 se miiZe z uvedeného kmene
odstranit obvyklym zplisobem a lze ho pak
pouZivat v niZe popsanych postupech.

Alternativné lze delece nékterych sekven-
ci provadét zplsoby podle wynédlezu, které
umoZiiuji specifické 3$t8peni dvojvldknové
DNA na kterémkoliv Zadaném misté. Jeden
priklad této St€pici pracovni techniky je
zfejmy z prikladu 4 uvedeného niZe. Tak
napliklad se dvojvldknovd DNA rozdgli na
jednotlivd vlgkna DNA v okoli oblasti za-
mySleného mista 3i8peni, napriklad reakci
s lambda-exonukledzou.

K takto predem vytvoFené jednovldknové
Casti DNA se pak hybridizuje synteticky ne-
bo jiny jednovlidknovy DNA primér, pomoci
Watsonova-Crickova principu pdrovéani basi,
prifemZ sekvence priméru musi byt G€elné
takovéd, aby zarutovala, Ze jeho 5°-konsc bu-
de kotermindlni s nukleotidem na prvinim
vidknu DNA préave pred uréenym bodem
Stépeni.

Primér se pak prodlouZi smérem k 3'-
-konci reakci s DNA polymerdzou, a tak se
znovu sestavi ta ¢ast plivodni dvouvldknové
DNA, kterd je pfed urfenym mistem St&peni
a ktera byla v prvnim stupni ztracena. Sou-
CGasné nebo poté se €ast prvniho vlidkna DNA
za urfenym mistem Stépeni odstrani digesci
vhodnym enzymem. Postup je shranut gra-
ficky v nésledujicim schématu, ve kterém
V' oznatuje urené misto $tdpeni DNA:
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al] ...... I
b} ...... v
¢} .o.... v
d) ...... Y
...... ABINANN
e} ...... eV

Pri vyhedném zpiisobu provedeni se stup-
né d) a e) znédzorné&ného pestupu provadeii
soutasné, za pouZiti polymerédzy, kterd sou-
Gasné digeruje wyCnivajici jednovldknovy
konec DNA ve sméru 3'-5 a prodluiuje
primér ve sméru 5 - 3° (v pliitomnosti dATP,
dGTP, dTTP a dCTP).

Vhodnym materidtem pro uvedeny Gcel je
Kilencwova polymeréza I, tj. fragment ziska-
ny proteolytickym 3tépenim DNA polymera-
zy 1, ktery vykazuje 5° - 3° polymerisatni
t¢innost a 3° ~ 5 exenukleolytickou aktivi-
tu rodi¢ovského enzymu, ale kterému chybi
jeji 5° - 3° excnukleolytickd tdinnost; viz A.
Kermberg v monografii ,,DNA Synthesis®,
str. 88, W. H: Freeman @and :Co., SFO (1974).

Za pouZitl pré&vé popsaného postupu lze
provéadét delece utlumowé oblasti z plasmi-
du obsahujicim trp-operon, poe jeho pied-
choz! linearizaci, napfiklad $t&penim v mis-
& Zédamé restrikce, poleZeném niZe -od bo-
du, ve Kterém ma byt molekula zakontena
otupenym kencem (viz shora uvedené ,,v*).
Opétovmé uvedeni plasmidu de kruwhového
tvaru masledujici po odstranéni tlumoevé
ioblasti lze uskutednit wapiiklad navéazémim
Stupého” konce mrolekuwly mebo jinymi zpd-
's0by, které jsou edbormikiim zndmé.

Atkoliv zpltisob podle vynalezu zahrnuje
piimé wyludovani meterologickych polypep-
tidit na Fizeni trp-promoterem-operédtorem,
tykd se prednostuni zpéisob jeho prowedeni
vyluCovani f{azovanych bilkovin ohsahuji-
cich jak homolegické, tak heterologické
sekwence, pfitemZ posléze uvedené polypep-
tidy se s vyhodou daji od§t8pit od prvych v
extraceluldrnich prostiedcich.

Zvlasté vyhodnymi jsou takewé ifize bil-
kowvin, ve kKterych se homolegickd «C4st skléa-
dd z jedwé nebho vice aminokyselin z trp
hlavnthe polypeptidu -a asi z jedné tetiny
nebo vice trp E aminokyselinové sekvence
(ze wvzdalem&j§io konce). Takto ziskané
fiizované bhilkovimy se jevi podstatné stalej-
51 vli¢i degradaci za podminek exprese.

Bakterii E. coeli K-12, kmene W 3110 tna
2-trp” A 102 (pGMi1), ATCC dislo 31622,
lze pouZivat k rezSifevdni kmend plasmidu
pGM1, kterych se podle vynélezu s vyhadou
pouzivd k sestrojovéni trp promoterovych-
-operatorovych systémil zbavenych ttlumo-

vytvolieni jednovldknové DNA v okoli ,,v*
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uréené misto §t8peni Fetézce DNA v

i3

hybridizace priméru

prodlouZeni priméru

digesce jednovldknové DNA za mistem
Stépeni ,,v*.

'v€ oblastl. Tento kmen je v pfitommnosti an-
thranildtu fenotypicky trp* a lze ho pésto-
vat na minim@lni Zivné pade, jako naptiklad
na p&dé LB dopin&né 50 ug/ml anthranilatu.
V3echny bgkteridlni kmeny pouZivané pii
expresi Fizené trp promotorem-eperdtorem
pedle vymélezu fjseu trp represoryt [, trp
R*) jako w piipadé divokého typu bakterii
E. coli, 6imZ je zajiSténa represe aZ do doby
zamysleného heterologického vyludovani.
PFi vyhodném zplsobu prevedeni se re-
kombinace DNA provddi v bakteriich E. coli
K-12, kmenu 294 (zakonlewi A, thi~, hrs~—,
hsmy*), ATCC ¢&islo 31448, coZ je bhalkterial-
nl kmen, jehoZ membréamové charakteristi-
ky usnadiiuji transformace. Plasmidy produ-
kujici ireteralogické poelypeptidy, vypéstova-
né v kultu¥e kmene 294, se h&Znym zplso-
bem extrahufi @ uchovavajl v prostiedi
vhcodného roztoku {napf. v roztoku 10 mmol
tris [= ftris(hydrexymethyljaminomethan}
a lmmol EDTD (= kyselina ethylendiamin-
tetraoctova), pH 8] p¥iteploté v rozmezi{ asi
od —20°C do 4°C. Na druhé strané, pre ex-
presi peptidd za primyslovych podminek, se
podle wyndlezu dava piednost -odolngj3imu
kmenu, tj. kmenu E. coli K—12 A7F~ RV
308 str, .gal 308, eznaCenému ATCC Cis-
lem 31608. Kmen RV 308 je nutricné divo-
kym typem, roste dobre na minimalni pidé
a syntetizuje vSechuy mezbytné makremole-
kuly z h&Zmych smesi amonuych, fosforetna-
novych a hofednatych soeli, stop kovl a .glu-
kosy. Po tramsformaci kultury RV 303 plas-
midem odvezenym z kmene 294 sc kullura
péstuje na .agarovych dedskdch v prostiedi
selektivnim pro znak neseny plasmidern {ja-
ko je mapfiklad resistence vG¢i awntibioti-
k@im) a kolonie trausformantii se vybercu a
kKultivujicl v bafikach. Alikvetnl dily poslé-
ze uvedené bailikové kultury v 10% roztc-
ku dimethylsulfoxidu (DMS0O) nebo glyce-
relu (ve sterilnich lékovké&ch) se rychle
zmrazl v lazni z ethanolu a suchého ledu
a uchovéavaji se pfi —80 °C. Za tlelem pro-
dukce zakodovaného heterologického pely-
peptidu se vzorky takto uloZzené Kultury
péstuji v prostfedi ohsabujicim tryptefan,




2383646

15

¢imZ se potlati trp-promotor-operdtor, pak
se systém zbavi pridatného tryptofanu a
tim dojde k vylufovéni peptidu.

Pro prvni stupeil kultivace se dd pouZit
naptriklad LB Zivn&ho prostfedi (viz J. H.
Miller v monografii ,,Experiments in Mole-
cular Genetics®, str. 433, Cold Spring Har-
bor Laboratory 1972), které .obsahuje na
kazdy litr roztoku 10 g tryptonu, 5 g kvas-
nitného extraktu a 10 g chloridu sodného.
Inokulant se s vyhodou kultivuje do optické
hustoty (déle oznatované zkratkou ,,0.d“) o
hodnoté 10 nebo vice (pfi 550 nm]), vyhod-
néji do o. d. 20 a nejvyhodné&ji do o. d. 30
nebo vice, nicméné na o. d. mensi neZ ma
staciondrni féze.

Za uCelem dereprese a exprese polypepti-
dickych produktd se inokulant poté kulti-
vuje za podminek, které zbavuji buriky pFi-
daného tryptofanu. Jedno z vhodnych Ziv-
nych prostiedi pro tento druh kultivace je
pida M9 (viz J. H. Miller, shora uvedena
monografie, str. 431), pFfipravend ndsleduji-
cim zpisobem (uvedeno mnoZstvi substanci
na jeden litr roztoku):

dihydrogenfosfore€nan
draselny
hydrogenfosforefnan sodny
chlorid sodny

chlorid amonny

HO oW
ol
0Q GQ 0q 00

Roztok se autokldvuje a pak se piida:

10 ml 0,01 M roztoku bezvodého chloridu
vépenatého

1 ml 1 M roztoku hezvodého siranu hotec-
natého

10 ml 20% roztoku glukosy

1 ug/ml vitaminu By

40 ug/ml kaseinového aminokyselinového
hydrolyzéatu.

Posléze uvedeny aminokyselinovy dodatek
Zivhé pldy je hydrolyzat kaseinu prosty
tryptofanu.

Aby se dosdhlo vylutovdni heterologicke-
ho polypeptidu, zfedi se inokulant vypes-
tovany na Zivmné ptdE& bohaté ma tryptofan
napiiklad v&tSim objemem prostfedi neob-
sahujicim dalsi tryptofan (napfiklad 2 aZ
10nasobné ziedéni) a péstuje se aZ do dosa-
Zen{ Zddané hladiny (vyhodn& kratce po
stacionarni fazi ristu); Zadany produkt se
ziska b&Znym zptisobem lyzou, centrifugaci
a dal3im &isténim. Ve fazi kultivace, pii kte-
ré se builky zbavuji tryptofanu, se buiiky
péstuji s vyhodou do stupné& o. d. vySSi nez
10, jeS§t& vyhodné&ji do o. d. vyS8i neZ 20 a
nejvyhodnéji do o. d. 30, nebo wvy38i (méfe-
no pii 550 nm) a pak se isoluje Zadany pro-
dukt.

V3echny rekombinace DNA popsané v na-
sledujicich prikladech byly provedeny v sou-
hlase se smérnicemi Ndrodnich zdravotnic-
kych ustavl pro vyzkum rekombinovanych
DNA.

18
Priklad 1

Exprese bilkoviny ftzované s trp D polypep-
tidem

Vyhodny zpasob vyludovani flizovanych
bilkovin obsahujicich Zadané polypeptidy a
na né& mavéazanou Cast aminokyselinové sek-
vence trp D polypeptidu, kterou lze oddé#lit
in vitro prostrednictvim aminokyseliny me-
thioninu, specificky citlivé na $t€peni brom-
kyanem, jest popsén ve vztahu k obr. 1 aZ 3.

A. Konstrukce plasmidu pBRHtrp

Plasmid pGMI1 (1 na obr. 1} nese trypto-
fanovy operén E. coli majici vynechanou
oblast ALE1413 (viz G. F. Miozzari a spolu-
pracovnici, asopis ]. Bacteriology /1878/,
1457 aZ 1436) a proto vylutuje flzovanou
bilkovinu obsahujici prvnich 6 aminokyselin
hlavni trp sekvence a pribliZzné& posledni tfe-
tinu trp E polypeptidu (d&le oznaovanou
jako LE‘) a rovn&Z trp D polypeptid ve svém
celku, v§e pod Kkontrolou promotorového-
-operdtorového systému. Plasmid (20 ug) se
digeruje restrikénim enzymem Pvull, ktery
Stépl plasmid na péti mistech. Fragmenty
2 genu se poté kombinuji s EcoRI €lanky
(obsahujicimi vlastni komplementarni oligo-
nukleotid 3 o sekvenci pCATGAATTCATG),
¢imZ se umoZni zapojit EcoRI misto §tépeni
posléze uvedeného fragmentu a vytvorit
plasmid obsahujicl oblast EcoR I (20). Na
20 ug DNA-fragmentl 2 ziskamych z pGM1
shora uvedenym zplisobem se nechd plisobit
10 jednotek T4 DNA-ligdzy v pritomnosti 200
pmol syntetického 5‘-fosforylovaného oli-
gonukleotidu pCATGAATTCATG (3) a 20 ul
T4 DNA ligdzového pufru (20 mmol tris o
pH 7,6, 0,5 mmocl ATP, 10 mmol bezvodého
chloridu hofetnatého a 5 mmol dithiothrei-
tolu} pri teplot& 4 °C pies noc. Roztok se
pak 10 minut zahfivd na 70 °C, aby se pie-
rusilo spojovani. Ziskané konjugaty se poté
roz3tépi digesci s restrikénim -enzymem
EcoRI a fragmenty, ohsahujici nyni EcoRI
konce, se isoluji za pouZiti elektroforézy na
5% polyakryloamidovém gelu (tento postup
je v dalSim popisu oznatovén jako ,PAGE-
-elektroforéza‘). T¥i nejvétsi fragmenty se z
gelu isoluji, po pfedchozim obarveni ethi-
diumbromidem a urfeni jejich polohy v ul-
trafialovém svétle, vyFiznutim pfisludnych
dasti gelové vrstvy obsahujicich Z4dané pro-
dukty. Kazdy wvyfiznuty fragment gelové
vrstvy se umisti spolu s 300 ul 0,1 X TBE
pufru do dialyza¢ni komory a podrobi se e-
lektroforéze pri 100 V po dobu 1 hodiny v
0,1 X TBE pufru (TBE pufr obsahuje 10,8 g
tris-base, 5,5 g kyseliny borité, 0,09 gramu
NazEDTA v 1 litru vody). Vodny roztok z di-
alyzatni komory se spoji, extrahuje se fe-
nolem a chloroformem, pak se upravi chlo-
ridem sodnym mna 0,2 M roztok a Zadany
fragment DNA se ziskd po vysrdZeni etha-
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nolem ve vodném roztoku. (VSechny isola-
ce DNA fragmentl popsané déle byly provd-
dény pomoci PAGE elektroforézy a nésledu-
jici elektroeluci prdavé uvedenym zpisobem).
Ziskany gen obsahujic{ trp-promotor-operd-
tor a EcoR 1 ,lepivé* konce (5) byl identi-
fikovan déle popsanym postupem, ktery spo-
¢ivd v zavedeni zminénych fragmentii do
plasmidu § citlivého na tetracyklin, ktery
se po uvedeném vllenéni promotoru-opera-
toru stane resistentnim vi€i tetracyklinu.

B. Sestrojeni plasmidu pBRHtrp vyludujictho
rezistenci vé¢i tetracyklinu za kontroly trp
promotoru-operatoru a identifikace a roz-
mnoZeni DNA fragmentu obsahujiciho trp-
-promotor-operator, ktery byl isolovdn shora
popsanym zpiisobem {A).

Plasmid pBRH1 6 (viz R. I. Rodriguez a
spolupracovnici v ¢&asopise Nucleic Acids
Research 6, 3267 aZ 3287 /1978/) vylutuje re-
zistenci vd¢i ampicilinu a obsahuje gen pro
rezistenci viifi tetracyklinu, ktery vSak, po-
névadZ neni pripojen na promotor, nevylu-
fuje posléze zminénou rezistenci. Plasmid
je proto citlivy vaéi tetracyklinu. Zavedenim
promotorgvého-operdtorového systému pri-
tomného v EcoRI oblasti se plasmid miZe
stat rezistentnim vacéi tetracyklinu.

Plasmid pBRH1 se digeruje restrikénim
enzymem EcoRI, enzym se odstrani fenolo-
vou extrakei a nésledujici extrakei chloro-
formem a po vysrdZeni ethanolem se DNA
ziskd ve vodném prostfedi. Vznikla moleku-
la DNA 7 se pomoci T+ DNA ligazy vaZe sho-
ra popsanym zpiisobem, v oddglenych re-
akCnich smésich, s kazdym ze tri jedunotli-
vych DNA fragmentlt, ziskanych postupem
uvedenym vySe v &asti A. Rekombinovand
DNA pFitomnd v reakéni smési se pouZije k
transformaci ptisludnych bakterii E. coli
K-12, kmene 294, popsanych K. Backmanem
a spolupracovniky v Gasopisu Proc. Nat' 1.
Acad. Sci USA 73, 4174 aZ 4198 /1976/ a o-
znatenych ATCC &islem 31448, standardni
pracovni technikou; bakterie se naotkuji na
misky s agarem s minimdini LB phdou ob-
sahujict 20 wg/ml ampicilinu a 5 ug/ml te-
tracyklinu. Vyrostlé tetracyklin-rezistentni
kolonie se vyberou, plasmidickd DNA se vy-
izoluje a pritomnost Zddaného fragmentu se
potvrdi restrikéni enzymatickou analysou.
Ziskany plasmid 8, oznaleny pBRHtrp, vylu-
guje g-laktamdzu, kterda mu ud@luje rezis-
tenci vaci ampicilinu, a obsahuje fragment
DNA zahrnujici trp-promotor-operdtor a ko-
dujici prvni bilkovinu sloZenou z prvnich
Zesti aminokyselin hlavni trp sekvence fu-
zovanych s ptiblizng posledni tfetinou trp
E polypeptidu [tato Cast polypeptidu je o-
znatena LE‘'), a druhou bilkovinu odpovida-
jici p¥ibliZné prvni polowiné trp D polypepti-
du (tato &dst polypeptidu je oznatena D'},
a treti bilkovinu kédovanou pro tetracykli-
nowvou rezistenci genu.

18

C. Zatlenéni genl pro rlzné konetné poly-
peptidické produkty a vylutovani posléze u-
vedenych produktdt ve formé& {fldzovanych
bilkovin sloZenych z koneéného polypepti-
du a specificky odstépitelného trp D poly-
peptidického prekurzoru {obr. 2j.

Z plasmidu pBRHtrp se ziskd fragment
DNA obsahujici trp promotor-operdtor a ko-
dény pro LE' a D' polypeptidy, ktery se vlo-
Z1 do plasmidu obsahujiciho strukturdlni ge-
ny pro tvorbu r@znych Zadanych polypepti-
af, jak je dale ukdzano na piikladu soma-
tostatinu (viz obr. 2).

Plasmid pBRHirp se digeruje restrikénim
enzymem EcoRI a ziskany fragment 5 se i-
zoluje za pouZiti PAGE elektroforézy a elek-
troeluce. Produkt 10, ziskany EcoRI digesci
plasmidu pSom 11 8 (viz K. Itakura a spolu-
pracovnici v d&asopisu Science 198, 1056
/1977/); britsky patent 2 007 676 A), se kom-
binuje s fragmentem 5§. Na smés se plsobi
T4 DNA ligdzou, jak bylo popsdno vysSe, a
ziskanou DNA se transformuji shora uvede-
nym zpisobem bakterie E. coli K-12, kme-
ne 294. Selekce transformovanych bakterii
se provede na agarovych deskdch obsahuji-
cich ampicilin. Ziskané, vi¢i ampiciliny re-
zistentni kolonie se hybridizuji sloupcovou
pracovni technikou (viz M. Gruenstein a
spolupracovnici v ¢asopise Proc. Nat' 1.
Acad. Sci. USA 72, 3951 a% 3965 /1975/), za
pouZiti vzorku fragmentu 5 obsahujiciho trp-
-promotor-operator, isclovaného z pBRHtrp,
ktery byl radioaktivné znaten fosforem P52,
Provede se selekce kolonii, které jsou pozi-
tivni p¥i sloupcové hybridizaci, plasmidicka
DNA se izoluje a umisténi vloZenych frag-
mentt se stanovi restrikéni analysou za po-
uZiti restrikCnich enzyma BglIl a BamH1 pii
dvojité digesci. Bakterie E. coli 294 ohsahu-
jict plasmid oznaCeny pSOM7 A2 11, ktery
obsahuje trp-promotorovy-operdtorovy frag-
ment v Zddané orientaci, se kultivuji v Ziv-
né pidé LB obsahujici 10 yg/ml ampicilinu,
Bunlky se péstuji do dosaZeni hustoty o. d.
1 (pFi 550 mm}, pak se odcentrifuguji a sus-
penduijl se znovu v desetinasobném ziedéni
do Zivné plidy M9. Buiiky.se kultivuji 2 aZ
3 hodiny, opét do optické hustoty 1, pak se
lizuji a celkovd bunétnd bilkovina se analy-
suje za pouZiti elektroforézy na PAGE, ob-
sahujicim 15 % SDS-motoviny (SDS = do-
decylsulfat sodny]} (viz J. V. Maizel a spolu-
pracovnici v Casopise Meth. Viral 5, 180 a¥Z
246 /1971/).

Na obr. 3 je zndzornéna gelovd analyza
bilkowvin, p¥i které byla celkova bilkovina
ziskand z raznych kultur rozdélena na jed-
notlivé slozky. Hustota jednotlivych pésa je
méFitkem mnoZstvi, ve kterém jscu jednot-
livé bilkoviny plritomny. Na uvedeném ob-
rdazku predstavuji drdhy 1 a 7 kontrolni
vzorky zahrnujici rfizné bilkoviny s pfedem
stanovenou polohou, které slouZi jako bo-
dy pro srovndvani. Drdhy 2 a 3 zndzoriiuji
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déleni celuldrni bilkoviny ziskané z kolonii
E. coli 294 translormovanych plasmidem
pSom7A2, kultivovanych jednak mna Zivneé
pidé LB (drdha 2}, jednak na padé MS
(drdha 3). Drdhy 4 a 5 zndzoriiuji déleni
celuldrni bilkoviny ziskané z analogickych
bunék E. coli 294 transformovanych plasmi-
dem pTha7 A2, tj. plasmidem vylutujicim
thimosin; uvedeny plasmid se ziskd v pod-
staté stejnymi postupy jak jiZz bylo popsa-
no vyde, poCinaje plasmidem pThel (viz
publikovand p¥ihldaSka evropského patentu
¢. 0035454). Drgha 4 znazorfiuje déleni bu-
nééné bilkoviny ziskané z bhakterii E. coli
294/pTha7 A2 kultivovanych na LB pldég,
a drdha 5 znézoriiuje déleni buné&tné bilko-
viny ziskané ze stejného transformanta kul-
tivovaného na ptidé M9. Drdha 6 je dalsi
kontrola a zndzoriiuje rozdéleni roditovské
bilkoviny z bakterii E. coli 294/pBR322, pés-
tovanych na LB pld&.

Ze srovndni s kontrolami vyplyvéa, Ze nej-
hoi'ej8i ze dvou nejvétSich pard v kaZdé z
drah 3 a 5 patli pfedpoklédanym polohdm
bilkovin vylutovanych ve formé fizovaného
proteinu sklddajiciho se z D‘-polypeptidu a
somatostatinu, popripad& thymosinu ({dalsi
hlavni pdsy predstavuji LE' polypeptid vzni-
kajici vynechdnim dtlumové oblasti). Obr.
3 potvrzuje, Ze exprese je v Zivné padé bo-
haté mna tryptofan potladena, ale naopak
uvolnéna za podminek s nedostatkem tryp-
tofanu v ptds.

D. St&peni bilkovin bromkyanem a radioimu-
nostanoveni hormonélniho produktu

V obou pf¥ipadech, jak u bilkoviny obsahu-
jici thymosin, tak u bilkoviny obsahujici so-
matostatin, byla celkovd buné&néd bilkovina
roz§tépena bromkyanem, roz§té€peny pro-
dukt isolovan a po vysuSeni suspendovan v
pufru a analysovdn radicimunometodou; by-
lo potvrzeno, Ze ziskané produkty jsou imu-
nologicky identické se samostativem, pop#i-
padé thymosinem. St8peni bromkyamem je
popsdno D. V. Goeddelem a spolupracovniky
v fasopise Proc.Nat‘l. Acad. Sci. USA 76,
str. 106 aZ 110 /1979/].

Priklad 2

Konstrukce plasmidi pro p#imé vyluéo-
vani heterologickych geni za kontroly trp-
-promotorovélo-operdtorového systému

Pro strategii primého vyluCovédni je ne-
zbytné sestavit plasmid obsahujici jediné
restrik€éni misto vzdéalené od vSech kontrol-
mich prvka trp operdnu, do kterého mohou
byt za€len&ny heterologické geny misto
hlavni trp sekvence a ve vhodné prostorové
relaci k ribozémovému vazebnému mistu
pro hlavni trp polypeptid. P¥istup k dosa-
Zeni primého vyluCovdni heterologickych
peptidd jest v daldim popsdn na piifkladu
vylutovani lidského rdstového hormonu.
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Plasmid pSom7 A2 (10 ug) se rozstépi
restriknim enzymem EcoRI a DNA frag-
ment 5, obsahujici tryptofanové genetické
prvky, se isoluje pomoci PAGE elektroforé-
zy a elektroeluce. Ziskany fragment (2 ug)
se digeruje 10 minut p¥i 37 C° dvéma jed-
notkami restrikéni endonukledzy Taq I tak,
aby se v kaZdé molekule roz$tépilo v pri-
méru pouze jedno z priblizng péti Taq I res-
trik€nich mist. Ziskand smés ¢astetné roz-
St&penych fragmentll se rozddli PAGE elek-
troforézou a fragment 12 (viz obr. 4), ktery
obsahuje priblizng 300 pérd basi, jeden
EcoR I konec a jeden Taq I konec, se iso-
luje elektroeluci. Pi{slusné Taq I restrikéni
konec, se isoluje elektroeluci. P¥isluiné Taq
I restrik€ni misto jest umist&no mezi mis-
ty pro start transkripce a pro start trans-
lace a je o 5 nukleotidi vzdalené od ATG
kodonu hlavniho trp peptidu. DNA sekven-
ce okolo tohoto mista je zndzornéna na
obr. 4. Uvedenym postupem lze isoclovat
fragment obsahujici vSechny kontrolni prv-
ky trp operoénu, tj. promotorovy-operatoro-
vy systém, signdl pro iniciaci transkripce a
trn hlavni ribosomové vazebné misto.

Zbytek Taq I na kounci 3' ziskaného frag-
mentu, sousedicl se signdlem pro start tran-
slace pro hlavni trp sekvenci, se poté preve-
de do Xba I mista plasmidu pHS;z s vyne-
chanou sekvenci EcoR I — Xba I, zplisobem
znazornénym ma obr. 5. Tato operace se pro-
vede navazdnim fragmentu 12, ziskaného
shora uvedenym postupem, na plasmid ob-
sahujici jediné (to znamena jen jedno)
EcoR I a jediné Xba I restrikéni misto. Pro
tento ucel lze pouZit v podstaté jakéhoko-
liv. plasmidu wobsahujictho, v nésledujicim
pofadi, replikén, selektivni znak, jako rezis-
tenci vdc¢i antibiotikGm, a EcoRI, Xbal a
BamHI restrikéni mista. Tak napiiklad lze
Xbal restrikni misto zavést mezi EcoRI a
BamHI mista plasmidu pBR322 (viz F. Boli-
var se spolupracovniky v Casopisu Gene 2,
95 az 119 /1977/), napriklad rozdtépenim
plasmidu v jeho jediném Hind III restriké-
nim misté pomoci enzymu Hind III, nésle-
dujici digesci vzniklych ,lepivych” konci
specifickou jednovlaknovou nukledzou a ma-
vdzanim ,,tupych® koncl samoanelujiciho
dvouvlaknového syntetického nukleotidu ob-
sahujictho Zadané rozpozndvaci misto, jako
sekvenci CCTCTAGAGG. Alternativng lze
pouZit DNA fragmenttl ziskanych z pfiroze-
nych plasmidd, jak je tomu v dédle popsaném
pfipadé, které wobsahuji jediné Xbal res-
trikéni misto mezi EcoRI a BamHI $t&pnymi
zbytky. Tak mapiiklad digesci virového ge-
nému hepatitidy B enzymy EcoRI a BamHI
se obvyklym zplsobem ziskd produkt, ktery
se zatleni do EcoRI a BamHI restrikénich
mist plasmidu pGH6 (viz D. V. Goeddel a
spolupracovnici v €asopisu Nature 281, 544
/1979/) za wzniku plasmidu pHS32. Ziskany
plasmid pHS32 se rozStépi enzymem Xbal,
smés se extrahuje fenolem, pak se extrahuje
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chloroformem a soli se vysrd#i ethanolem.
Na rozStépeny plasmid se plisobi 1 ul E. coli
polymerdzy [, Klenowovym fragmentem v
prostredi 30 w1 polymerazového pufru (tj.
50 mmol fosforeénanu draselného o pH 7,4,
7 mmol chloridu hoFetnatého bezv. a 1
mmol  g-merkaptoethanolu) obsahujiciho
0,1 mmol dTTP a 0,1 mmol dCTP, po dobu
30 minut pri 0 °C a pak 2 hodin pfi 37°C.
Pri této reakci se doplnf dva ze 4 nukleoti-
dfi, komplementdrnich k 5° vy&nivajicimu
konci Xbal Sté&picimu mistu:

CTAGA—
TCT—

5¢ CTAGA— 5¢
3 T— ” 3

Inkorporuji se dva nukleotidy, dC a dT, a
vznikne konec se dv8ma 5° vy&nivajicimi
nukleotidy. Tento linedrni zbytek plasmidu
pHS32 (isolovany po extrakci fenolem, ex-
trakci chloroformem a vysrdaZemi ethanolem
ve vodném prostredi) se $té&pi restrikénim
enzymem EcoRI. Velky plasmidicky frag-
ment 13 se oddéli od meniiho EcoRI —
— Xbal fragmentu PAGE elektroforézou a
isoluje se elektroeluci. Tento DNA-fragment
plasmidu pHS32 {isolovany po extrakci fe-
nwolem, extrakci chloroformem a wysrdzeni
ethanolem ve wvodném prostfedi) se Stépi
restrikCnim enzymem EcoRI. Velky plasmi-
dicky fragment 13 se ocddéli od mensiho
EcoRI — Xbal fragmentu PAGE elektroforé-
zou a isoluje se elektroeluci. Tento DNA-
-fragment plasmidu pHS32 (0,2 ug) se nava-
Ze, za podminek podobnych tém, které byly
popsadny vySe, na shora uvedenym zplso-
bem ziskany EcoRI — Taql fragment trypto-
fanového operdonu 12 (~ 0,01 ug), jak je
zndzornéna na obr. 5. PFi tomto postupu se
Taql vyEnivajici konec navdZze na Xbal zby-
vajici vyénivajici konec, i kdyZ jeho base ne-
jsou kompletné& sparovany podle Watsonova
a Crickova principu:

—T CTAGA— —TCTAGA—

—AGC TCT— —AGCTCT—

Casti takto ziskané reakéni smési ligan-
th se transformujl builky bakterii E. coli
294 stejuym zplsobem, jak bylo popsdno vy-
Se v pfikladu 1, pak se na kulturu plisobi
teplem a preofkuje se na agarové desky s
LB pldou obsahujici ampicilin. Selekci se
ziskd 24 kolonii rezistentnich wii¢i ampicili-
nu, které se kultivuji ve 3 ml LB pidy a
plasmid se isoluje. Sest z t&chto plasmidi
mé Xbal misto regenerované cestou bakte-
riemi E. coli katalysovanym plreparovanim
a replikaci DNA:

—TCTAGA— —TCTAGA-—

—AGATCT-- —AGCTCT —

laded
s v

Bylo rovné&Z nalezeno, Ze se tyto plasmidy
St&pi jak restrikénim enzymem EcoRI, tak
Hpal, a poskytuji olekdvané Stépné frag-
menty. Jednoho z téchto plasmidQ 14, ozna-
¢eného pTrp 14, lze pouZit pro vylutovdni
heterologickych polypeptiddl, jak je popsi-
no déle.

Plasmid pHGH 107 (18 na obr. 6; viz pub-
likaci D. V. Goeddela a spolupracovnikit v
¢asopisu Nature 281, 544 /1879/) obsahuje
gen pro lidsky rlstovy hormon, sloZeny z
23 aminokyselinovych kodonlt produkova-
nych ze synthetickych DNA fragmentl, a
ze 163 aminokyselinovych kodoént ziskanych
z komplementdrni DNA vytvoFeng cestou
reverzni transkripce informacni RNA pro
lidsky rifistovy hormon. Tento gen 21, i
kdyZ mu schéazi kodony predchdzejici sek-
vence [,,pre“sekvence) lidského riistového
hormonu, obsahuje ATG koddén pro imiciaci
translace. Gen se isoluje z 10 ug plasmidu
pHDH 107 nejprve piisobenim restrikéniho
enzymu FEcoRI a poté pFipojenim dTTP a
dATP na ziskany fragment pfisobenim Kle-
nowovy E. coli polymerdzy I, jak bylo jiZ
popsdno vyse (viz obr. 6). Vznikly plasmid
se extrahuje fenolem, pak chloroformem a
soli se vysrdzi ethanolem a poté se roz-
Stepi enzymem BamHI (viz obr. 6). Vznikly
fragment 21, obsahujici gen pro lidsky ris-
tovy hormon (,,HGH®) se isoluje PAGE elek-
troforézou a nésledujici elektroeluci. Vy-
sledny DNA-fragment obsahuje rovnéZ prv-
nich 350 nukleotidd strukturdlniho genu
pro rezistenci vif€i tetracyklinu, ale chybi
mu tetracyklinovy promotorovy-operatorovy
systém, takze, kdyZ se v néasledujicim postu-
pu zatleni do plasmidu, ktery je schopny
exprese, lze plasmidy obsahujici tuto vioZku
urcit podle obnoveni tetracyklinové rezisten-
ce. ProtoZe EcoRI zakonCeni fragmentu 21
je doplnéno postupem za pouZiti Klenowo-
vy polymerdzy I, méd zmin&ny fragment je-
den ,,tupy“ a jeden ,lepivy" konec, coZ mu
zajiStuje spradvnou orientaci, kdyZ je pozdéji
v€lenén do plasmidu schopného exprese;
viz obr. 6.

V dal3im se upravi plasmid pTrp 14 schop-
ny exprese tak, aby mohl prijmout shora
uvedenym zplscbem pripraveny fragment 21
obsahujici HGH-gen. Plasmid pTrp 14 se za
tim GCelem digeruje enzymem Xbal a ziska-
né ,lepivé” konce fragmentu doplni za po-
uZiti postupu s Klenowovou polymerdazou I
a trifosfatd dATP, dTTP, dGTP a dCTP. Po
extrakci reakéni smési fenolem, extrakci
chloroformem a vysrdZeni ethanolem se na
ziskanou DNA 16 plGsobi enzymem BamHI a
vznikly velky fragment plasmidu 17 se iso-
luje PAGE elektroforézou a elektroeluci.
Uvedeny fragment 17 odvozeny od pTrp 14
mé jeden ,tupy” a jeden ,lepivy" konec,
které mu zajiStuji spravnou orientaci p¥i re-
kombinaci s fragmentem 21 wobsahujicim
HGH gen a popsanym vyse.
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Fragment 21 obsahujici HGH gen a frag-
ment 17 pTrpl4 A Xba-BamHI se zkombinuji

a mavzdjem navazi za podminek podobnych
tém, které byly popsény vySe. Doplnéné Xbal

—TCTAG AATTCTATG—
—AGATC TTAAGATAC—
Xbal EcoRI

doplnény konec

Touto konstrukci se rovné&Z obnovi rezis-
tence genu vaci tetracyklinu. JelikoZ plas-
mid pHGH 107 vylu€uje tetracyklinovou re-
Zistenci z promotoru leZiciho d&le od HGH
genu (lac promotor), umoZiiuje vyslednda
konstrukce plasmidu 22, oznatend jako
pHGH 207, vylutovéni genu pro tetracykli-
novou rezistenci za kontroly tryptofénového
promotoru-gperdtoru. Smési ligandd, pro-
duktl rekombinace, se transformuji bakte-
rie E. coli 294 a provede se selekce rezis-
tentnich kolonii na agarovych deskdch s LB
plidou obsahujici 5 ug/mli tetracyklinu.

Aby se potvrdilo primé vylufovéni lidské-
ho ristového hormonu plasmidem pHGH 207,
byla celkovd bunéfna bilkovina, kterd byla
ziskdna 7z bakterii E. coli 294/pHGH 207,
které byly kultivovany do optické hustoty 1
na LB pidé obsahujici 10 xg/ml ampicilinuy,
ziedény 1:10 do MY pldy a Kkultivovdny
opét do o.d. 1, podrobena SDS-gelové elek-
troforéze jako ve shora uvedeném piikladu
1, a ziskand data srovndna s analogickymi
vysledky elektroforézy lidského rlistového
hormonu, ziskaného jiZz dfive expresi postu-
pem podle jinych autord (D. V. Goeddel se
spolupracovniky, &asopis Nature 281, 544
/1979/).

Na obr. 7 je uwvedena fotografie ziskang,
obarvené gelové vrstvy po PAGE elektrofo-
réze: Drédhy 1 a 7 obsahuji standardy bilkc-
vin 0 rlznych zndmych polohadch na elek-
trogramu. Drdha 2 je kontrola, a znézoriu-
je rozdéleni celkové bunéfné bilkoviny z
bakterii E. coli, kmene 294 pBR322; drdha 3
zndzoriiuje rozdé&leni bilkovin z bakterii E.
coli 294/pHGH 107, kultivovanych na LB pi-
dé&; draha 4 ukazuje déleni bilkovin z bakte-
rii E. coli 294/pHGH 107 kultivovanych na
M9 ptidé; draha 5 znézorfiuje déleni bilko-
vin z bakterii E. coli 294/pHGH 207 pé&stova-
nych na LB pid&; a drdha 6 znazoriuje roz-
déleni bilkovin z bakterii E. coli 294/pHGH
207 kultivovanych na M9 padé.

Husty pés v drédze 6 je lidsky rlstovy hor-
mon, jak je zFejmé ze srovméni s podobnymi
pasy v drahdch 2 aZ 4. Jak je podle vyndle-
zu ptredpoklddano, produkuji mikroorganis-
my E.coli 294/pHGH 207 pfi kultivaci na LB
ptd& bohaté ma tryptofan méné lidského
rlistového hormonu z diivodu interakci tryp-
tofanového represoru s trp operdatorem, a

doplnény konec
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a EcoRlI konce se navaZzi spolu s tupymi kon-
ci za obnoveni obou Xbal a EcoRI §té&picich

mist:
—_ TICTAG[AA TTCTATG —
AGATUT TAAIGATAC —
Xbal EcoRI

iniciace
HGH genu

pii kultivaci na M9 piidé produkuji podstat-
né vice zminéného HGH neZ bakterie E. coli
294/pHGH 107 vzhledem k indukci siln&jsiho
tryptofanového promotorového-operéatorové-
ho systému vi€¢i lac-promotorovému-operé-
torovému systému v. pHGH 107.

Pifiklad 3

Sestaveni plasmidu s obecnou expresi pro
primé wvylu€ovani heterologickych genll pod
kontrolou tryptofdnového promotoru-opera-
toru

Plasmid pHGH 207 sestrojeuny v predché-
zejicim piikladu 2, se v dalSim pouZije k
ziskani fragmentu DNA obsahujiciho kom-
trolni prvky tryptofdnového operonu (s vy-
nechanou utlumovou oblasti) a k sestrojeni
plasmidického ,,vylutovaciho vektoru' vhod-
ného pro prfimou expresi genovych vloZek o
rizné struktufie.

Strategie pro sestaveni plasmidu s obec-
nou expresi zahrnuje odstranéni tryptofano-
vé kontrolni oblasti z plasmidu pHGH 207
digesci restrikénim enzymem EcoRI a vsu-
nuti ziskaného fragmentu do enzymem EcoRI
digerovaného plasmidu pBRH1, pouZivaného
vy8e v prikladu 1. Plasmid pBRH1 je, jak
jiz bylo vySe uvedeno, plasmidem rezistent-
nim va&i ampicilinu a obsahujicim gen pro
tetracyklinovou rezistenci, ale je vhéi tetra-
cyklinu citlivy, nebot neni pfitomen vhodny
promotorovy-operatorovy systém.

Vysledny plasmid pHKY 1, jehoZ zkon-
struovdni je podrobnéji popsdno niZe a zné-
zorn&no na obr. 8, je rezistentni jak v@ci
ampicilinu, tak vaci tetracyklinu, obsahuje
tryptofanovy promotorovy-operdtorovy sy-
stém, chybi mu tryptofdnovy utlumovy ¢la-
nek a obsahuje jediné Xbal restrikéni misto
vzdédlené od tryptofdnového promotoru-ope-
ratoru. Tryptofdnovy promotor-operdtor a
jediné Xbal misto jsou vazdny mezi dvéma
EcoRI Stépicimi misty, takZe uvedeny frag-
ment obsahujici trp promotor-operédtor-Xbal
misto lze odstranit a vsunout do plasmidd
obsahujicich jiné strukturalni geny.

Alternativng lze do tohoto plasmidu vsu-
nout dalsi heterologické strukturdlni geny,
bud do Xbal $tépiciho mista, nebo (po par-
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cidlni digesci enzymem IicoRI) do EcoRI
restrikéniho mista vzddlenéjsiho od trypto-
fanoveé kontrolni coblasti, v kaZdém pripadé
tak, aby pfiSel pod kontrolu tryptofdnového
promotorového-operdtorového systému.

Plasmid pHGH 207 se digeruje restrik€nim
enzymem EcoRI a ziskany trp promaotorovy
fragment 23 ohsahujici EcoRI 3tépici misto
se isoluje za pouZiti PAGE elektroforézy a
ndsledujici elektroeluci.

Plasmid pBRH1 se digeruje restrik€nim
enzymem FEcoRI a z koncl rozStépené mo-
lekuly se pisohenim bakteridlni alkalické
fostatary (,,BAP") (1 ug, vprostFedi 50 mmol
tris-pufru o pH 8 a 13 mmol bezvodého chlo-
ridu hofe¢natého, po dobu 30 minut p¥i 65
stupnich C] odstrani fosfatové skupiny na
vy&nivajicich EcoRI koncich. Prebytek bak-
teridlni alkalické fosfatazy se -odstrani ex-
trakci fenolem a extrakci chloroformem a
soli se vysrdZi ethanolem. Ziskd se linearni
DNA 7a, které chybi fosfatové skupiny na
vy&nivajicich koncich a kterd piijimé a véaze
pouze vloZky, jejichZ komplementarni ,le-
pivé" konce jsou fosforylovany, ale sama se
neuzavird do kruhového tvaru a dovoluje
proto snadn&j$i zkouSeni plasmidli obsahuji-
cich rizné vloZené &4sti.

Fragment 23, ziskany z plasmidu pHGH
207 a obsahujici EcoRI, a linedrni DNA zis-
kana z plasmidu pBRH1 7a se zkombinuji
a vzdjemné navéz{ v pritomuosti T4 ligdzy,
zplisobem popsanym vyse. Casti ziskané smé-
si se tramsformuji bakterie E. coli kmene
294, analogicky jak je popsdno vySe, a mik-
roorganismy se kultivuji na agarovych des-
kdch s LB padou obsahujici 5 ug/ml tetra-
cyklinu a touto selekci se ziskd 12 kolonii
rezistentnich ma tetracyklin. Z kaZdé kolo-
nie se isoluje plasmid a hodunoti se na pii-
tomnost vsunutého fragmentu DNA restriké-
ni endonukledzovou analysou za pouZiti Sté-
picich enzymd EcoRI a Xbal. Jeden z takto
ziskanych plasmid{l obsahujici Zddanou vloz-
ku byl oznaCen jako plasmid pHKYIL.

Priklad 4

Sestrojeni plasmidu obsahujiciho tryptofano-
vy operdn, schopného exprese specificky
Stépitelné fdzované bilkoviny obsahujici 6
aminokyselin hlavaiho trp-peptidu, posledni
t¥etinu trp E polypeptidu (oznafenou LE‘) a
heterologicky strukturdini gen

Strategie pro sestrojeni plasmidu vylutu-
jiciho fazovanou bilkovinu s LE‘ polypepti-
dem zahrnuje nédsledujici stupné:

a) ZajiSténi genového [ragmentu obsahu-
jiciho kod6ény pro vzdéalenou oblast LE' po-
lypeptidu a majicitho Bgl I, popfipadé EcoRI
zachytné konce na 5° a 3° koncich kéduji-
ciho vidkna;

¢} Eliminace koddnii ze vzddlené oblasti
LE’ genového fragmentu a kodénu pro trp D
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gen z plasmidu SOM 7 A 2, vsunuti fragmen-
tu ziskaného ve stupni a) a obuoveni LE
kodoénové sekvence bezprostfedné za sek-
venci heterologického genu pro somatosta-
tim.

Jak je zndzornéno na obr. 92, plasmid
pSom 7 A2 se digeruje eunzymem Hiad III
a pak se digeruje lambda-exonukledzou
(5° - 3° exonukledza) za podminek zvolenych
tak, aby Stépeni probihalo za Bgl Il restriké-
nim mistem s LE‘ kodujici oblasti; 20 ug
plasmidu pSom 7 A 2 digerovaného enzymem
Hind III se rozpusti v pufru (20 mmol gly-
cinového pufru o pH 9,5, 1 mmol bezvodého
chloridu hofetnatého a 1 mmol g-merkapto-
ethanolu] a na smés se plisobi 60 minut pfi
teploté mistnosti 5 jednotkami lambda-exo-
nukledzy. Ziskand reaktni smés se extrahu-
je fenolem, pak se extrahuje chloroformem
a vysraZi ethanolem.

Aby se posléze vytvoFil EcoRI zbytek na
vzdalen&iim konci LE‘ genového fragmen-
tu, syntetizuje se zlepSenou fosfortriestero-
vou metodou (viz R. Crea se spolupracov-
niky, ¢asopis Proc. Nat‘l. Acad. Sci USA 75,
5765 /1979/) primér o sloZeni

ZpCCTGTGCATGAT

a hybridizuje se s jednovlaknovyn koncem
LE‘ genového fragmentu, ziskanym digesci
lambda-excnukledzou. Hybridizace se pro-
vadi niZe popsanym zplisobem.

20 ug fragmentu, ziskaného pilsobenim
lambda-exonukledzy na produkt digesce
plasmidu pSom 7 A 2 enzymem Hind III, se
rozpusti ve 20 ul vody a k roztoku se pf¥idéa
60 u] roztoku obsahujiciho asi 80 pmol sho-
ra popsaného 5°-fosforylovaného oligonukle-
otidu. Syntheticky fragment se hybridizuje
na 3‘ konec LE' kodujici sekvence a zhyva-
jici jednoviaknovd &ast LE‘ fragmentu se
doplni vySe popsanym postupem s Kleno-
wovou polymerédzou I, za pouZiti trifosfdtd
dATP, dATTP, dGTP a dCTP. :

ReakC¢ni smés se zahteje na 50 °C a pak se
nechd zvolna vychladnout na 10 °C; poté se
pfidd Klenowova polymerdza. Po 15 minu-
téch inkubace pfi teplot& mistnosti a nasle-
dujicich 30 minutdch inkubace p¥¥ 37 °C se
reakce zastavi pPfidanim 5 ul 0,25 M EDTA.
Reakéni smés se vyextrahuje fenolem, pak
se extrahuje chloroformem a vysraZi se etha-
nolem. Ziskand DNA 28 se poté $tépi res-
trikénim enzymem Bgl II a fragmenty se
rozdéli PAGE elektroforézou. Pomoci auto-
radiogramu gelové vrstvy se zjisti poloha
$2p-znadeného fragmentu o ofekavané délce
Fetézce pFiblizn& 470 bp, a tento fragment
se isoluje elektroeluci. Jak jiZ bylo nastinég-
no vyse, tento fragment LE® (d) mé Bgl II
konec a druhy konec ,,tupy”, koincidujici se
zadatkem priméru.

Plasmid pTh «+1 popsany vy3e v piitkladu 1,
¢asti C, nese strukturdlni gen pro thymosin
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alfa jedna, zakddovany svym 5° koncem ko-
dujiciho vldkna do EcoRI mista a svym 3°
koncem do BamHI mista. Jak je zndzornéno
na obr. 9b, obsahuje thymosinovy gen rov-
néZ Bgl II §tépici misto.

Plasmid pTh 1 obsahuje téZ gen specifi-
kujicl rezistenci va¢i ampicilinu. Za Gelem
sestrojeni plasmidu schopného pfijmout
shora uvedenym Zzplsobem pFipraveny frag-
ment LE* (d) 29, se pTh & 1 digeruje restriké-
nim enzymem EcoRI a pak se provede re-
akce s trifosfaty dTTP a dATP v piitomnosti
Klenowovy polymerdzy, aby se ,otupily”
EcoRI zbytky.

Digesci ziskaného produktu enzymem
Bgl II se ziskd linedrni DNA fragment 33 ob-
sahujici gen pro ampicilinovou rezistenci a
na opatném konci ,lepivy* Bgl II zbytek a
na bliZ§im konci ,tupé” zakonéeni. Vznikly
produkt se dad znovu uzaviit do kruhu re-
akci s LE' (d) fragmentem 29 obsahujicim
Bgl I1 zachytny konec a ,,tupy* konec, v p¥i-
tomnosti T4« DNA-ligdzy, a ziskd se plasmid
pTrp 24 (34 viz obr. 9b). P¥itom se znovu
vytvoll EcoRI 3tépné misto v té poloze, kde
dojde k vazb& s ,tupym‘‘ koncem.

Jak je znazorn&no na obr. 10, postupnd
digesce plasmidu pTrp 24 restrikdnimi en-
zymy Bgl II a EcoRI a nésledujici isolace
produktu, za pouZiti PAGE elektroforézy a
elektroeluce, poskytne fragment majici ko-
dény pro LE' (d) polypeptid s Bgl II , lepi-
vym* koncem a FEcoRI ,lepivym‘ koncem
sousedicim s jeho 3° k6dujicim zakondenim.
Ziskany LE‘ (d) fragment 38 se da zatlenit
do Bgl II mista plasmidu pSom 7 A 2 za vy-
tvoFeni fuzované bilkoviny sloZené z LE‘ po-
lypeptidu a somatostatinu, kterd je vyludo-
vdna za kontroly tryptofanového promotoru-
-operatoru, jak je zndzornéno na obr. 10.

Aby se shora popsané zaClen&ni fragmen-
tu 38 dalo provést, je t¥eba 1. fdstetn& di-
gerovat enzymem EcoRI plasmid pSom 7 A 2
za UCelem jeho rozSt8peni v EcoRI misté
vzdélen&jS§im od tryptofdnového promotoru-
-operatoru, jak je zndzornéno na obr. 10, a
2. vhodné zvolit sekvenci priméru (viz ob-
razek 9a), za tdelem udrZeni spravné trans-
la&ni stavby kodénu, a znovu sestavit plas-
mid v EcoRI $t&pném mists.

Tak napfiklad se 16 pg plasmidu pSom 7
A2 z¥edi do 200 ul pufru obsahujiciho 20
mmol tris o pH 7,5, 5 mmol bezvodého chlo-
ridu hofefnatého, 0,02 mmol detergentu
NP 40 a 100 mmol chloridu sodného, a piso-
bi na m8j 0,5 jednotkami restrikéniho enzy-
mu EcoRI. Po 15 minutdch plisobeni pii 37
stupnich C se reakéni smés vyextrahuje fe-
nolem, extrahuje chloroformem a vysrazi
ethanolem a produkt se poté digeruje enzy-
mem Bgl II. Vznikly v&t§i fragment 36 se
isoluje za pouZiti PAGE elektroforézy a e-
lektroeluce.

Tento fragment ohsahuje kodény LE‘ (p)
pro blizsi konec LE‘ polypeptidu, tj. kodény,
které leZi za Bgl II 3tépicim mistem. Frag-
ment 36 se pak navdZe na fragment 38 v
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pfitomnosti T4 DNA ligdzy za vzniku plas-
midu pSom 7 A2 A 4, kterym se pak trans-
formuji bakterie E. coli kmene 294, zpliso-
bem popsanym vy3e a Géinné se tak produ-
kuje, pod kontrolou tryptofdnového promo-
toru-operatoru, fizovand bilkovina sklddaji-
ci se z pln& rekonstituovaného LE' polypep-
tidu a ze somatostatinu.

Fazovand bilkovina, ze které miZe byt
somatostatin specificky od3té€pen vzhledem
k pritomnosti methioninu na 5° konci soma-
tostatinové sekvence, se oddé&li shora popsa-
nym zplsobem, za pouZitl elektroforézy na
sodiumdodecylsulfat-polyakrylamidovém
gelu. Na obr. 11 je fuzovany protein jako
nejzieteln€jsi pas v dréze 6 (bliZSi podrob-
nosti k obr. 11 jsou uvedeny v niZe uvede-
ném piikladu 5).

Priklad 5

Sestrojeni systému pro vylutovédni trp LE
polypeptidickych fazi, ve kterych je umisté-
na rezistence wii¢i tetracyklinu, za kontroly
tryptofdnového promotoru-operdtoru
Strategie pro sestrojeni vyluovaciho pro-
stfedku schopného pfijimat rozli€né hetero-
logické polypeptidické geny pro expresi od-
povidajicich bilkovin ve formé fazi s trp LE'
polypeptidem pod kontrolou tryptofdnového
operénu, zahrnuje zkonstruovani plasmidu
majiciho nésledujici charakteristiky:

1. Rezistenci vii¢i tetracyklinu, kterd se
viak miZe ztratit v pfipadg, Ze se odstrani
promotorovy-operdatorovy systém kontrolu-
jicl geny specifikujici takovou rezistenci;

2. Odstranéni promotorového-operatoroveé-
ho systému, ktery kontroluje rezistenci vici
tetracyklinu, a op&tovné uzavieni ziskaného
linedrniho fragmentu do kruhového tvaru
navazéanim zvoleného heterologického genu
a tryptofanového promotorového-operatoro-
vého systému ve vhodné translatni fdzi
vzhledem k nému, ¢imZ se obnovi rezisten-
ce vi€i tetracyklinu a v disledku toho se
umoZn{ identifikace plasmidu obsahujici
vloZeny heterologicky gen.

Ve struénosti lze shrnout, Ze v souhlase s
povahou uvazovanych vloZenych sekvenci
je Gfelem sestrojit linearni ¢ast DNA majici
Pst zbytek na svém 3° konci a Bgl II zbytek
na svém 5° konci a vézajici gen specificky
schopny vytvaret rezistenci viiéi tetracykli-
nu, kdyZ se uvede pod kontrolu promotoro-
vého-operatorcvého systému.

Tak naptiklad, jak je zndzornéno na ob-
rdazku 12, se plasmid pBR322 digeruje enzy-
mem Hind III a vy&nivajici Hind III konce
se poté digeruji S1 nukledzou. Posléze uve-
dend digesce spolivd v tom, Ze se na 10 ug
plasmidu pBR322 rozStépeného enzymem
Hind III pésobi v prostiFedi 30 wpl pufru S1
(0,3 mol chloridu sodného, 1 mmol hezvodé-
ho chloridu zinefnatého, 25 mmol octanu
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sodného, pH 4,5) 300 jednotkami nukledzy
S1 po dobu 30 minut p¥i 15 °C.

Reakce se zastavi priddnim 1 wl 30 X S1
pferuSovacihe roztoku pro S1 nukledzu
(0,8 mol tris-base a 50 mmol EDTA), smés
se vyextrahuje fenolem, pak se extrahuje
chloroformem a vysrdZi ethanolem. Ziskany
produkt 45 se digeruje vySe popsanym zpl-
sobem Stépicim enzymem EcoRI a ze vzniklé
smési Stéplt se velky fragment 48 isoluje
PAGE elektroforézou a elektroeluci. Takto
ziskany fragment mé jeden EcoRI ,lepivy"
konec a druhy ,,tupy" konec, jehoZ kdédova-
ci vladkno zafind nukleotidem thymidinem.
Jak bude ukédzano v dal3im popisu, maZe se
S1 digerovany Hind III zbytek zaCinajici
thymidinem pFipojit na Bgl II zbytek vznikly
plsobenim Klenowovy polymerdzy I a po
navazani rekonstituovat Bgl II restrikéni
misto.

Plasmid pSom 7 A 2, pFipraveny zplisobem
popsanym vySe v prikladu 1, se digeruje en-
zymem Bgl II a ziskany fragment s Bgl II
zdchytnymi konci se pFevede postupem s
Klenowovou polymerdzou I, za pouZiti v8ech
CtyF desoxynukleotidtrifosfat, na dvouvlak-
f1ovy.

Vznikly produkt se rozStépi enzymem
EcoRI a nésledujici isolaci menSiho frag-
mentu 42 pomoci PAGE elektroforézy a e-
Jektroeluce se ziska linedrni ¢ast DNA ob-
sahujici tryptofdnovy promotor-operdtor a
kodony nejblizsi LE® sekvence za Bgl II §ts-
picim mistem [, LE‘ (p)*). Tento linedrni
fragment méa jednak EcoRI konec a jednak
Htupy konec vznikly doplnénim v Bgl II
misté.

Bgl II misto se v3ak rekonstituuje navézé-
nim ,,tupého* konce fragmentu 42 na ,,tupy"
konec fragmentu 46. Oba posléze zminéné
fragmenty se uvedenym zplisobem navazi v
pritomnosti T4 DNA ligdzy za vzniku znovu
do kruhu uzavieného plasmidu pHKY 10
(viz obr. 12), kterym se transformuji buiiky
bakterii E. coli kmene 294.

Vypéstované, vici tetracyklinu rezistentni
buiiky nesouci rekombinovany plasmid pHKY
10 se vyisoluji, plasmidickd DNA se vyex-
trahuje a poté se postupné digeruje restiké-
nimi enzymy Bgl 11 a Pst, velky fragment zis-
kany 3tépenim se isoluje PAGE elektroforé-
zou a elektroeluci. Ziskd se linedrni Cast
DNA majici Pst a Bgl Il zdachytné konce.

Tento DNA fragment 49 obsahuje poda-
te€ni replikaci a je proto vhodny jako prvni
komponenta pro konstrukci plasmidl, ve
kterych oba geny, gen kodujici bilkoviny fu-
zované s trp LE‘ polypeptidem a gen kédu-
jici rezistenci viaci tetracyklinu, jsou kon-
trolovdny trp promotorem-operatorem.

Plasmid pSom7 A2 A4, pFipraveny zpi-
sobem popsanym v prikladu 4, lze zpraco-
vat tak, aby poskytnul druhou komponentu
potfebnou pro sestrojeni systému schopného
pfijimat rozli¢né heterologické strukturalni
geny. Jak je uvedeno na obr. 13, podrobi se
zminény plasmid Castetné digesci restrike-
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nim enzymem EcoRI (viz pfiklad 4) a pak
digesci enzymem Pst, a fragment 51 obsa-
hujici trp promotor-operdtor se isoluje PAGE
elektroforézou a mnésledujici elektroeluci.

Parcidlni digesce enzymem EcoRI se musi
provadeét proto, aby se ziskal fragment roz-
Stépeny v sousedstvi 5° konce somatostati-
nového genu, ale nerozstépeny v EccRI mis-
té prfitomném mezi genem pro ampicilinovou
rezistenci a trp promotorem-operatorem.
Ampicilinovd rezistence ztracend Stépenim
enzymem Pst I v ap® genu se dd znovu ob-
novit po vazbé s fragmentem 31.

Jako prvni ukdzka tFeti komponenty po-
tfebné pro konstrukci nového plasmidu je
uveden strukturdlni gen pro thymosin alfa
jedna. Pripravi se tak, Ze se plasmid pTh a1
podrobi digesci enzymem EcoRI a BamHI a
ziskany fragment 52 se Cisti PAGE elektro-
forézou a elektroeluci.

Uvedené t¥i genové fragmenty 49, 51 a 52
se navzdjem navazi ve spravné orientaci, jak
je zndzornéno na obr. 13, za vzniku plasmi-
du pThe7 A1A4, ktery lze pri kultivaci
vybrat na zdkladé jeho obnovené ampicili-
nové a tetracyklinové rezistence. Po trans-
formaci bakterii E. coli kmene 294 a po kul-
tivaci bunék za podminek analogickych tém-
které byly popsédny v prikladu 1, se ziské
plasmid vylu€ujici fazovanou bilkovinu s
trp-polypeptidem LE‘, ze kterého lze speci-
ficky od&tépit thymosin alfa jedna pilsobe-
nim bromkyanu.

KdyZ se podobnym zplisobem mavdzi jiné
strukturdini heterologické geny majici EcoRI
a BamHI zakonfeni s komponentami odvo-
zenymi z plasmidl pHKY 10 a pSom 7 A2 A4,
ziskajl se analogicky ufinn& flzované bil-
koviny s trp LE‘ polypeptidem, obsahujici
polypeptidy, pro které jsou prislusné hete-
rologické geny kodovany.

Na obr. 11 jsou zndzornény wysledky dé-
leni celkové bunétné bilkoviny ziskané z
transformantt E. coli kmene 294, elektro-
forézou na SDS-polyakrylamidovém gelu,
pridemZ nejintenzivn&jsi pasy v kazdém z
uvedenych piipadi plredstavuji produkty
fiazovanych bilkovin vzniklé pod kontrolou
tryptofdnového promotorového-operatoroveé-
ho systému.

Na drédze 1, obr. 11 je pro kontrolu zud-
zornéného rozdéleni celkové bunétné bilko-
viny ziskané z bakterii E. coli 294/pBR322.
Drdha 2 znézoriiuje rozdéleni fizovaného
produktu obsahujiciho somatostatin, ziska-
ného z plasmidu pSom 7 A 2 A 4 pripravené-
ho zplisobem popsanym v pfikladu 4. Dréaha
3 zndzoriiuje rozdéleni produktu wylucovani
7 plasmidu pSom 7 A 1 A 4, obsahujiciho so-
matostatin. Drédha 4 znazoriiuje rozdéleni
produktu exprese z plasmidu pTh a7 A1 A 4,
a drdaha 5 znézoriiuje rozdélenl produktu
vyluCovaného z plasmidu ziskaného spoje-
nim shora popsanych fragmenti odvoze-
nych z plasmidd pHKY 10 a pSom7 A2 A 4
se strukturdlnim genem koédujicim lidsky




238646

31

proinsulin, zakonfenym EcoRI a BamH I
konci a pfipravenym ¢astetné jednim z au-
tordl tohoto vynélezu.

Dréhy 6 a 7 zndzoriiuji, jako nejintenziv-
néjsi pés, bilkovinu fizovanou s trp LE‘ po-
lypeptidem, ze které lze specificky odstépit
B a A fetézce lidského inzulinu. Strukturél-
ni geny pro inzulin B a A se ziskajl digesci
plasmid@i pIB1, popiipadé pIAll, restrikéni-
mi enzymy EcoRI a BamH I; konstrukci u-
vedenych plasmid® popsali D. V. Goeddel se
spolupracovniky v &asopisu Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA 76, 106 (1979). V dréaze 8
je znazornéna poloha standardi.
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Atkoliv je zpisob podle vyndlezu po-
psdn v jeho nejvyhodnéjSim provedeni za
pouZiti bakterii E. coli, lze jako hostitel-
skych bunék pro vylutovani a jako zdroji
pro trp-operdny pouZit i jinjch enterobak-
terii, ze kterych lze uvést napriklad Salmo-
nella typhimurium a Serratia marcesans.
Zplsob podle vyndlezu neni proto omezen
na popsané vyhodné provedeni, ale jen na
pravni rozsah vyplyvajici z ndsledujicich
bodll pfedmétu vynélezu.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob Stépeni dvojvlaknové DNA v
kterémkoliv daném bodé&, vyznadujici se tim_
ze

a) dvojvidknovda DNA se prevede v okoli
obklopujicim dany bod na jednovldknovou
DNA,

b} na jednovidknovy tusek vytvofeny ve
stupni a) se hybridizuje komplementarni
délka jednovldknového DNA priméru, pfii-
temZ 5° konec priméru leZi na cpalné stra-
né nukleotidu pripojeného k zamy$lenému
Stépicimu mistu,

c) obnovi se ta ¢ast druhého vldkna eli-
minovaného ve stupni a), kterda leZi v 3
sméru od uvedeného priméru, reakci s DNA

polymerdzou v pritomnosti trifosfatli deso-
xynukleotid@i obsahujicich -adenin, thymin,
guanin a cytosin a

d) digeruje se =zbyvajici jednovldknova
délka DNA, kterd vyénivd za zamySlenym
St8picim mistem.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, Ze se stupné c¢) a d) provadéji soudas-
né reakci s DNA polymerédzou, kterd poly-
meruje ve sméru 5° - 3‘, je exonukleolyticka
ve sméru 3‘- 5% ale neni exonukleolyticka
ve sméru 5° - 3°,

3. Zplsob podle bodu 2, vyznadujici se
tim, Ze se stupné c) a d) provadégji soudas-
né reakci s Klenowovou polymerdzou I.

14 listlt vykresi
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