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Predmé&tem vyndlezu je zplsob syntézy
eukaryotické bilkoviny pfi pouZiti mikroor-
ganismu, pfi némZ se mikroorganismus
transformuje vektorem pro pfenos DNA, se-
stdvajicim =z bakteridlntho genu s vilené-
nym sledem nukleotid, ktery je ko6dem pro
eukaryotickou bilkovinu s néslednym pés-
tovanim mikroorganismu za podminek, do-
volujicich expresi bakteridlniho genu, vy-
znacujicli se tim, Ze vilen&ny sled sestava
z cDNA, kterd je kdodem alespoil pro &ast
eukaryotické bilkoviny, vektor pro pPenos
DNA ‘sestdvd z bakteridlniho genu, obsahu-
jiciho alespoii oblast, Fidici pofatek trans-
kripce a podatek translace a vclen&ny sled
je uloZen vzhledem k bakteridlnimu genu
tak, Ze jakmile dojde k pocatku transkrip-
ce a translace pfi pé&stovani transformova-
ného mikroorganismu za podminek, dovolu-
jicich expresi bakteridlniho genu, doch4zi
také k transkripci a translaci uvedeného
sledu, takZe transformovany mikroorganis-
mus syntetizuje eukaryotickou bilkovinu ne-
bo chimérni bilkovinu, kterd obsahuje eu-
karyotickou bilkovinu jako termindlni sled
aminokyselin na zakon¢eni, na némZ se na-
chézi karboxylové skupina.
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Pokrok v technologii rekorbinantni DNA
umoZiiuje - izolovat specifické geny a jejich
¢dsti z vys8ich organismil, napfiklad z ¢lo-
vE&ka a dal3ich savcii a pienést tyto geny
nebo jejich fragmenty do riiznych :druhil
mikroorganismii, napriklad bakterii nebo
kvasinek. Takto pfeneseny gen podléhé rep-
likaci .a propagaci pfi rozmnoZovéni trans-
formovaného mikroorganismu. V ditsledku
tocho miiZe transformovany mikroorganis-
mus nabyt schopnost vyrdbét bilkovinu, pro
kterou je gen nebo jeho fragment kédem,
pFitemZ miZe jit 0 enzym, hormon, antigen,
protildtku nebo o <&édsti t&chto sloufenin.
Mikroorganismus déale prené3t tuto ziska-
nou schopnost, tak¥e ve skutefnosti vzniké
pfi pFenosu novy kmen s uvedenymi vlast-
nostmi. Tyto postupy byly popsdny napfi-
klad v publikaci Ullrich A. a dal3i, Science
196, 1313 (1977) a Seeburg, P. H. a dal3f
Nature 270, 486 (1977). ZA&kladni skutef-
nosti, kterd podmitiuje pouZiti této techno-
logie pro praktické udely je to, Ze DNA
v8ech Zivych organismii, od mikroorganis-
mi aZ po d&lovéka je chemicky pfFibuznéd
a skldadéd se ze stdle stejnych Ctyf nukleoti-
dfi. Podstatné rozdily spodivaji ve sledu
t&chto nukleotidfi v polymerni molekule
DNA. Sled nukleotidili se uZivd k charakte-
ristice sledu aminokyselin v bilkoving, jiZ
je pak schopen mikroorganismus vyrébét.
PiestoZe vé&t8ina bilkovin rdznych organis-
mid se 'od sebe 1i81, vztahy mezi kddem, to
je sledem nukleotidd a sledem aminokyse-
lin je v z4sad® stejny pro vSechny druhy
organismfi. Napfiiklad tyZ sled nukleotidd,
ktery je kédem pro sled aminckyselin v
ristovém hormonu v lidském podvéska
mozkovém je po pfenosu do mikroorganis-
mu kédem pro vznik téhoZ sledu aminoky-
selin.

Zkratky, uzZivané v prib&hu piihldasky jsou
uvedeny v nésledujici tabulce 1:

TABULKA 1

DNA kyselina desoxyribonukleové

RNA kyselina ribonukleov4

cDNA komplementarni DNA, enzyma-
ticky syntetizované ze sledu
mRNA

mRNA RNA pro p¥enos do komple-
mentarniho Fetdzce (messen-
ger)

dATP desoxyadenosintrifosiat

dGTP desoxyguanosintrifosfat

dCTP desoxycytidintrifosfat

HCS lidsky choriovy somatomamo-
iropin

TCA kyselina trichloroctové

HGH lidsky rfistovy hormon

A adenin

T thymin

G guanin

Cc cytosin

&) uracil

4

Tris 2-amino-2-hydroxyethyl-1,3-
-propandiol

EDTA kyselina ethylendiamintetra-
octové

ATP adenosintrifosfat

‘TTP thymidintrifosfat

RGH krysi réistovy hormon

-Kédové vztahy mezi sledem nukleotidd v
DNA a sledem aminokyselin v bilkoving jsou
obecné zndmy jako geneticky -kéd .-a .jsou
uvedeny v tabulce 2.

TABULKA 2
Geneticky koéd
fenylalanin (Phe) TTK
leucin (Leu) ‘ XTY
isoleucin (Ile) ATM
methionin (Met) ATG
valin (Val) GLT
serin (Ser) QRS
prolin (Pro} CCL
threonin (Thr) ACL
alanin (Ala) GCL
tyrosin [Tyr) TAK
terminadéni signél TAJ
terminadéni signél. TGA
histidin (His) CAK
glutamin (Gln) CAJ
asparagin (Asn) AAK
lysin (Lys) AA]J
kyselina asparagova (Asp) GAK
kyselina glutamova (Glu) GA]J
cystein [Cys) TGK
tryptofan (Try) TGG
arginin {Arg) WGZ
glycin (Gly) GGL

Kli¢: KaZdy triplet pismen znameni tri-
nukleotid mRNA se zakon@enim 5‘ na levém
konci a se zakondenim 3 na pravém kon-
ci. Pismena znamenaji purinové nebo pyri-
midinové béaze, které tvofl sled nukleotidd.

adenin

guanin

cytosin

thymin

T nebo C v pfipads, Ze Y zna-
mend A nebo G

C v- pfipadg, Ze Y znamenéd C
nebo T

A, G, C nebo T v :.pfipads, Ze
X znamen4 C

A nebo G v pfipadé, Ze X:zna-
menad T

C nebo A v pfipad&, ¥e-Z zna-
mené A nebo G

C v piipadég, Ze-Z znamené: C
nebo T '

A, G, C nebo T:v piipadsg,:Ze
W znamené C

A nebo G v piipads, e W:zna-
menéd A

N N £ £ < < X xHdaoe»
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QR TC v ptipad8, Ze S znamena A,
G,CneboT

QR AG v pfipadé&, Ze S znamena T

nebo C

A, G, C nebo T v pfipads, Ze

QR znamené& TC

T nebo C v pFipadég, Ze QR zna-

menéd AG

A nebo G

T nebo C

A, T, C nebo G

A, Cnebo T

v

2eR=

DfleZitou vlastnosti kodu je skutefnost,
Ze ka*d& aminokyselina je charakterizova-
ma sledem trinukleotidii, nukleotidovym
tripletem. Fosfodiesterové vazby, které spo-
juji triplety jsou chemicky nerozeznatelné
od . ostatnich mezinukleotidovych vazeb v
DNA. Z toho vyplyva, Ze sled nukleotidil ne-
mii¥e byt odedten jako kdd pro sled amino-
kyselin bez dalsi informace, kterd se tyka
zplisobu odedteni, to je bez daldi informace,
kterd se tyka seskupeni tripletfi, kterd je
pro butiku genetickym poselstvim.

PFedm#tem vyndlezu je zplisob syntézy
eukaryotické bilkoviny pfi pouZiti mikrocr-
ganismu, pfl némZ se mikroorganismus
transformuje vektorem pro pfenos DNA, se-
stdvajicim z bakteridlniho genu s vflené-
nym sledem nukleotid(i, ktery je kddem pro
eukaryotickou bilkovinu s néaslednym pés-
tovénim mikroorganismu za podminek, do-
volujicich expresi bakteridlniho genu, vy-
-znatujic se tim, Ze vélendny sled sestidva
.Z cDNA, kterd je kddem alespoii pro ¢&st
eukaryotické bilkoviny, vektor pro pfenos
DNA sestdvd z bakteridlniho genu, obsahu-
jiciho alespoii oblast, ¥idici poddtek trans-
‘kripce a pocatek translace a vilen&ny sled
je uloZen vzhledem k bakteridlnimu genu
tak, Ze jakmile dojde k podéatku transkripce
a translace pri p8stovdni transformovaného
mikroorganismu za podminegk, dovolujicich
expresi bakteridlniho genu, dochdzi také k
transkripci a translaci uvedeného sledu,
takZe transformovany mikroorganismus syn-
tetizuje eukaryotickou bilkovinu nebo chi-
mérni bilkovinu, kterd chsahuje eukaryotic-
kyselin na zakonceni, na ném% se nachézi
karboxylova skupina.

Rada technik pro vznik rekombinantni
DNA uZivd dvou skupin sloudenin, a to vek-
tortt pro prenos a restrikénich enzymi. Vek-
torem pro pfenos je molekula DNA, kterd
-mimo jiné obsahuje genetickou informaci,
zajidtujici viastni replikaci této kyseliny po
pfenosu do kmene mikroorganismu,. Prikla-
dem vektord pro prenos, b&Zné& uZivanych
v bakteridlni genetice jsou plazmidy a DNA
nékterych bakteriofdgl. PFestoZe plasmidy
byly a jsou uZivany jako vekiory ve shora
‘uvedeném smyslu, je ziejmé, Ze je moZno
-uZit i odlidné typy vektor®. Plazmid je ter-
min, kterym se oznatuje autonomns se rep-

8
likujici DNA, tak jak je moZno ji nalézt v
mikrobidlni bufice, pfifemZ je odlisna od
vlastniho genomu hostitelské builky. Plaz-
mid proto neni geneticky vdzan na chromo-
zom ‘hostitelské buiiky. Plazmidovd DNA
existuje jako kruhovad struktura s dvojim

- TetBzcem o0 molekulové hmotnosti Fadu né-

kolika miliént daltont, i kdyZ nékteré mo-
lekuly maji molekuldrni hmotnost vét${ neZ
108 daltoni. Tyto velké molekuly v3ak tvori
obvykle pouze maly podil celkového mnoZ-
stvi DNA v bufice. DNA, ktera je vektorem
pro pienos je obvykle odd&litelnd od hosti-
telské DNA wvzhledem k velkému rozdilu
mezi rozmérem molekul obou uvedenych ky-
selin. Vektory nesou genetickou informaci,
kterd jim umoZiluje replikaci v rdmci hosti-
telské buriky, a to v nékterych pripadech
nezévisle na rychlosti déleni hostitelské
butiky. Nékteré plazmidy maji tu vlastnost,
Ze tychlost jejich replikace je moZno Fidit
zménami riistovych podminek hostitelské
buriky. Plazmidové DNA existuje jako u-
zavieny kruh. Vhodnym zplisobem je v3ak
moZno tento Kruh otev¥it, vsunout fragment
heterologni DNA a kruh znovu uzavrit, ¢imZ
vzn'kd zvet3end molekula, kterd obsahuje
vsunuty segment DNA. V tomto smyslu mil-
7Ze naptfiklad DNA bakterioféga nést segment
heterologni DNA, ktery je vsunut na misto
nékterého z nepodstatnych gen@t bakterifa-
ga. V kaZdém pfipadé vektor slouZi pro p¥e-
nos vsunutého fragmentu heterologni DNA.
Prenos se uskutediiuje zpftisobem, ktery
je znam jako transformace. V priib&hu trans-
formace dochéazi ke v&lenéni molekuly plaz-
midd do bakteridlnich buné&k, které byly
smiseny s plazmidovou DNA. Zasadni pri-
béh tohoto zplisobu neni zcela zndm, plso-
benim n&kterych pokusné zjiSténych vlivl
je viak moZno dosdhnout toho, aby co nej-
vetsi tast uZitych bakteridlnich buné&k pfi-
jala plazmidovou DNA a byla transformova-
na. Jakmile je plazmid vélenén do buriky,
dochézi k jeho replikaci v ramci této buiiky
a replikovany plazmid se dostdva 1 do dce-
Ffinych bunék p¥idéleni buliky. Jakdkoli ge-
netickd informace, kterd je obsaZena ve sle-
du nukleotidd plazmidové DNA miiZe byt v
zdsad€ vyjddfena hostitelskou builtkou.
Transformovand hostitelskd builka se ob-
vykle rozeznd pravé vlastnostmi, které zis-
ka vélenénim plazmidu, napfiklad svou o-
dolnosti proti pfisobeni né&kterych antibio-
tik. Rfizné plazmidy jsou rozeznatelné po-
dle svych tlznych schopnosti nebo podle
kombinaci schopnosti, které pPFenaSeji na
hostitelské buiiky, které je obsahuji. Jaky-
koliv plazmid je moZno ziskat ve velkém
mnoZstvi tak, Ze se péstuje Cista kultura
bun&k s jeho obsahem a pak se izoluje z
téchto buné&k plazmidova DNA. ‘
Restrikéni endonukledza jsou hydrolytic-
ké enzymy, které jsou schopny katalyzovat
$tépeni molekul DNA na uréitych specific-
kych mistech. Misto plisobeni restrikéni en-
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donukledzy je moZno stanovit podle existen-
ce specifického sledu nukleotidd. Tento sled
se oznafuje jako misto plisobeni restrikéni
endonukledzy. Byly. izolovany restrikéni en-
donukledzy z mnejrizngjSich zdroji. a tyto
anzymy . byly charakterizovdny svymi misty
plisobeni, to znamend sledem nukleotidd, v
némZ mohou rozstépit molekulu. N&které
restrik&ni endonukledzy hydrolyzuji fosfo-
diesterové vazby v obou Fet&zcich stejnym
zpiisobem, takZe vznikaji ,slepé konce®. Ji-
né restrikéni endonukledzy. katalyzuji hyd-
rolyzu vazeb, které jsou od sehe oddéleny
.Jen nékolika mukleotidy, takZe. dochézi ke
vzniku volnych woblasti s jednoduchym Fe-
tézcem a s vplnou vazbou na ka¥dém konci
roz§tépené molekuly. Tyto jednoduché fe-
-tézce jsou komplementdrni a je jich tedy
.moZno uZit k opdtnému spojeni hydrolyzo-
vané DNA. ProtoZe kaZdda DNA, kterou lze
-5t8pit enzymem uvedeného typu, musf obsa-
hovat totéZ misto pro plisobeni enzymu,
vzniknou vZdy tytéZ komplementdarni konce,
takZe je moZno spolu spojit heterologni sle-
dy DNA po 3t&peni restrikéni endonukled-
.Zzou s jinym sledem, ktery byl $t8pen stej-
nym zphsobem. Tento postup je popsan na-
pfiklad v publikaci Roberts R. ]J., Crit. Rev.
Biochem, 4, 123 (1976). Mista pro St&peni
-restrik¢ni endonukledzou se vyskytuji po-
m&rn& vzacné, obecnd pouZitelnost restriké-

nich endonukledz v3ak byla podstatnd roz- -

o

gifena chemickou syntézou oligonukleotidil
s dvojim Fet8zcem a s obsahem sledu, ktery
je mistem pro plsobeni t&chto enzym@. Z
tohoto diivodu je moZno zdsadn& jakykoli
segment DNA véazat na jakykoli jiny seg-
ment jednoduchym zpusobem tak, Ze se na
jeho konce navaZe ptisludny oligonukleotid
s obsahem mista pfisobeni pro restrikéni
endonukledzu produkt hydrolyzy po plsobe-
n{ piisludné restrikéni endonukledzy ma po-
Zadované komplementdrni konce. Tento po-
stup je popsan napfiklad v publikaci Hey-
neker H. L. a dal%i, Nature 263, 748 [1976)
a Scheller R. H., a dalsi, Science 198, 177
(31977). DileZitou vlastnosti rozd8leni mist
pro plisobeni restrikéni endonukledzy je sku-
tednost, Ze tato mfista jsou rozloZena zcela
ndhodné ve sledu nukleotidd, zejména po-
kud. jde. o zpiisob odeditdni genetické infor-
mace. Z toho vyplyva, Ze 5tépeni restrikéni
endonukledzou miZe nastat mezi sousedni-
.mi kodony nebo i uvnit¥ jediného kodonu.

K-dispozici jsou také obecn&j8i zpflisoby
Ftépeni DNA, kterych je moZno uZit k modi-
fikaci jednotlivfch zakon&eni. Je napiiklad
moZno uZit celou fadu nespecifickych endo-
nukledz, Tyto enzymy pak 5t8pi DNA zcela
nahodn& mna rfznych mistech. Zakon¢eni
mohou byt modifikovdna vazbou riiznych
sledd dA + dT nebo dG + dC, $imZ vznik-
nou mista pro pisobeni enzymu bez nutnosti
navézani specifickych sledd.

P¥i pouZiti rekombinantni techniky pro
DNA bylo moZno izolovat geneticky kéd pro
krysi rlistovy hormon a tento kéd déle &istit,

vilenit do plazmidu jako vektoru a pfevést
do mikroorganismu Escherichia coli, &im¥
vznikl kmen Escherichia coli s genetickou
schopnost! produkovat krysi rlstovy hor-
mon.

Existence takového organismu mé poten-
cidlné velkou cenu pro farmaceuticky pri-
mysl. Ristovy hormon saved. je velmi tzce
vdzdn svoji strukturou .a.zejména sledem
aminokyselin, PrestoZe ‘hormony jednoho
druhu jsou 1éinné i u .jinfch druhdé, nenf
tomu tak ve v3ech p#ipadech. Napfiiklad
ristové hormony Zivodichdi, odlidnych od
primétd, jsou nedéinné u lidi. Hormon je
produkovin podv&skem mozkovym ve velmi
malém mnoZstvi. Z tohoto divodu mohly
byt aZ dosud doddvky piipravku s riistovym
hormonem, zejména lidskym réstovym hor-
monem velmi malé. Z tohoto dfivodu je ta-
ké nesmirné& omezen vyzkum tohoto hormo-
nu. MoZnost produkce rfistového hormonu
Clovéka i jinych Zivodichfi by méla obrov-
sky vyznam ve farmakologii, 1ékatstvi, ve-
terindrnim lékafistvi i chovu dobytka. Podé-
vanim riistového hormonu je moZno 16&it
nékteré odchylky lidského rfistu a vyvoije.
Hormon je mo%no ziskat z mrtvych lidi a
je moZno jej Zit v téZkych piipadech trpas-
lictvi, zpfisobeného nedostatednou &innosti
podvésku mozkového. V souasné dobé sto-
ji toto 1éc¢eni 5000 dolarfi ro¢né& jednoho ne-
mocného. Bylo by zapotfebi 1&€it kaZdy rok
1000 novych pacientfl, pfestoZe vzhledem k
vysoké ceng je tato moZnost omezena jen
na nejtdZsi p¥ipady. V pfipadg, Ze. by bylo
moZno ‘hormon dodivat za niZ$i cenu, bylo
by moZno 1é¢it pFibliZn& 10 000 daldich ne-
mocnych, jejichZ stav je ménd vainy, kteii
by v8ak pFesto lé¢bu potfebovali. Mimoto
je zlejmé, Ze pouZiti rdstového hormonu by
bylo velmi ucelné i u jinych onemaocnéni,
napfiiklad pri krvaceni do trdvici soustavy,
pFi hojeni zlomenin a jinych drazd a u me-
tabolickych onemocnéni kosti. V- soutasné
dobé viak neni k dispozici dostatefné mnoz-
stvi hormonu, aby bylo moZno prokézat
afinnost této 1é¢hy.

Ristové hormony zvifat maji rovndZ své
pouZiti, zvla5té v piipadech chovu na :Zir,
kde je obvykle nutno dosdhnout rychlé. zra-
lostl a velké hmotnosti zvifete p¥i soudasné
co nejvétdi preméns krmiva na bilkoviny.
V pfipadég&, Ze se gen ristového ‘hormonu
pfenese do mikroorganismu, - je. moZno.-vy-
vinout technologii, umoZilujici vyrobu résto-
vého hormonu v Zadaném mnoZstvi z Zdda-
ného zdroje pfi zlomku dnesni ceny. :Bylo
viak zji§téno, Ze pii pfenosu genu pro ris-
tovy hormon do mikroorganismu nebylo
moZno na zafdtku dosdhnout vyroby wiisto-
vého hormonu ani prokédzat sebemens$i
mnoZstvi rdstového hormonu v pouZitém
mikroorganismu.

Pfi pouZiti rekombinant DNA tak, jak:to
bylo popsdno v prihldSce: & 897 709 .a ve
shora uvedené publikaci- Ulrich A. bylo



218257

‘mo¥no izolovat a d&istit geneticky kéd pro
krysi inzulin a v&lenit tento kéd do plazmi-
du a tento vektor pak prenést do mikroor-
ganismu Escherichia coli, ¢imZ vznikl kmen
Escherichia coli s genetickou schopnosti vy-
rédbét krysi inzulin. Existence takového or-
ganismu md velky potencidlni vyznam pro
farmaceuticky priimysl a pro léka¥stvi. AZ
dosud jsou nemocni cukrovkou zdvisli na
dodédvce inzulinu, ktery je extrahovan ze
slinivky brisni, ziskdvané z jatek. Celkové
poZadavky na dodavku inzulinu patrné brzo
pPekrofi moZnost této dodavky. Mimoto né-
ktefi nemocni jsou precitlivéll na hovézi
nebo vepfovy inzulin, ktery se k tomuto
Gfelu bé&Zné uziva. Bylo by proto Zadouci
vyrébét lidsky inzulin v co nejvét§im mnoz-
stvi. PFi prenosu inzulinovéhe genu do mik-
rogorganismu je moZno vyvinout fermentac-
ni technologii, kterd umoZni vyrobu inzuli-
nu v poZadovaném mnoZstvi z poZadované-
ho zdroje. Prozatim vSak v pfipadé inzuli-
nového genu po jeho pfenosu do mikroor-
ganismu nebyla pozorovana exprese tohoto
genu.

Termin ,exprese” je uZivan k vyjadfeni
skutefnosti, Ze organismus velmi ziidka vy-
uZivd vBech genetickych schopnosti v ja-
kémkoli daném ¢ase. I v pomé&rné jednodu-
chém organismu, napfiklad v bakterii, ne-
doch4dzi k syntéze celé Fady bilkovin, kieré
by buiika byla schopna produkovat, mi#s
viak k jejich syntéze dojit za vhodnych
zevnich podminek. V pripadé, Ze se bilko-
vina, pro niZ je k6dem dany gen skutetné
produkuje, nazyva se tato skutednost ex-
presi genu. V pripadé, Ze se bilkovina ne-
produkuje, k expresi genu nedochdzi, Ob-
vykle je moZno expresi genli v Escher‘ch’a
coli Fidit tak, jak bude dédle ogbecn® uvedeno,
napfiklad tak, Ze bilkoviny, jejichZ funkce
neni v daném prootfedi vyhodnd, se nepro-
dukuji a metabolickd energie se uchovava.
Je moZno uvést n&kolik hypoctéz na vysvétle-
ni pocCatetniho nedspéchu pFi expresi eu-
kariotického genu v Escherichia coli. Bylo
zji§t&no mnoho rozdild mezi expresi pro-
kariotického genu a eukariotického genu
i kontrolnich genti. Objev v&len&nych sledd,
které prerusuji sledy, které jsou kédem pro
nékterou z bilkovin u mnoha eukarictickych
genll, dal vznik domnénce, Ze je¥td dalsi
strukturni rozdily mohou nepriznivé ovlivnit
schopnost prokariotickych gen@t k expresi
eukariotické DNA. Tyto skutednosti byly po-
drobné&ji uvedeny napiiklad v publikacich
Tilghman S. M. a dal3i Proc. Nat. Acad.,
, §ci USA 74, 4406 (1977), a Jeffreys A. ]. a
. Flavell], R. A. Cell 12, 1097 (1977). Je moZné,
#e eukariotickd DNA obsahuje sled nukleo-
" tidd, ktery se chybné interpretuje p¥i bakte-
ri4dlni transkripci nebo pFi pouZiti trans-
la¢nich enzymi. Pfestofe univerzdlnost ge-
netického kédu je uznavanou skutednosti,
neni dostatetn& vysvétleno pozorovdni, Ze

nékteré kodony jsou v eukariotické DNA .

zfejmé preferovany. Je dobfe zndmo, Ze Ii-
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dici prvky, které reguluji dobu a mno#Zstvi
exprese u gent Zivych bunék, jsou velmi od-
li3né od prvkid bun&k vy3Sich eukariotd,
napfiklad krysy nebo c¢lovéka, neZ je tomu
u prokariotdi, napfiklad u Escherichia coli.

Zpasob, jimZ se Fidi exprese genu u Esche-
richia coll je jiZ doble zndam v dasledku in-
tenzivnich vyzkumt, které byly provadény
v pribé&hu poslednich 20 let. Tyto pokusy
byly popsany napfiklad v publikacich Hayes
W., The Genetics of Bacteria And Their Vi-
ruses, 2. vydéni, John Wiley a Sons, Inc,,
New York {1968) a Watson J. D., The Mole-
cular Biology of the Gene, 3. vydani, Ben-
jamin, Menlo Park, California {1976). Tyto
studie prokéazaly, Ze né&které geny, obvykle
ty, které jsou kéddem pro bilkoviny s p¥ibuz-
nymi funkcemi v buiice, jsou obvykle v kon-
tinudlnim sledu. Tento sled se nazyvé ope-
ron. V3echny geny v operonu se transkrigu-
j1 v tomtéZ sméru, p¥iCemZ se zafind od
kodonu, ktery je kddem pro N-terminglni
am’nokyselinu prvni bilkoviny ve sledu a
pak se pokraCuje aZ do C-termindiniho za-
koneni posledni bilkoviny v operonu. Na
zacCatku operonu v blizkosti kodonu pro N-
-termindIni aminokyselinu existuje oblast
DNA, kterd se nazyva tidici oblast a ktera
obsahuje celou Fadu Fidicich prvka véetnd
operétoru, promotoru a sledd pro ribosomal-
ni mista vazby. Funkce téchto mist spofiva
v tom, Ze Fidi expresi geni, jejichZ exprese
odpovidd okamZitym potFfebam organismu.
Napfiklad geny, které jsou kédem pro en-
zymy, vyuZitelné vylutné ke Stépeni lakts-
zy, jsou Fizeny tak, Ze nedochdzi k jejich ex-
presi dfive, neZ se v Zivném prostfedi objevi
lakt6za nebo néktery z jejich analogfi. Kon-
trolni oblasti, kterych e nutné zapotfebi k
expresi, jsou Fidici oblasti pro pofatek
transkripce a pro poldtek translace. Expre-
se prvaiho genu ve sledu zavisi na podéatku
transkripce a tramslace v poloze, kteri je
kédem pro N-termindlni aminokyselinu prv-
ni bilkoviny operonu. Pak dochédzi k expresi
kaZdého genu po Fadé tak dlouho, aZ doijde
k terminaénimu signélu nebo aZ je zaFazen
do Fidici oblasti jiny operon, ktery ¥idi od-
povéd na jiné seskupeni podminek zevniho
prostfedi. PrfestoZe od tohoto schématu mia-
Ze dojit k celé Fad& odchylek, je dileZitou
skute¢nosti, Ze gen musi byt piesnd uloZen
vzhledem k Fidici oblasti, zejména pokud
jde o pocatek transkripce a podatek trans-
lace, aby mohlo dojit k jeho expresi v pro-
kariotickém organismu jako je Escherichia
coli.

Bylo prokédzdédno, Ze je moZno vélenit do
operonu geny, které nejsou béZnou ¢4sti to-
hoto operonu. Klasicky priikaz této moZnosti
byl podéan v publikaci Jacob F. a daldi,
J. Mol. Biol. 13, 704 (1965). Tato publikace
popisuje postup, pfi némzZ byly geny, které
byly kody pro enzymy biosyntézy purinfi
pieneseny do oblasti, Fizené operomem pro
laktézu. DoS8lo k tkazu, kdy exprese genu



218257

11

pro biosyntézu uvedeného enzymu byla po-
tlaéena v mepfitomnosti laktézy nebo ana-
logu laktézy a nebylo moZnoji vyvolat pod-
minkami, které jinak b&Zn& vyvolaly ex-
presi.

Kromée operatoru, ktery ridi iniciaci trans-
kripce genf, existuji jeSt&€ kodony, jejichZ
funkeil je zastavit dalSi syntézu a které tedy
urtuji C-termindlni zakonfeni dané bilko-
viny. Tyto kodony byly uvedeny v tabulce 2
a jsou nazyvany terminalnimi signdly nebo
také kodony bez vlastniho smyslu, protoZe
nejsou b&Znym kdédem pro Zadnou aminoky-
selinu. V piipadé, #e dojde ke znifeni ter-
minafniho signdlu mezi strukturdlnimi geny
operonu, dochézi ke vzniku spojenych ge-
nh, které mZe mit za nésledek produkci
chimérniho proteinu, ktery sestdva z dvou
sled{t aminokyselin podle p¥isludnych genq,
pFitemZ tyto sledy jsou mezi sebou vazany
peptidovou vazhou. Ze skutetn¥ dochdzi k
produkci chimérnich bilkovin pFi spojeni
genfi, bylo prokazdno v publikaci Benzer S.
a Champe S. P., Proc. Nat. Acad. Sci, USA
48 114 (1962).

Byl také pfipraven vektor pro pienos re-
kombinantniho plazmidu s obsahem té &4sti
operonu pro laktézu, kter4d obsahuje ope-
rator, promotor a podstatnou &4st struktu-
rdlniho genu pro prvni enzym operonu, kte-
rym je g-galaktosiddza. Tento postup byl
popsén v publikaci Polisky B. a dalsi, Proc.
Natl. Acad. Sci USA 73, 3900 (1976). Plvod-
ni plazmid byl oznaen pSF2124 jako deri-
vat ColEl a byl popsan v publikaci So M. a
dalsi Mol. Gen. Genet, 142, 239 (1975). Ob-
last operonu pro laktdzu byla ocdvozena od
lambda pac 5 a postup byl popsan v publi-
kaci Shapiro J. a dalsi, Nature 224, 768
{1969) pf¥i spojeni 28S ribosomdélni DNA z
Xenopus lavis bezprostFfedn& za fragmen-
tem genu pro g-galaktosiddzu doSlo k pro-
dukci RNA, schopné hybridizace s 28S DNA
7z Xenopus lavis za pritomnosti induktoru
operonu pro laktézu. Mimoto n&které kultu-
ry produkovaly uréity typ g-galaktosidazy
s vy851 molekuldrni hmotnosti, neZ je hmot-
nost pfirodnfho enzymu, takZe patrné doslo
k syntéze chimérni bilkoviny.

Exprese ni?3tho eukariotického genu z
kvasinek po pifenosu na Escherichia coli
byla popséna v publikaci Ratzkin B a Car-
bon J. Proc. Nat. Acad. Sci, USA 74, 487
(1977) a Struhl D. a Davis R. W, Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 74, 5255 (1977}). V téchto
pokusech mély urcéité klonované geny kvasi-
nek schopnost doplnit nedostatek bakterii,
do nichZ byly p¥eneseny, pPestoZe jiné geny
kvasinek tuto schopnost nemély. PFenesené
geny kvasinek obsahovaly svou vlastni ¥idi-
ci oblast. Prostfedky, jimiZ je moZno doséh-
nout -exprese prenesenim genu z kvasinek
tedy patrné& zdvis{ na pomé&rné vzdcné moZ-
nosti prenosu celého strukturdlniho genu
spolu s jeho Tidici oblasti. Mimoto miiZe
existovat pouze omezené mnoZstvi Fidicich

12

oblasti u kvasinek, jejichZ funkce je zacho-
véna i v bakterialni buiice.

Podstata vynédlezu

Vynédlez se tyka vektoru pro pisnos DNA,
ktery obsahuje eukarioticky gen, .schopny
exprese, dile mikroorganismu, ktery obsa-
huje eukarioticky gen a v némZ dochézi k
jeho expresi, minibuiiky, obsahujici euka-
rioticky gen, v niZ dochézi k jeho expresi a
zplisobu produkce uvedeného plazmidu, mi-
kroorganismu a minibutiky. Pod pojmem
,vektor pro pfenos a expresi“ se rozumi
vektor pro prenos, ktery obsahuje eukario-
ticky gen v takovém umisténi vzhledem Xk
Fidici oblasti, Ze miZe dojit k expresi genu
v mikroorganismu, ktery obsahuje uvedeny
vektor. Podstatnou vlastnosti tohoto typu
vektoru pro pfenos a expresi je skutefnost,
Ze heterologni gen, k jehoZ expresi mé do-
jit, je vazdn na prokarioticky fidici frag-
ment. Ridici fragment mf@iZe sestdvat pouze
Z C4sti Fidici oblasti, kterda zajiStuje iniciaci
transkripce a iniciaci translace a mimoto
miiZe obsahovat ¢ast strukturdiniho genu.
Heterologni DNA musi byt vdzdna na Fidi-
ci fragment takovym zphisobem, aby gene-
tickou informaci bylo moZno odetist. Gene-
tickou informaci je moZno odedist tehdy,
kdyZ tatdZ skupina nukleotidi mé za né-
sledek produkci sprdvnych aminokyselin v
Fidicim fragmentu i heterolognim genu. V
piipadg, Ze heterologni gen je vézan tako-
vym zpusobem, Ze informaci je moZno ode-
Cist plivodnim zpfisobem, dojde pfi expresi
genu, kterd je Fizena Fidici oblasti k vyrob#&
chimérni bilkoviny, v niZ je produkt nor-
malniho genu vadzan na produkt heterolog-
niho genu.

Je tedy moZno zdsadné postupovat dvoiim
zplisobem. Spojenim eukariotického genu s
genem pro vyrobu bilkoviny, b8Zné vyrabs-
né nebo chran&né pred rozpadem, je moZ-
no zvysSit stdlost chimérni bilkoviny. S vy-
hodou dojde k tomu, Ze chimérni bilkovina
projde bun&tnou membranou do riastevéhe
prost¥edi. V tomto pfipadé je pak snadnéj-
81 i ¢iSténi extraceluldrni bilkoviny. Druhou
moZnosti je véazat eukarioticky gen na gen
s Zddoucimi genetickymi vlastnostmi, napfi-
klad na gen, jehoZ fidici oblast md v{hod-
né vlastnosti, které mohou usnadnit pro-
dukci vektoru pro pPenos a expresi, jeho
udrZeni v hostitelské buiice nebo rychlopst
snytézy chimérni bilkoviny.

P¥ikladem prvnitho postupu miZe byt kry-
si rlstov§y hormon. Gern pro krysi ristevy
hormon byl navdzén na gen pro g-laktamé-
zu z Escherichia coli, kterd prendsi.odolnost
proti ampicilinu. V pfipadé, Ze se vektor
tohoto typu uZije k transformaci mikreor-
ganismu, dochédzi u tohoto mikroorganismu
ke schopnosti produkovat chimérni bilkovi-
ny, v nichZ je sled aminokyselin z {asti §-
-laktamézy spojen se sledem aminokyselin
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pro prekursor krysihe riéstového hormonu
RGH. Obdobnym zplisobem bylo moZno spo-
jit gen pro vyrobu krysiho prekursoru pro
inzulin s genem pro produkeci g-galaktosi-
dazy s Escherichia coli a vytvofit vysledny
plazmid. PFi expresi tohoto plazmidu doslo
k produkci chimérni bilkoviny.

Zakladni poZadavek pro pouziti zplisobu
podle vyndlezu je ten, Ze musi vzuniknout
misto §tépeni v oblasti genu, a to v jeho fi-
dici oblasti. Stejnym zp@ischem musi vzuik-
nout misto $tépeni v heterologni DNA na
hranici nebo v blizkosti, avSak vné nukleo-
tidového sledu, ktery je kddem pro N-ter-
min4alni aminokyselinu bilkoviny, k jejiZ
syntéze ma dojit. Spojeni prokariotického
genu DNA s heterologni DNA musi byt ta-
kové, aby zplisob odefitdni v prokariotic-
kém genu mél tentyZ smér jako v hetero-
logni DNA. St&peni se pak s vyhodou prova-
di ptisobenim restrik&ni endonukledzy, pii-
gemZ predem zvolend mista Stépeni nesmi
byt citlivd na tentyZ restrikéni enzym. Z to-
hoto divodu po spojeni ze sméru odelitani
v prokariotické DNA a v heterologni DNA
tentyz.

fe moZné spojit ndhodn& StEpené proka-
riotickou a heterologni DNA a pak prova-
dst selekci ziskaného materidlu podle pfi-
sludnych hledisek. V tomto p¥ipadé v3ak je
nad&je na spravny sled odeditani 1/3, nadé-
je na sprévnou worientacl 1/2, to znamend,
Ze nad&je na ziskan{ genu schopného ex-
prese je 1/6, i v tomto p¥ipad& vSak je moz-
‘no spravnou selekci dosdhnout Zadaného
materidlu. Je tedy moZné zplsobem podie
vynélezu spojit jakykoliv eukarioticky gen
nebo jeho fragment se zvolenym prokario-
tick§m genem nebo jeho Fidicim fragmen-
tem a ziskat tak vektor, ktery je schopny
exprese.

Podrobny popis zplisobu podle vynalezu

K prenosu segmentu heterologni DNA na
urcité misto vektoru tak, aby do3lo k ex-
‘presi heterologni DNA a ke vzniku chimérni
bilkoviny je nutno zachovat nékolik pod-
minek. PfedevSim je zapotfebi zvolit funké-
ni gen ve vektoru a do tohoto genu vélenit
heterologni DNA. Volba fragmentu operonu
z&visi na proveditelnosti celého postupu. V
pFfipadé pouZitl operonu pro resistenci proti
ampicilinu, ktery je k6dem pro produkci en-
zymu g-laktamdzy, jde o velmi vyhodny po-
stup, protoZe tento operon je jiZ pfitomen
v celé Fadé plazmidd, které jsou b&Zné pro
tuto préci uZivdny a také z toho dévodu, Ze
tento enzym se nachdzi v periplazmatickych
prostorech a je uvoliiovan pri tvorbé sfero-
plasti. V piipadg&, Ze je moZno pozorovat
totéZ u chimérni bilkoviny, je moZno sta-
bilizovat bilkovinu pfenosem do periplaz-

matického prostoru nebo vylouCenim této

bikoviny z vnitfniho prostoru bunky. Timto
zpisobem je tak€ moZno velml zijednodusit
gisténi této bilkoviny. V tomto smyslu je
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velmi atraktivni lac-operon, protoZe tento
operon je geneticky podrobn& prostudovin
a je k dispozici celd Fada mutant, které
mohou zménit rychlost exprese genu pii Ii-
zeni lac operdtorem. Je nutno vzit v avahu
také moZnost biosyntézy chimérnich bilko-
vin, které je moZno snadno §tépit enzymatic-
ky nebo chemicky a tak oddélit od chimér-
ni bilkoviny Zddany segment.

Gen, na néjZ méi byt vazdna heterologni
DNA, mZe byt St€pen nespecifickym nebo
specifickym zpflisobem. Nespecifické Stépe-
ni je moZno provést riznymi endonukleaza-
mi nebo ultrazvukem. V tomto pfipadé ob-
vykle vzniknou jednotné molekuly. Pfislus-
nymi mikrobiologickymi a selekénimi zpif-
soby je pak moZno stanovit, zdali doslo k
plazmidu, ktery je schopen exprese. Z ma-
teridl@i, které uvedenym postupem mohou
vzniknout, je tento p¥ipad pomérn&€ vzacny.
7Z tohoto divodu klade Stépeni na nespeci-
fickych mistech velké néroky na selek¢ni
postupy i na citlivost téchto postupl@ a na
ostatni zp@soby stanoveni. i

S vyhodou se proto uZivd specifického
itdpeni pii pouZiti pFfedem zvolené restriké-
ni endonukledzy, ktera plsobi na zndmém
mistd. S vyhodou se postup provadi tak, Ze
existuje jesté daldi misto pro plisobeni enzy-
mu, a to bud pro pihiscbeni téhoZ enzymau,
nebo pro piisobeni jiné restrikéni endonuk-
ledzy. Pritomnost tohoto mista devoluje od-
stranit urCity tsek plazmidu a nahradit ten-
to tsek novym segmentem, ktery obsahuje
heterologni DNA. :

Bez ohledu na to, jakym zplischem je na
zatatku odSt&pen prokarioticky gen, je mozZ-
no modifikovat jeho zakon&eni tak, Ze se

na tato zakonteni navaZi nukleotidy, ¢imZ

e moZno vytvorit nebo zménit specifickd
mista pro pfisobeni restrikéniho enzymu ne-
bo je moZno usnadnit vzdjemnou vazbu za-
konceni. Je zndma celd Fada exonukleédz,
které hydrolyzuji fosfodiesterové vazby na
zakontenich 3° a 5'. Celda Fada restrikénich
endonukledz S§tépi DNA s dvojitym Fetéz-
cem tak, Ze vznikaji kratké jednoduché fe-
tézce u od3tépenych koncth. Tyto Fetézce je
popfipadé moZno odstranit exenukleédzami,
napftiklad nukledzou Sl1, kterd je specificka
pro urcity substrat. je viak moZno také zis-
kat parova zakonleni tak, Ze se prodlouZi
komplementdrni Fet&zec navdzanim kratké-
ho segmentu DNA, ktery vyplni neparovou
oblast. K tomuto G¢elu je moZno uZit enzym
DNA polymerazu. Daldi moZnosti je pridat
nukleotidy ndhodnym zplsobem. Nap¥iklad
pii ndhodné vazbg& kyseliny desoxyguanilo-
vé (dG)a desoxycytidylové (dC) mliZe vznik-
nout sled GGCC, ktery se odeCitq od zakon-
geni 5 k 3° zleva doprava. Tento sled je
mistem pilisobeni enzymu Hae I[I1. PouZitim
ndhodné vazby nukleotidd je tedy moZno
vytvofit nové misto plsobeni pro restrikéni
enzymy, pfestoZe tato mista budou nahodné
rozloZena vzhledem k pdvodnimu zakonte-
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nl a vzhledem ke zpasobu odeéitani, Vyhod-
né a specifickd metoda k modifikaci t&8chto
zakondéeni je syntéza oligonukleotidd, které
se ulfastni této vazby a kterd je popsédna
v publikaci Scheller R. H. a dal%i, Science
198, 177 (1977). Timto zptsobem je moZno
piidat na zakonc¢eni molekuly DNA jakyko-
liv poZadovany sled nukleotid{i. Tim je tedy
mozZno i zafadit jakékoliv misto pro pfisobe-
ni restrikénftho enzymu. V zédsadé je moZno
navézat i dlouhé sledy nukleotidd. Je prav-
dépodobné, Ze bude moZno syntetizovat i ¥i-
dici oblast, kterd Fidi zaddtek transkripce
a translace a Ze bude také moZno takto
vznikly sled navézat pffmo na heterologni
DNA.

TentyZ zplisob pro modifikaci zakon&eni
fragmentu prokariotického operonu je
moZno pouZit i v pfipad& heterogenni DNA.
Je samoziejmé, Ze toto plisobeni nesmi na-
rudit nebo modifikovat sled, ktery je kédem
pro bilkovinu, kterd mé byt syntetizovéna.
Heterologni fragment DNA, k jehoZ pFenosu
mé dojit, nesmi obsahovat sled pro proka-
riotickou Fidici funkeci a s vyhodou mé ob-
sahovat mista pro plisobeni restrikéniho en-
zymu vn& oblasti, k jejiZ expresi ma doijit.
S vyhodou jsou tato mista vhodna pro pfi-
sobeni téZe restrikéni endonukledzy, kterd
byla uZita k vynéti oblasti plazmidu, do niZ
ma byt vsazen fragment heterogenni DNA.
Tento poZadavek neni absolutni a je v p¥i-
padé potFeby moZno jej obejit napfriklad
chemickym zplhsobem. Podstatné je pouze
to, aby mista 3t8peni operonu a heterclogni
DNA bylo moZno navéazat a aby tato mista
byla odetitdna stejnym zptisobem. Tato pod-
minka je nutnd k tomu, aby bylo moZno
sprédvné odecist heterologni kodony. Napii-
klad v pfipadg, Ze se misto §t&peni v opero-
nu nachédzi mezi triplety, je nutné, aby misto
§t&peni v heterologni DNA bylo umisténo
rovnd’? mezi triplety. V p¥ipads, Ze misto
$t&€peni v operonu se nachdzi za prvnim
nukleotidem smé&rem od zakond&eni 3° v tri-
pletu, je nutné, aby misto st&peni v hetero-
logni DNA bylo uloZeno za dvEma nukleo-
tidy od zakonteni 5° tripletu a podcbns.

Ddle je nutné, aby heterologni DNA byla
vloZena ve spravném sméru. Smér trans-
kripce heterologniho genu musi byt tentyZ
jako smér transkripce operonu. Jinak je in-
formace v heterologni DNA oded&itdna opad-
nym zplisobem a je tedy beze smyslu. V né-
kterych pfipadech je moZno stanovit, zda
doslo ke spravnému vélendni. V jinych p¥i-
padech je moZno provddét selekei, protoZe
ke sprdvné orientaci dochézi z 50% pravds-
podobnosti.

Je také nutné navrhnout selekéni systém
k tomu, aby bylo moZno identifikovat mezi
produkty reakce, katalyzované DNA-ligdzou
ty vektory, které obsahuji spravnou kombi-
naci polynukleotidovych fragmentd.

Obecny postup bude pochopitelndjsi v p¥i-
padé, Ze bude dopln&n popisem specific-

-

kych technik, které jsou uZivédny pii prové-
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d&ni zpisobu podle vynéalezu. Na abr. 1 jsou
uvedeny stupn®, které se pouZivaji pfi vy-
tvaFeni plazmidu, ktery obsahuje pFevaZnou
¢ast genu pro Krysi proinzulin ve vazh& na
Fidici oblast a kratky tisek na strukturalnfm
genu g-galaktosidazy. Na obr. 1 aZ 4 je DNA
s dvojitym Fetdzcem znézorn&na jednodu-
chou c¢&rou a plazmidovd DNA, kterd mé
tvar smycCky, je zndzorn&dna Kkruhem. PFi-
bliZné umisténi mista pisobeni restrikdnich
endonukledz je rovn&Z vyznaten. Geny, o
ktere b8Zi, to jest operon pro laktzu (lac),
kdd pro odolnost proti ampicilinu (ApT),
ktery je k&dem pro produkci g-laktamézy
a odolnost proti tetracyklinu (Tc') jsou zné-
zornény jako oblouky, které jsou zakvesle-
ny rovnob&Zné s pfibliZznym umistdnim téch-
to Usek@ relativni k mistim ptsobeni re-
strik&nich endonukledz a k sob& navzéijem.
Sipky zndzoriiuji smdr transkripce pro kaZ-
dy z uvedenych genf.

Plazmid pBH20 s v&len&nym fragmentem
operonu pro laktézu lambda plac5 pro $t¥-
peni Haelll v bilzkosti Fidici oblasti byl jiZ
pfedem sestrojen, jak bylo popséno v . pub-
likaci Itakura K. a dalsi, Science 1898, 1077
[1977]. V pfipadé, Ze na pBH20 pisobi Eco-
RI restrikéni endonukledzy, dojde k reduk-
ci linearni plazmidové molekuly s jednodu-
chym Fetézcem a komplementdrnimi zakon-
Cenimi. Tato zakondeni je moZno odd&lit pd-
sobenim nukledzy Sl. Vyslednd molekula se
podrobi pisobeni DNA-ligdzy za souasného
navazani syntetického nukleotidového deka-
meru, ktery obsahuje misto pilisobeni pro-
restriktni enzym HindlIll, Tato vazba nepé-
rovych zakondéeni byla popsédna v publikaci
Sgaramella V. a dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 67, 1468 (1970). Utfelem pFidani mista
plsobeni pro HindIIl je umoZnit specifickou
vazebnou reakci s fragmentem genu pro
proinzulin. Vazba plisobenim DN-ligdzy po-
skytuje vy383i vytéZek navédzanych molekul
v piipad&, Ze zakondeni jsou kohezivni.
Fragment proinzulinového genu, pAU-1 ob-
sahuje cely strukturdlni gen pro proinzu-
lin s vyjimkou dvou 2 N terminédlni amine-
kyseliny. Ze znalosti sledu nukleotiddl ve
fragmentu lae-genu v pAU-1 je mo¥no usu-
zovat, Ze odecditdni genu proinzulinu -bude
souhlasit s ode€itdnim lac-fragmentu. Sled
lac v oblasti mista §t&peni enzymem FEceRI
je tento

5“GGATTCACTGG-3°
3‘-CCTAAGTGTGACCTTAA-5

Plsobenim nukledzy Sl méa byt odstrandn
pouze termindaln{ nepdrovy sled TFTAA. V. né-
kterych pfipadech dojde k tomu, e nukleé-
za Sl o0ddgli z Fetézce jeSté dalsi zbytky,
coZ je neZadouci, protoZe maZe dojit k po-
ru$eni zplisobu odefitdni. V tomto piipadé
viak do8lo ke spravnému piisobeni enzymu
a navdzani daldiho sledu vzniklo misto pro
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pisobeni Hae III v mist& spojeni sledu po
pltsobeni HindIII a lac-DNA:

5-GGATTCACTGGCCAAGCTTGG
3'-CCTAAGTGACCGGTTCGAACC

[

misto plisobeni Haelll.

Timto zptisobem bylo moZno provadst kon-
trolu spravného produktu nezavisle na ex-
presi tak, Ze byl prokéazan vznik nového
mista pro plisoben{ Haelll.

Proinzulinovy fragment a fragment lac
genu byly podrobeny plisobeni enzymu Hind-
III, ¢imZ vznikla kohezivni zakonfeni, kte-
rd byla spojena plsobenim T4 DNA ligazy.
Produktem tohoto pltisobeni pak byly trans-
formovany budky Escherichia coli. Tyto
buriky pak byly podrobeny selekci podie
své schopnosti riist za pritomnosti ampicili-
nu. Ty transformované buiiky, které obsa-
hovaly fragment proinzulinového genu ne-
byly odolné pFi koncentraci 20 ug/ml tetra-
cyklinu. Sled pAU-1 v pLRI-1 je oddd&len
misty pfisobeni pro Hindlll, ktery byl uZzit
pra- viélené&ni tohoto sledu. UloZeni sledu
pAU-1 v pLRI-1 je takové, Ze heterclogni
DNA pferu3uje ¢4st promotoru pro gen
odolnosti proti tetracyklinu a timto zphso-
bem sniZuje jeho expresi. Av8ak v pfipads,
Ze sled pAU-1 je orientovan tak, e &é&st
dA:d T genu pfFiléhd ke zbyvaijici &4sti sle-
du promotoru, dojde k urdité expresi genu
pro odolnost proti tetracyklinu. V ditsledku
toho maZe sled pAU-1 vilenény v pFisludné
orientaci piisobit vznik odolnosti k nizkym
koncentracim tetracyklinu Fadu 5 ug/ml v
bhakteriich, které obsahuji tento vektor. Ta-
to skutefnost byla pouZita pro selekci vek-
tordl se spravnou orientaci uvedeného sledu.
Pak byly transformované kolonie sledovany
vzhledem Xk existenci nového mista pro
Haelll izolaci plazmidsd, pasobenim Haelll
a analyzou takto vzniklych fragmentd elek-
troforézou na gelu. Plazmidy, které spliio-
valy viechny poZadavky, byly zvoleny k dal-
§im pokusdm na expresi a oznaeny pLRI-1,
jak je schematicky znédzorn&no na obr. 2.
"Byly uZity dvé metody sledovani exprese
proinzulinového genu v pLR-1. Predev3im
byla srovnéavana velikost bilkovin, které hy-
ly produkovany transformovanymi buiikami
s velikosti bilkoviny v molekule, které byly
produkovdny buiikami transformovanymi
pBHZ20 elektroforézou na akrylamidovém ge-
lu s dodecylsiranem sodnym [SDS}. V ob-
lasti ofekdvané chimérni bilkoviny se na-
chézela celd rada dalSich hilkovin, takZe
chimérni bilkovinu nebylo moZno nalézt.
Druhy pokus byl proveden pfi pouZiti trans-
formovanych minibun&k. Tyto buiiky jsou
produkovdny v prib&hu rdstu mutanty
Escherichia coli P678-54, jak je popsdno v
publikaci Adler H. I. a dal§i, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 57, 321 (1966). Kromé& normalniho
bunééného d&leni dochédzi u bunék mutanty
P678-54 jeSté k aberantnimu déleni, jehoZ
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disledkem je tvorba minibun&k, které jsou
daleko mens3i, neZ plivodni bufiky a neobsa-
huji pfivedni bun&énou DNA. V disledku to-
ho nemaji tyto minibuitky schopnost provéa-
dét syntézu bilkovin, Fizenou DNA. Jinak se
zdajl minibutiky normaélni, maji bun&&nou
sténu normdlniho vzhledu a také buné&énd
plazma je zjevné stejna s b&Znou bunédnou
plazmou. V pfipad& transformace plazmi-
dem produkuje kmen minibun&k dalsi mi-
nibuiiky, které obsahuji kopii plazmidd. Ty-
to minibuiiky maji omezenou schopnost ex-
prese plazmidového genu. Potlet bilkovin,
které mohou byt produkovéany t&mito mini-
burtkami, je podstatnd omezen ve srovnani
s norm4lnimi builkami, a tato skute&nost
vytvari zdklad pro analyzu syntézy bilkovin,
fizenou plazmidem. Tato analyza se pak pro-
vadi elektroforézou na SDS-akrylamidovém
gelu, jak bylo popsdno v publikaci Meagher
R. B. a dalsi, Cell 10, 521 (1977). Vysledky
této analyzy pii pouZiti minibunék, trans-
formovangch plsobenim pLRI-1 byly rovné#
negativni.

Vysledky, které byly aZ dosud ziskdny pFi
pouZiti pLRI-1, ukazuil na nizkou tnroveit
zjistitelné exprese pri pouZiti tohoto plaz-
midu. Chimérni bilkovina je novou latkou
s novym sledem aminokyselin. V piftomné
dob& je nemoZné pFedpovédét do detailu
konfiguraci nebo funk®¢ni vlastnosti bilko-
vin ze sledu jejich aminokyselin. Neni také
mozZno piredem urCit odpovéd bufiky na no-
vou bilkovinu. Chimérni bilkovina mfzZe byt
nestald v nitrobuné&&ném prostiedl ze zatim
neznamych divoda. Bilkovina miZe byt roz-
loZena nitrobun&&nymi protedzami nebo se
miiZe vazat na nerozpustné slozky bunék.
Délka g@-galaktosiddzového genu, ktery pii-
spivd k vytvaFeni chimérni bilkoviny, nent
jedinym faktorem, protoZe bylo moZno po-
zorovat 1 expresi vajefného albuminu, va-
zaného na @-galaktosiddzovy retdzec téZe
délky. S nejv8tSi pravd&podobnosti je kri-
tickym faktorem povaha a vlastnosti speci-
fické chimérni bilkoviny, k jejiZ expresi do-
chazi. ProtoZe pLRI-1 mé& spravany zpisch
odeCitdni a sprdvnou orientaci, je moZno
o¢ekdvat, Ze pfl poufZiti pFisludného testu
bude nakonec moZno prokdzat expresi pro-
inzulinového genu.

PFi druhém typu pokusl bylo uZito velké
molekuly heterologni DNA, kterda obsahova-

“la cely gen proinzulinu a mimoto 13 ami-

nokyselin preinzulinového sledu. Na obr. 3
je znazornéno konstrukéni schéma plazmi-
du, do n&hoZ byl &lenén gen krysiho pre-
kursoru preinzulinu. Plazmid pBGP120, po-
psany ve shora uvedené publikaci Polisky B.
a dalsi byl pouZit jako zdroj fragmentu lac
operonu, ktery je kédem pFibliZzn& pro 1000
aminokyselin. Plazmid pBR322, popsany v
publikaci Bolivar F. a dal3i, Gene 2, 95
(1977) byl pouZit k pienosu lac operonu a
jeho fragmentu vzhledem ke svému mensi-
mu rozméru a snadné transformaci, ristu



219257

19

a izolace. Oba plazmidy byly odStépeny
restrikénimi endonukledzami HindlIl a Eco-
Rl z ka¥dého plazmidu byly ziskdny dva
fragmenty, jejichZ molekuldrni hmotnost je
uvedena na obr. 3. Smés fragmentil byla
védzana: pGsobenim T4 DNA ligazy, CimZ by-
ly ziskdny plazmidy, zkiiZené produkty a
pravdépodobné jesté celd Fada komplex-
nich forem. VSechny kombinace bylo moZ-
no rozlisit elektiroforézou na agarjzovém
gelu.

Transformanty byly podrobeny selekci na
plotndch XGal [Miller J., Experiments in Mo-
lecular Genetics, Cold Spring Harbor Labo-
ratory, 1972) s obsahem ampicilinu. Kolonie
s- f-galaktosidézou jsou na té&€chto plotnach
modré: a rostou pouze ty kolonie, které ob-
sahuji Ap‘. Aby bylo moZno zjistit spravny
rozmér plazmidu, bylo odebrdno nékolik
modrych kolonii a z kaZdé této kolonie by-
ly znovu vypéstovdny malé kultury, plazmi-
dy byly znovu izolovdny a byla zjiStovéna
jejich velikost na agardzovém gelu. Spravna
velikost je 6,5 x 108 daltonit. Aby bylo moZ-
no dale potvrdit strukturu poZadovaného
plazmidu, byly méFeny rozméry fragmentil
po Stépeni enzymy HindlIIl a EcoRI elektro-
forézou na polyakrylamidovém gelu. Dia-
gram pro vysledny plazmid, ktery byl ozna-
ten pTS-1, je uveden na obr. 4.

Aby bylo moZno sestrojit fregment inzuli-

nového genu, ktery je kédem pro cely sled
proinzulinu, byly navdzany dva pfedem klo-
nované fragmenty, jejichZ sled nukleotidd
je zndm, a to pAU-1 a pAU-2, jak bylo po-
psédno- ve shora uvedené publikaci Ullrich
A. Dva fragmenty se ve svém sledu piekry-
vaji a maji spolené misto Alul v pfekryva-
jici se oblasti. Toto misto bylo uZito ke 5té-
peni. Pfedtim v3ak byly plsobenim alkalic-
ké fosfatazy odstranény termindlni fosféto-
vé skupiny. St&penim vznikly nepérové kon-
ce, a protoze ke Stépeni doSlo v oblasti spo-
leéného sledu, dodlo by po novém spojeni
obou fragmentl k rekonstituci celého genu.
Dva vétsi fragmenty, jejichZ spojeni bylo
pozorovédno, byly CiSt&ny elektroforézou
pied plisobenim ligdzy. Po phsobeni ligazy
hyly frakciongvany tri zdsadné& moZné pro-
dukty elektroforézou na gelu a byl izolovén
poZadovany fragment stfedni velikosti. Tim-
to. zptisobem bylo moZno v€lenit i pAU-1 i
pAU-2. Zbyvajici zakonfeni této molekuly
maji- kohezivni zakonéeni typu HindIII. Cela
molekula byla tedy okam%ité v&len€na do
pBR322 v misté, vhodném pro S$tépeni en-
zymem HindIIl a ke zbywvajicim stupiiiim
celého postupu bylo pak moZno uZit trans-
formantfi, které nesly vysledny plazmid.
- Inzulinovy gen byl uvolnén z plazmidu
pfisobenim enzymu. HindIIl a byl &iStén.
Koncové skupiny byly modifikovany  plso-
benim nukledzy Sl k odstranéni jednodu-
chych Fetdzcl a pak byla provedena vazba
na nésledujici sled nukleotidi:

TGAATTCA

20
ACTTAAGT .

Timto zphsobem bylo ziskdno misto, spe-
cifické pro pasobeni enzymu EcoRI, jak by-
lo popsdno v publikaci Greene P. ]J. a dalsi,
J. Mol. Biol. 99, 237 {1975). Na modifikova-
nou DNA pak bylo plsobeno EccoRI a byla
vélendna do pTS-1 v misté, vhodném: pro.
plisobeni EcoRI. Timto zplisobem mohlo:byt
v misté pro plsobeni EcoRI dosaZeno sprav-
ného zphsobu odefteni genu pro produkci
g-galaktosiddzy, jak bylo popsédno ve svrechuw
uvedené publikaci- Polisky' B. a dalsi. ‘Tast
na spravnou orientaci: v€len&ného inzulino-
vého genu byl proveden pFi vyuZiti: mista
pro plisobeni Haelll ve v&len&ném inzulino:
vém genu, protoZe toto misto je uloZeno.asy-
metricky vzhledem k ostatnim mistiim ‘pro:
pGsobeni Haelll v plazmidu. Spravna orien-
tace ma za néasledek moZnost piedpovédét
velikost fragment po Stépeni Haelll. Vy-
sledny plazmid se spravn& vélen&nym: inzu-
linovym genem byl oznaden pLRI-2 aje cha-
rakterizovdn diagramem, uvedenym na obr.
2. Obdobnym postupem je moZno dojit: ke
konstrukci plazmidu pro expresi lidského-
inzulinu pii zachovani svrchu uvedenych
zasad.

Reakéni sled pro navéazdni genu pro- krysi:
ristovy hormon na gen pro g-laktamézu: je:
dalsim piikiadem tohoto postupu. Na obr. 5
je tento postup diagramaticky znazornén:
Na obr. b je zndzornéna DNA s dvojitym: Fe:
tézcem jednoduchou darou a plazmidovéa:
DNA, kterd méa formu zaviené smycky;:je:
znazorn&na kruhem. PFibliZné. misto. pra.pd--
sobeni restrikéniho enzymu je rovnéZ ozna-
deno. Relevantni geny, a to pro krysi rdstos-
vy hormon [(RGH), pro odolnost proti- ampi-
cilinu {AMP), ktery je soufasn& kédem pro
redukci 8-laktamézy a pro odolnost  proti
tetracyklinu (TET) jsou znédzorn&ny. jako
CtyFahelniky v pfibliZném umist&ni vzhle-
dem k mistm pilsobeni restrikénich: enzy-
mi a vzhledem k sob& navzéjem.

Plivodni plazmid s obsahem RGH genu byl
odvozen zpfisobem podle piihladky C&islo
897 710 a podle publikace Seeburg P. H. a
dalsi, Nature 270, 486 (1977) a byl oznacen
PRGH-1. Sled nukleotidl pro- krysi ristovy
hormon, cbsaZeny v pRGH-1 byl stanoven a
srovnavan s t8mi Cdstmi aminokyselinového:
sledu krysiho ristového hormonu, které jsow
znamy. Sled nukleotidd pro plazmid! RGH:
je dlouhy pfibliZné& 800 parfi bazi-a zahrnu.-
je nukleotidy, které jsou kodem pro’26. ami-
nokyselin prepeptidu a 29 nukleotidd; kte-
ré jsou ¢dsti 5'-neplenesené oblasti.riisto--
vého hormonu, pfevdZné jeho: mRNA:. Mi-
moto obsahuje sled- pfibliZn& 100 nukleoti:-
di, to jest celou 3“-nepienesenou oblast:
Misto pro piisobeni restrikéni endonukleézy:
Pst]l je moZno nalézt mezi: 23. a 24! amino=-
kyselinou sledu pre-RGH. Toto misto-rovndz:
existuje v genu pro odolnost proti ampicili-
nu v plazmidech pMB9-a: pBR322. RGH: sled!
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v pRGH-1 je ohraniCen misty pro phsobeni
HindIIl, ktery byl uZit pro jeho vé&lenéni.

Gen o 800 parech béazi pro RGH byl izolo-
van plisobenim HindIIl na pRGH-1 a byl &is-
tén elektroforézou na polyakrylamidovém
gelu. Plazmid pMBS9, ktery obsahuje jediné
mfisto pro plsobeni HindIll v promotoru pro
odolnost proti tetracyklinu, byl §t&pen en-
zymem HindIll a podroben pfisobeni bak-
teridlni alkalické fosfatdzy, aby nedoSlo ke
zpétné vazbé tychZ konct v dalSich stupnich,
jak bylo uvedeno v prihléSce ¢. 898 887 a ve
shora uvedené publikaci Ullricha A. a dal-
Sich. Smés roz5tépené plazmidové DNA a
segmentu RGH DNA se podrobi plisoheni
DNA ligazy, imZ vznikne plazmid, ktery je
moZno oznafit pMB9 [RGH), jak je zndzor-
néno na diagramu v obr. 5. Vysledné plaz-
midy byly pouZity k transformaci Escheri-
chia coli a ziskany zpét selekei kolonii,
odolnych proti tetracyklinu v koncentra-
cich 5 ug/ml.

Zasadn& byly moZné dvé orientace sledu
RGH. Zadanou orientaci bylo moZno odligit
prfipravou radioaktivné znacCeného plazmidu
z izoldtl jediné kolonie s ndslednym Stépe-
nim endonukledzami EcoRI a Pstl. Rozmér
znaenych fragmentd bylo moZno stanovit
elektroforézou na gelu. Orientace RGH seg-
mentu v opaném sméru mé za ndésledek, Ze
misto pro pasobeni Pstl leZi bliZe k mistu
pro pusobeni EcoRl, ¢imZ vznika po Stépeni
ob&ma restrikénimi enzymy men3i fragment,
neZ bylo moZno oc¢ekdvat pri sprédvné orien-
taci.

PFi nédsledujicim C¢iSténi sprdvné oriento-
vaného pMB9 (RGH) byl plazmid podroben
plisobeni endonukledz Pst]l a BamHI. Plaz-
mid pBR322, zndzorné&ny na obr. 5, byl rov-
néZ podroben phsobeni enzym@ Pstl a Bam-
HI. V plazmidu pBR322 se nach&azi misto pro
plisobeni enzymu Pstl mezi aminokyselina-
mi 182 a 183, poc¢itdno od N-zakonleni g-
-laktamazového genu, a to od prvni z 23
aminokyselin bilkoviny, Kktera je prekurso-
rem g-laktamdazy. Misto pro plsobeni BamHI
je v genu pro odolnost proti tetracyklinu
na plesné stejném misté jako v pMB9, pro-
toZe tato oblast pBR322 byla odvozena cd
pMB9, jak je popsadno ve shora uvedené pub-
likaci Bolivar F.

Po plisobeni enzymu se pBR322 podrobi
pusobeni bakteridlni alkalické fosfatdzy,
aby nemohlo dojit k opé&tné vazbé ziskanych
zakonéeni. Fragmenty pak byly spojeny pil-
sobenim DNA ligdzy s rozstépenim pBM9
(RGH).

Vyslednd struktura plazmidu je znézor-
néna na obr. 1 a je oznacena pExRGH, aby
bylo moZno oznacit ulohu tohoto plazmidu
pro expresi. Po transformaci produkty pi-
sobeni ligdzy se transformované bakterie
podrobi selekci na odolnost proti vysokym
koncentracim tetracyklinu 20 pg/ml. ProtoZe
pavodni plazmid pMB9 (RGH) je odolny
pouze proti koncentraci tetracyklinu 5 ug/
/ml a po pisobeni fosfatdzy nemohlo dojit
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ke vzajemnému spojeni fragmentd pBR322
bylo moZno odd8lit elektroforeticky maly
fragment a byly ziskdny kolonie jediného
typu, v nichZ dochézelo k expresi plazmidu.
Plazmid je odolny proti tetracyklinu vzhle-
dem k opé&tnému vytvofeni dplného genu
pro odolnost proti tetracyklinu v mistd $t&-
peni BamHI. Odvozeni kaZdé oblasti plaz-
midu je tedy toto: oblast ve sméru hodino-
vych ruciek pocdind v mistd Std&peni Pstl,
plechézi pfes misto §tépeni EcoRI a HindIIl
k mistu pro 3tépeni enzymem BamHI, celd
tato oblast pochéazi z pBR322. Od mista 5té-
peni BamHI k dal8imu mistu Stépeni EcoRI
az do mista Stépeni HindIll je odvozena od
PMB9 a oblast oznatovand RGH se nachdézi
mezi mistem S3tépeni Hindlll aZ do mista
Stépeni Pstl, které m& sviij ptivod v pRGH-1.

Uplny sled nukleotidét DNA réstového hor-
monu a genu pro @B-laktamazu v pBR322
jsou zndmy a popsany napfiklad ve shora
uveden€ publikaci Seeburg P. a dalsi a
v publikaci Sutcliffe a dalsi, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 75, [1978). Rekonstrukce t&chto
dvousledlt jejich spojenim v mist& 5té€peni
Pstl determinuje fazi sledu pro pre-RGH,
protoZe byla determinovéna i orientace 1ise-
ku RGH v pMB9. Na cobr. 6 je zndzorné&n sled
v oblasti mista Pstl v pExRGH a je nazna-
ten také spréavny zptisob odefitani pre-RGH,
ktery je v tomto pFipadé zachovan. Z toho
vyplyva, Ze produkt, pro né&jZ je tato oblast
kédem, je chimérni polypeptid, ktery sesté-
va z N-termindlnich 182 aminokyselin g-
-laktamazy, z nichZ prvnich 23 aminokyse-
lin tvofPi €¢ast predbéZného sledu, pak néa-
sleduje 23 aminokyselin predb&Zného sledu
RGH a 190 aminokyselin vlastntho RGH.
Elektroforézou a imunochemickym zpliso-
bem je moZno prokézat, Ze transformované
buiiky Escherichia coli skutetné produkuiji
takovou bilkovinu po transformaci pExRGH,
jak bude prokézano v néasledujicich piikla-
dech.

V oblasti produkce bilkovin, pro néZ jsou
k6édem plazmidy, jsou dvé zakladni obtiZe.
Prvni z t&chto obtiZi je obecny probiém, kte-
Ty spoéivd v tom, Ze vznikld bilkovina se
ziskéva v ¢isté formé z rlistového prostiedi
nebo z bunéfného extraktu. K tomuto uce-
lu je moZno uZit fady metod. V nékterych
pfipadech jsou specifické bilkoviny vyludo-
viny do Zivného prostfedi. K tomuto tkazu
dochézi naptiklad v pfipadé& g-laktamézy, je-
jiZz velkd cé&st je uvolilovdna do Zivhého pro-
stfedi, jakmile dochézi k pfeméné bunék na
sporoplasty. Nitrobun&ény transport chimér-
ni bilkoviny neni moZno predpoklddat na
zdkladé chovani kterékoliv bilkoviny, ktera
vytvari jejl strukturu. PFi elektroforéze na
polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem
sodnym bylo v pripadé polypeptidd produ-
kovanych minibuiikami kmene P678-54 s ob-
sahem pExRGH nebo pBR322 n&kolik roz-
dild, jak bylo moZno ofekdvat v piipadég
dvou podobnych, avSak odlidnych plazmidd.
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Je -pifekvapujici, Ze novy polypeptid mé& mo-
lekuldarni hmotnost p¥ibliZn& 47 000 v p¥ipa-
d8, Ze jde o minibuiiky s obsahem pExRGH.
Tento ndaj je v mezich experimentdlni chy-
by ofekdvané molekularni hmotnosti chi-
mérni bilkoviny, kterd obsahuje g-laktama-
zovy fragment a pre-RGH a jejiZ moleku-
larni hmotnost by méla byt 44 300. Na dru-
hé strand& minibuilky s obsahem pExXRGH
nevytvadfi dva polypeptidy, které by odpovi-
daly pre-g-laktaméze a §-laktamaéaze a které
jsou pFitomny v minibuilikdch s obsahem
pBR322. Detaily tohoto pokusu jsou uvede-
ny v p¥ikladu 2.

Shora uvedeny zptisob je vhodny pro vy-
tvafeni plazmidu, ktery je schopny exprese
a obsahuje gen lidského ridstového hormo-
nu [(HGH]). AZ dosud byl klonovdn pouze
fragment genu HGH, ktery obsahuje cely
strukburdlni gen pro hormon s vyjimkou
prvnich 23 aminokyselin. Fragment HGH
byl vélenén do plazmidu plisobenim enzymu
HindIIil a je tedy moZno jej timto enzymem
izolevat, jak bylo popsdno ve shora uvede-
né publikaci Seeburg a dal3i a prihlaSce &.
897 710. Zakondeni je moZno modifikovat
tak, Ze se. nepdrova zakonCeni vyplni pii
pouZiti .reakce, katalyzované DNA polyme-
rdzou. Vysledny fragment HGH s neparovy-
mi. zakonfenimi je moZno spojit s podob-
nym fragmentem g- laktamdzového genu,
ktery. vznikd po phsobeni enzymu HindIII,
Zplisob pro wvytvareni a expresi plazmidu s
obsahem celého sledu HGH bude v zédsadd
podobny, jakmile dojde ke klonovani celé-
ho sledu, ktery je kédem pro tento hormon.

Je zfejmé, Ze ohdobnym zplsobem je moZ-
no p¥ipravit i vektory pro daldi bilkoviny,
které budou rovndZ schopny exprese. Na-
pfiklad exprese lidského ridstového hormo-
nu je moZno shora uwvedenym zpilisobem do-
sdhnout, stejné jako exprese ristovych hor-
mont skotu, vepfe a ovce. Obdobnym zpi-
sobem je popsanou metodu moZno uZit i pro
expresi-genu pro lidsky inzulin.a geni pro
inzuliny fjinych Zivoc&iSnych druhfl. ProtoZe
jde o obecny zpfisob, je moZno jej pouZit pro
dosaZeni toho, aby mikroorganismus produ-
koval jakoukoliv eukariotickou bilkovinu aZ
na zrejmé vyjimky, kterymi budou napfi-
kiad bilkoviny toxické pro mikroorganis-
mus.

V nésledujicich pfPikladech bude podrob-
né&ji popsdno, jak je moZno pfFipravit vektor,
mikroorganismy 1 zajistit expresi genu RGH
a genu pro krysi inzulin v t&chto mikroor-
ganismech.

Priklad 1

Pro konstrukci vektorl, schopnych expre-
se. a prikazu syntézy chimérni bilkoviny
bylo uZito nésledujicich postupi:

A. Rist, izolace a ¢isté&ni plazmidd se pro-
vadi tak, Ze se transformované buiiky pé&stu-
ji -pFfes noc. ve vhodném objemu Zivného
prostfedi, napriklad 500 ml, za stdlého tfe-
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pani pfi teploté 37.°C. Je moZno uZit. kultur,
transformovanych réznymi plazmidy typu
ColEI, napfiklad pBR322, a tyto- kultury.je
moZno podrobit piscbeni chloramfenikolu v
koncentraci 170 ug/ml na dobu 12 aZ -16 ho-
din, €¢imZ je moZno desadhnout vys§iho mnoZ-
stvi plazmidu. Builky se oddéli odst¥ed&nim,
promyji se 0,01 M Tris, 0,001 M EDTA,; o pH
8, znovu se uvedou v suspenzi v 10 ml c¢hlad-
ného 25% roztoku sachardzy v 0,05 M. Tris
a 0,001 H EDTA o pH 8. Pak se pfidaji 2 ml
lysozymu o koncentraci-5 mg/ml v 0,25 ‘M
Tris o pH 8 a pak jeSté 4 ml 0,25 -M EDTA
o pH 8. Po 5 aZ 10 minutdch inkubace: v le-
dové drti se builky rozru3i pfidanim 0,1:0b-
jemového % pripravku Triton X-100. {Roh-
mer a Haas Corp. Rutherford, N. J.) v Tris-
-EDTA pufru o pH 8. Po opatrném- promiché-
ni se smés inkubuje 15 minut v .ledové drti.
Vysledny rozruSeny materidl- se odstfeduje
pFl 20000 otéfkach za minutu po dobu: 25
minut v rotoru SS34 odstfedivky Sorval.(Du-
pont Instruments, Wilmington, Del.]. Super-
natant se slije a ddle se €isti chromatogra-
fil na Sephadexu G-100 {Pharmacia Chemi-
cal Corp., Uppsala, Svédsko], sloupec se vy-
myva 0,2 M NaCl, 0,05 M Tris- a 0,001 -M
EDTA o pH 8. DNA, ktera se stanovi absorp-
cl pFi 260 nm, se vysrdZi priddnim 2 obje-
mi chladného ethanolu o koncentraci 95-%
(hmotnostni/objemova %}; 0,03 objemu 3:M
octanu sodného s ndsledujicim stdnim pres
noc pfi teploté —20°C. SraZenina se.-oddé&li,
znoivu se uvede v suspenzi v Tris-EDTA puf-
ru a odstfeduje se v CsCl s obsahem ethi-
diumbromidu a propidiumjodidu. Zkumavka
o rozméru 1,2 x 5 cm obsahuje 2,2 g @sCl,
2,1 ml vzorku a 0,15 ml -propidiumjodidu v
koncentraci 2 mg/ml ve vod8. Zkumavky se
odstfedi pfi 36 000 otaCkéach za minutu po
dobu 18 aZ 24 hodin pfi teploté 20°C v ro-
toru SW39 (Beckman Instrument Co., Fuller-
ton, Kalifornie]) nebo v ekvivalentnim roto-
ru. Frakce s obsahem DNA se. nechaji projit
sloupcem kationtomé&nice k' odstranént pro-
pidiumjodidu a ziskany materidl se dialyzu-
je proti 0,01 M Tris, 0,001 M EDTA o pH 8
a 0,3 M octanu sodnému k. odstranéni zbyt-
ku CsClL

B. Transformace Escherichia coli:RR-1.:se
provadi tak, Ze se p&stuje 10 ml. kultury: v
bujonu L pifes noc pFi teploté 37 °C, pak se
kultura z¥Fedi 1:50 objemovym dildm a 25 ml
zfedé&né kultury se péstuje tak dlouho, aZ
se dosdhne hustoty 2 aZ 5 x 108 bun&k/ml
(stied log f4ze). Bunky se odd#li odstied&-
nim, znovu se uvedou v suspenzi ve 25 ml
10 mmolil NaCl, znovu se odstfedi a znovu
se uvede v suspenzi ve 20 ml chladného-30
mmollt CaCl2. Pak se buiiky uloZi na 20 mi-
nut do ledové drti, za studena se -odstiedi
a znovu se uvedou v suspenzi v 1 ml 30 mmo-
14 CaClz. K 0,2 ml bun&k se pfidd 0,1 -ml
DNA, 10 pg/ml v 30 mmolech CaClz, 0,01 M
Tris, a 0,001 M EDTA o pH 7,5. Smé&s-se.ho-
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dinu inkubuje v ledové drti, pak se plenese
na 90 sekund do teploty 42 °C a pak se pfe-
nese zpét do ledové drti. Prida se Zivné pro-
stfedi, bohaté na Zivné latky, nap¥iklad 3 ml
bujonu L a buiiky se pak pé&stuji pri teploié
37°C po dobu 3 aZ 12 hodin pfed nanese-
nim na plotny.

Transformace Escherichia coli X1776 se
provadi cobdebnym zpiisobem, tak jak bylo
popsans v US pFihlasce &. 897 709.

C. Restriktni endonukledzy je moZno zis-
kat z celé Fady komercnich zdrojd, jak je
popséno ve shora uvedené publikaci Ulrich
A. a dalsi, Seeburg P. H. a dalsi a v US pfi-
hl48kdch ¢. 897 709 a 897 710. V t8chto publi-
Kacich jsou rovnéZ popsény podminky inku-
bace pro St8peni DNA pi:zchenim restrikZ-
nich endonukledz.

D. T4 DNA-ligdzu je moZno ziskat z Be-
thesda Research Labs, Rockville, Md. Pod-
minky pro tuto reakci sou popsiany ve sho-
ra wvedenych publikacich Ullrich A. a dalsi,
Seeburg P. H. a dalsi, Sgaramslla a dalsi a
v US pfFihlaskach ¢. 897 709 a 897 710.

‘E. Elektroforéza na gelu byla providéna
zplsobem podle publikaci Dingman C. W. a
Peacock A. C., Biochemistry 7, 659 (1968) a
Maniatis, T. a dal8i, Biochemistry 14, 3787
(1975).

F. V nékterych pripadech bylo moZno pro-
vadét imunologické zkoul3ky v pripadé& moZ-
nosti ¢iSténi protilatky a antigenu, a také
proto, aby bylo moZno vylougit vliv rfiznych
negistot, p¥itomny¥ch v materialu, ktery byl
uzit jako antigen, a podle pilimu nebo p¥i
imunizaci zviFat. Bylo uZito chromatografie,
pfi niZ stacionarni fazi byla Sepharaose 4B,
Trademark Pharmacia Chem'ical Corp, Up-
psala, Svédsko) s protildtkou nebo antige-
nem kovalentn& vdzanym po pasobeni brom-
kyanu, jak bylo popsédno v publikaci March
S. C. a dalSi Anal. Biochem. 60, 149 (1974).
Vzorek, ktery byl &istén Dbyl nanesen na
sloupec v chloridu sodném s fosfatovym put-
rem, pak byl sloupec promyt 15 objemy té-
hoZ pufru a 5 ob’emy 0,05 M octanu sodné-
ho o pH 4,5, nateZz byl vvmyvan 0,05 M gly-
cinu s kyselinou chlorovodikevou o pH 2,2,

G. Ke zjisténi chimérni bilkoviny s chsa-
hem inzulinu nebo riistového hormonu by-
lo uZito radioimunologickych zkouSek. Byly
zkoumdany lyzaty bunék, transformovanych
plazmidem, a to bud v surovém stavu nebo
po &astefném cisténi b8Znym zphsobem. By-
ly také pfFipraveny série Fedéni, k nimZ byla
pfidadna protildtka proti hov8zimu inzulinu
(Miles Laboratories, Elkhardt, Ind.), proti
C-peptidu inzulinu (Yanaihara C. a dalsi,
Symposium on Proinsulin, Insulin and C-
-peptide, Tokoshima, Japonsko 1978, kocordi-
novano Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.)
nebo proti krysimu rastovému hormonu, kte-
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ry byl pfipraven imunizaci samcd opic Rhe-
sus proti &idt&nému ristovému hormonu
krysy. Znaceny antigeny byly (1251]-insulin
(New England Nuclear Corp., Boston, Mass. ],
(1251 )-tyrosylovany C-peptid krysy {Yanaiha-
ra a dalsi) nebo (121)-ristovy hormon. Po-
stup byl provadé&n modifikaci zplisobu, po-
psaného v publikaci Mergan a Lazarow, Dia-
bates 12, 115 ([1963), modifikace byla po-
psdna v publikaci Kessler S. W., J. Immunol,
115, 1617, (1975]) a bylo v ni uZito bunék
Staphylococcus aureus C misto druhé pro-
tilatky k vysrédZeni komplexu antigenu s pro-
tilatkou.

H. Stanoveni exprese bylo provadéno zpfi-
sobem, ktery byl popsédn v publikacich Er-
lich, H. A, a dalsi, Cell 10, 681 (1978) a
Broome S. a Gilbert W., Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 75, 2746 ({1978).

Priklad 2

V tomto pfikladu je popisovdna analyza
znacenl bilkovin po syntéze transformova-
nymi buitkami. Bilkoviny byly znafeny p¥i-
ddnim [(35S)-methionine, (3H)-aminokyselin
nebo (4C)-aminokyselin k rfistovému pro-
stiedi. Pak byly pfipraveny surové neho &as-
tecné Cidténé lyzdty a bilkoviny byly frak-
cionovany elektroforézou na akrylamidovém
gelu s dodecylsiranem sodnym zplsobem
podle publikace Lemmli U. K., Nature 227,
680 (1970) mebo dvourozmérnou elektrofo-
rézou na gelu se stanovenim isoelektrické-
ho bodu, popsanou v publikaci O‘Farrell P.
H. a daldi ]J. Biol. Chem. 258, 4007 (1975).
P¥i prvnim zplisobu dochézi k frakcionaci
bilkovin podle molekuldrn{ hmotnosti, p¥Fi
druhém mimoto je3té podle celkového ion-
tového nédboje. Radicaktivni bilkoviny je pak
moZno zjistit autoradiografii, tak jak bylo
popsédnc svrchu v publikacich Ullrich A. a
dalsi nebo Seeburg P. H. a dals{ a v US pii-
hlaskdch ¢. 897 709 a 897 710.

Ke sniZeni pcltu znacenych bilkovin bylo
v nékterych pfipadech vZito lyzatd transfor-
movanych minibuné&k, K tomuto Gfelu jsou
vhodné kmen Escherichia coli X1776 a P678-
-54, které produkuji minibutiky.

Na obr. 7 jsou znézornény elaktroforetic-
ké pdsy, ziskané pii pouZiti minibundk
X1776. P&s (a] byl ziskdn z netransformova-
nych bunék X1778. Pds (b) byl ziskdn z bu-
nék X1776, transformovanych pBR322. Pis
(c) byl ziskdn z bun&k X1776 transformo-
vanych pTS-1 a pds (d} z bundk X1776 trans-
formovanych pLRI-2. P4s g-galaktosidazy, o-
znateny ¢&islem 2 je moZno pozorovat v bufi-
kach, transformovanych pTS-1, kdeZto dal-
31 pas oznaCeny 1, je moZno pozorovat po
piisobeni pLRI-2. V pokusu bylo uZito akryl-
amidového gelu o koncentraci 18 % [(hmot-
nostni/objemova % ). Dal3i d&leni bylo pro-
vadéno jeSt& pFi pouZiti gelt o koncentraci
6 % (hmotnostni/objemova % ).



27

Na obr. 8 je zndzornén vysledek Castel-
ného ¢isténi lyzatd bunék Escherichia coli,
které byly transformovany DG-75. Buriky by-
ly péstovany do optimé&lni hustoty niZil neZ
1,0 pfi 650 nm pfi délce 1 cm, odd&leny od-
stfed8nim a zmrazeny. Zmrazené buiiky by-
ly mlety pri teploté 0°C v pFfedem stanove-
ném hlinikovém za¥izeni, bylo uZito 7 g bu-
nék v 1 litru kultury za p¥fitomnosti fenyl-
methylsulfonylfluoridu (PMSF}, ktery inhi-
buje proteolytické enzymy. Rozruiené buil-
ky z 1 litru kultury byly uvedeny v suspenzi
ve 100 mi 0,02 M Tris o pH 7,5, 0,01 M MgClz,
0,L M NaCl a 1 ml PMSF o koncentraci 1 %
(hmotnostni/objemovda %) v dimethylsulf-
oxidu. Pak byl pfidan siran amonny do ko-
netné koncentrace 33 % (hmotnostni/obje-
movd %). VysrdZend bilkovina se odstiedi
a dialyzuje proti 40 mmolim Tris o pH 8,0,
1 mmol EDTA, 1 nM MgClz a 5 nM g-mer-
kaptoethanolu. DG-75 obsahuje chromozo-
mélni gen pro g-galaktosiddzu. Tato g-ga-
laktosidaza vSak v blizkosti N-terminalniho
zakonfeni neni 1plnd a je proto inaktivni.
Naproti tomu po transformaci pLRI-2 se zis-
kéd Gfinny enzym, protoZe pravd&podobné
dojde k doplnéni struktury. V tomto pFipa-
d&é miZe byt g-galaktosidaza, kterd je tetra-
merem U¢innd i ve formé& smiSeného tetra-
meru, ktery sestdva z jednotlivych neaktiv-
nich sloZek. P¥i elektroforéze na gelu docha-
zi k disociaci tetrameru. Pasy (a) a ('j) by-
ly ziskdny pii pouZiti b&Zné doddvané ga-
laktosidazy (Boehringer-Mannheim Corp,,
New York, N. Y.], tak jak je oznadeno Sip-
kami. Pas (d) byl ziskdn z bilkoviny, kterou
bylo moZno vysraZet ptsobenim 3,3% sira-
nu amonného (hmotnosini/chjemova %).
Céstetnd ¢i3tdna bilkovina byla frakciono-
vana chromatografii na pripravku DEAE-
-BioGel, (BioRad Laboratories, Richmond,
Kalifornie}. g-galaktosiddza byla. vdzdna na
sloupec pfi pouZiti 40 mmold Tris o pH 8,0,
1 mmol EDTA, 1 mmol MgCly, 5 mmold 8-
-merkaptoethanolu, aviak vé&tSina chimérni
bilkoviny, sestavaijici z galaktasidazy a pre-
-proinsulinu vazana nebyla. Bilkoviny, které
nebyly pfi této reakci vazdny byly znovu
podrobeny chromatografii na gelu (b) a (cj}.
Tyto sloupce byly vymyvany pFi pouZiti li-
nedrniho gradientu chloridu sodného. Byla
stanovena uginnost g-galaktosiddzy a frak-
ce, které byly ziskdny v blizkosti nejvy35i
tginnosti byly analyzovédny v pasech (e aZi).
Vrchol ufinnosti byl spojen s pdsem (g]).
Jak bylo moZno ofekdvat, tento vrchol sesté-
val z v&tdi ¢asti z normdlni §-galaktosidéazy,
avSak obsahoval malé mnoZstvi chimérni g-
-galaktosiddzy s proinzulinem, jak bylo usu-
zovano z hustoty péasu.

Na obr. 9 je znazornén vysledek elektro-
forézy na polyakrylamidovém gelu o koncen-
traci 18 % [hmotnostni/cbjemovd %) p¥i
pouZiti bilkcvin z nefrakcionovaného lyzétu
jediné kolonie Eschorichia coli CSH20. Kmen
CSHZ20 byl popsdn ve svrchu uvedené publi-
kaci Miller J. a dalsi. V kmeni CSH20 docha-
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zi k velkému po3kozeni chromozomélniho
genu pro g-galaktosiddzu. V désledku toho
butika neprodukuje Zaanou bilkovinu tohoto
rozméru, leda Ze by do ni byl v&lenén plaz-
mid s obsahem uvedeného genu. Kultura
kmene CSHZ20 transformovaného pLRI-2:by-
la nanesena na plotny XGal s obsahem am-
picilinu. Bylo moZno pozorovat bilé i modré
kolonle. V dréze 28 je moZno vidét spektrum
bilkovin pro bilou kolonii, v drdze 29 spek-
trum pro modrou kolonii. Zatimco v dréze
29 je moZno jasné& pozorovat pds pro chi-
mérni bilkovinu u Sipky 1, v drdze 28 ko-
lonie zFejmé& neméla schopnost produkowvat
chimérni bilkoviny. Tento rozdil v expresi
plazmidu zatim neni vysvétlen. Obdobné che-
vani je meZno pozorovat i u bunék, které
byly tranzformovany pTSl, V drahéch 30 a
31 jsou uvedena spektra pro bilou a modrou
kolonii. Je tedy moZno provést vybér podle
syntézy poZadovanych bilkovin za wur&itych
ristovych podminek, pfestoZe mechanismus
neni znadm. V drédze 32 je zndzornéno spek-
trum lyzdtu Escherichia coli CSH17 (Miller
J.], u néhoZ dochéazi pouze k malému posko-
zenl g-galaktosiddzy. V drédze A je uvedena
¢ifténa g-galaktosidaza jako kontrola.

Udaje, uvedené na obr, 7 aZ 9 tedy pro-
kazuji syntézu chimérni bilkoviny, kterd ob-
sahuje fast sledu pro g-galaktosiddzu a pro-
inzulinovy sled. Tento z&vE&r byl potvrzen
analyzou nukleotidového sledu kombinava-
ného genu v pLRI-2. Sled nukleotidii odpo-
vidal k6du pro ofekdvanou chimérni bilko-
vinu.

Na obr. 10 je zndzornéna elektroforéza na
gelu pri pouZiti bilkoviny, produkované mi-
n’buiikami Escherichia coli P678—54, které
byly transformovany pExRGH nebo pBR322.
Bilkovina -po transformaci pBR322 je zni-
zornéna v draze A. Tmavy pés pfi Sipce 2
je g-laktaméza, jak je moZno zjistit pfi srov-
nani s kontrolni drdhou C, v niZ je uvedena
extraceluldrné vyloudend g-laktaméza. V.pé-
su B je uvedeno spekirum pro pEXRGH. Je
zlejmé, Ze f-laktaméaza neni pfitomna, zato
je 8ipkou 1 zndzornén novy pas s molekulo-
vou hmotnosti 47 000. VypoCitand moleku-
ldrni hmotnost chimérni . bilkoviny byla
44 300, takZe nam&rend hodnota je v rozme-
z{ 10% chyby uZité metody.

Priklad 3

Na obr. 11 jsou zndzornény vysledky ra-
dioimunologického sledovani kolonii trans-
formovanych pECRGH nebo pBR322. Timto
zptsobem uvedenym v pFikladu 1H jsou ko-
lonie transformovanych bakterii {asteéné
rozruseny pusobenim chloroformovych -par,
pak pfrevrstveny filmem z plastické -hmoty
s antisérem proti rlstovému hormonu,.pak
se tento film vystavi plisobeni [125])-proti-
latky proti ristovému hormonu, -ktera se
miZe vizat, jak je to v imunochemii obvyk-
16 na mista, obsazend rGstovym hormonem
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nebo imunologicky pfibuznou chimérni bil-
kovinu. Po promyti se pak film exponuje na
autoradiografické desce. Jak je zFejmé z obr.
11, vSechny kolonie transformované pEXRGH
byly pozitivni, pokud jde o produkci risto-
vého hormonu, kdeZto kolonie, transformo-
vané pBR322 byly negativni.

Citlivost této metody je prokézdna na obr.
12. Byly pé&stovany kolonie bakterii, které
obsahuji plazmid pEcRGH nebo pBR322 ne-
bo neobsahovaly Z4dny plazmid. V levém
sloupci jsou uvedeny vysledky svrchu uve-
denych zkouSek. V pripad&, Ze byl pfidan
pfebytek neznafeného riistového hormonu,
doslo k Uplné vazb& (1251)-protilatky, takZe
nedodlo k vazbé& na kolonie. PFi druhém kon-
trolnim pokusu bylo uZito norméini neimun-
ni opi¢i sérum misto protildtky proti rtsto-
vému hormonu. V pravém sloupci jsou uve-
dena mno#Zstvi RGH, jichZ bylo zapotfebi ke
stanoveni hranic citlivosti. PFestoZe bylo
moZno opakované dosdhnout pozitivniho vy-
sledku pii koncentraci 8 ng, nzbylo moZno
pfi niZ8ich koncentracich dosahnout Zadny
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vysledek. Pri¢ina této nahlé ztraty citlivosti
neni znama.

Imunologicky test byl uZit také k potvrze-
ni totoZnosti chimérni bilkoviny, sestdvajici
z @-galaktosiddzy a inzulinu a znézornéné
na obr. 7 aZ 9. Na bilkoviny, izolované elek-
troforézou na gelu se nejprve plscbi brom-
kyanem a pak se nanesou na gel, urfeny k
provadeéni zkousek. Vysledky jsou uvedeny
na obr. 13. V drdze A je moZno prokéazat
velkou bilkovinu, kterd byla identifikovana
jako spojeni g-galaktosiddazy a inzulinu. V
draze B se nachdzi samotna g-galaktosidédza
a v draze C samotny inzulin. V§sledek uka-
zuje, Ze chimérni bilkovina obsahuje inzuli-
novy sled, a Ze inzulinovy sled reaguje po
piisobeni bromkyanem s protildtkou proti
inzulinu. Mimoto byla kFivka citlivosti nor-
mé&lni, to znamend, e nedo3lo k ndhlému
pFerudeni. -

PiestoZe zplisob podle vynédlezu byl po-
psan v souvislosti se specifickymi provede-
nimi, je zfeimé, Ze jde o obecny zplsob, kte-
1y dovoluje celou Fadu modifikaci, které
rovinéZ spadaji do oboru vynélezu.

PREDMET VYNALEZU

1. ZpGsob syntézy eukaryotické bilkoviny
pii pouZiti mikroorganismu, pfi némZ se mi-
kroorganismus transformuje vektorem pro
pienos DNA, sestdvajicim z bakterialniho ge-
nu s vélenénym sledem nukleotida, Ktery je
kédem pro eukaryotickou bilkovinu s né-
slednym pé&stovdanim mikroorganismu:za pod-
minek, dovolujicich expresi bakteridlniho
genu, vyznadujicl se tim, Ze vilenény sled
sestdvd z cDNA, kterd je kédem alespofi pro
¢ast eukaryotické bilkoviny, vektor pro pfe-
nos DNA sestdvd z bakteridlniho genu, .ob-
sahujiciho alespoil oblast, Fidiei po&étek
transkripce a podatek translace a v€lengny
sled je uloZen vzhledem k bakteridlnimu ge-
nu tak, Ze jakmile dojde k podatku trans-
kripce a translace pf¥i péstovéni transformo-
vaného mikroorganismu za podminek, dovo-
lujicich expresi bakteridlniho genu, dochdzi
také Kk transkripci a translaci uvedeného
sledu, takZe transformovany mikroorganis-
mus syntetizuje eukaryotickou bilkovinu ne-
bo chimérni bilkovinu, kterd obsahuje euka-
ryotickou bilkovinu jako termindlni sled
aminokyselin na zakondeni, na némZ se na-
ché&zi karboxylova skupina.

2. Zpfsob podle bodu 1 vyznafujici se tim,

Ze se jako mikroorganismu uZije Escheri-
chia c¢oli, bakteridlni gen obsahuje C4st
strukturdlniho genu Escherichia coli pro be-
ta-galaktosiddzu a eukaryotickou bilkovinou
je inzulin.

3. Zptisob podle bodl 1 a 2 vyznatujici se
tim, Ze vélendnym sledem je klonovany frag-
ment ¢cDNA, oznadovany jako pAU-1 a jako
vektoru pro pfenos DNA, uZitého k trans-

- formaci -mikreerganismu se pouZije pLRI-1.

4. Zpusob podle bodd 1 a 2 vyznadujicl se
tim, Ze v&len&ny sled se vytvoil kombinaci
klonovanych fragmenti cDNA, oznadenych
.pAU-1 a.pAU-2 na spolefném misté pro §t8-
peni enzymem- Alul a vektorem pro pfenos

- DNA, uZitym k transformaci mikroorganis-

mu je pLRI-2.

5. Zpsob podle bodu 1 vyznacujici se tim,
Ze se jako mikroorganismu uZije Escheri-
chia coli, bakteridlni gen obsahuje ¢4sti
strukturalntho genu Escherichia coli pro be-
ta-laktamazu a eukaryotickou bilkovinou je
ristovy hormon. .

6. Zplisob podle bodé 1 a 5 vyznadujici se
tim, Ze vektorem, uZitym pro pfenos DNA
pri transformaci mikroorganismu je pExRGH.
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Obr. 7
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Obr. 8
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Obr. 10



218257




219257

12

Obr.



219257

n. p., zdvod 7 Most " Cen 2,40 X3



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

