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Redeni se tyké zplsobu konstrukce repli-
kovatelného prostFedku pro klonovani pro
expresi lidského riistového organismu v
mikrobidlnim organismu, pFidemZ se véle-
liuje gen, ktery je kédem jpro lidsky risto-
vy hormon do prostfedku pro klonovéni za
Fizeni promotoru pro expresi, vyznadujici
se tim, Ze se vytvoFi prvni fragment genu,
ktery obsahuje &ést kédu pro sled lidského
riistového hormonu, avSak obsahuje pouze
kod pro &dst sledu aminokyselin lidského
ristového hormonu, nade? se piipravi ale-
spoil- jeden dal${ fragment genu, ktery je
kodem pro zbyvajici ¢ést sledu aminokyse-
lin lidského rGstového hormonu, a to tak,
Ze alespoil jeden z tdchto fragmenti je ké-
dem pro terminalni &4st lidského rdstového
hormonu, kterd obsahuje volnou aminoky-
selinu a tyto fragmenty se uloZi ve spravné
vzdjemné fdzi do replikovatelného prostied-
ku pro klonovani za F{zeni promotoru pro
expresi a za vzniku replikovatelného pro-
stfedku pro klonovdn{ pro expresi sledu a-
minokyselin lidského riistového hormonu
bez zevni konjugované bilkoviny.
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Vynélez se tyka zplisobu ziskdni Zivota-
schopné kultury replikovatelného prostied-
ku pro klonovani.

Geneticka exprese

Desoxyribonukleovd kyselina obsahuje
kéd pro bilkovinu, to znamend takzvany
strukturdlni gen a souéasné& Fidici oblasti,
které zprostFedkovavaji expresi této infor-
mace tak, e vznikaji mista pro vazbu RNA
polymerédzy, mista pro vazbu ribosom@t a
podobn&. Dochézi k expresi bilkoviny z od-
povidajici DNA v priabé&hu nékolikastupiio-
vého postupu, ktery je moZno popsat nasle-
dujicim zpGsobem:

1. Enzym RNA-polymerdza se aktivuje v
fidici oblasti a pohybuje se podél struktu-
ralniho genu, &imZ dochdzi k transkripci
k6dované informace do ribonukleové Kkyse-
liny (mRNA) tak dlouho, aZ dojde ke konci
transkripce na podklad# zvlaStnich kodond,
které ji zastavuji. Ridici oblast tohoto typu
je také nazyvana promotor.

2. Informace mRNA se pfenese riboso-
mem do bilkoviny, pro jejiZz sled aminoky-
selin je kodem uvedeny gen, k translaci
dochédzi v misté signdlu pro poCatek trans-
lace, obvykle ATG (,f-methionin®).

V souhlasu s genetickym kodem specifi-
kuje DNA kaZdou aminokyselinu trojici ne-
bo-li kodonem tif sousedicich nukleotidd,
které se voli ze skupiny adenosin, thymi-
din, cytidin a guanin, zkratkami pro tyto
nukleotidy jsou A, T, C nebo G. Tyto nukleo-
tidy jsou zahrnuty v kédovém sledu DNA s
dvojitym Fetézcem, druhy, komplementar-
ni Fetézec je tvofen bazemi, které jsou va-
zédny vodikovym mistkem ke komplemen-
tarni bazi v kodovacim Fetdzci. A je kom-
plementem pro T, C je komplementem pro
G. Podrobng jsou tyto skutetnosti popsdny
napiiklad v publikaci Benjamin Lewin, Ge-
ne Expression 1, 2 (1974) a 3 (1977}, John
Wiley and Sons., N. Y.

Stépeni a vazba DNA

Pro rekombinaci DNA je moZno uZit Fadu
zpiisobi, podle nichZ je moZno zvlaStnim
zplisobem upravit jednotlivé zakon&eni frag-
mentd DNA, tak, aby vazba byla snadn&jsi.
Jde zejména o tvorbu fosfodiesterovych va-
zeb mezi sousednimi nukleotidy, nejfastéji
pisobenim enzymu T4 DNA ligdzy. Timto
zpisobem je moZno p¥imo védzat jednotliva
zakon&eni. Je také moZno postupovat tak,
7e fragmenty, které obsahuji komplemen-
tdrni jednotlivé Fet8zce je moZno doplnit.
Toto doplnéni je moZno provést vazbou
nukleotidii pisobenim enzymu, obecn& na-
zyvaného termindlni transferdza nebo tak,
Ze se odst&pi &4st zakonfeni enzymem —
— exonukleazou.

Nejdastéji se v8ak uZiva restrik&ni endo-
nukledzy, kterd Stépi fosfodiesterovou vaz-
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bu tak, Ze vznikd fragment 4 aZ 6 pard bazl.
Stépeni je provadéno na zcela zvlaStnich
mistech, v nichZ miZe ke 5tépeni dojit. Je
znama rada restrik&nich enzymi i misto je-
jich phsobeni, jak bylo popsdno napiiklad
v publikaci R. J. Roberts, CRC Critical Re-
views in Biochemistry 123 (Nov. 1976). PG-
sobenim celé Fady restrik&nich endonukleédz
vznikaji kratké komplementdrni useky s
jednoduchym ret¥zcem na konci dvojitych-
fragmentt. Tyto fragmenty je pak mozZno
vzdjemné vazat.

V pripads, Ze se §t&pi uvedenym enzy-
mem dvé molekuly rf@izného typu, vznika
novd molekula DNA, které je moZno dodat
integritu psobenim enzymu ligdzy, &imZ
dojde ke spojeni jednoduchych zakonCenl
Timto zpfisobem je moZno uZit restrikénich
enzymfi ke $t&peni DNA s dvojitym Fetéz-
cem s ndslednou rekombinaci, napfiklad
plisobenim T4 ligdzy s jinym Fet&zcem.

Klonovéni s rekombinantni DNA

Prostifedkem pro klonovdni je dvojitda DNA
nechromozomdlni povahy, kterd obsahuje
neporudeny replikon, takZe miZe dojit k
replikaci pri v&len&ni do jednobun&fného
organismu, napiiklad mikroorganismu jeho
transformaci. Takovy organismus se pak
tasto nazyva transformantem. Prostfedky
pro klonovéni jsou obvykle odvozeny z virl
a bakterii, nejéast&ji jde o DNA bakteridlni-
ho ptvodu s dvojitym Fetézcem, €ili o plaz-
midy.

Na zdakladd pokroku v biochemii v po-
slednich letech bylo moZno sestrojit pro-
stfedky pro klonovani napfiklad takové re-
kombinantni prostFedky, které obsahuji
DNA exogenniho pdvodu. V nékterych pii-
padech miZe rekombinantni DNA obsaho-
vat heterologni DNA, to jest DNA, které je
kodem pro polypeptidy, které se obvykle v
organismu, ktery je transformovdn pro-
stfedkem pro klonovani neprodukuji. Po-
stupuje se tak, Ze se plazmidy Stépi res-
trikénim enzymem, ¢imZ se ziskd linedrni
DNA se zakon&enimi, schopnymi vazby. Ta-
to zakonteni se vaZi na exogenni gen se
zakon&enimi, schopnymi vazby, ¢imZ vzniké
biologickd funkéni skupina s neporuSenym
replikonem a s fenotypickou vlastnosti, kte-
rou je moZno pouZit pfi selekci transfor-
mantd.

Rekombinanéni skupina se pak v€leni do
mikroorganismu transformaci a transfor-
mant se izoluje a klonuje, ¢imZ je moZno
ziskat mnoZstvi organismii, které obsahuji
kopii exogenniho genu a ve zvla$tnich pii-
padech miiZe dojit k expresi bilkoviny, pro
niZ je gen kédem. Postupy pro tento piipad
s potencidlni pouZiti jsou shrnuty v publi-
kaci Miles International Symposium Series
10: Recombinant Molecules: Impact on
Science and Society, Beers and Bosseff,
eds., Raven Press, N. Y. (1977]. '
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Exprese rekombinantnf DNA

Kromé pouZiti prostfedk pro klonovéni
ke zvySeni mnoZstvi gend replikaci byly ta-
ké provadény pokusy k expresi bilkoviny,
pro niZ je uvedeny gen kédem. V nékterych
pripadech byly tyto pokusy tsp&sné. Prvnim
piipadem byla exprese genu pro hormon
somatostatin pGsobenim lac promotoru v
Escherichia coli, jak bylo popséno v publi-
kaci K. Itakura a daldi, Science 188, 1056
(1977). V posledni dob& se podafilo doséh-
nout exprese retézce A a B lidského insuli-
nu stejnym zplhsobem a tyto Fetdzce vézat
na vysledny hormon, jak bylo popséno v
publikaci D. V. Goedde! a daldi, Proc. Nat'l.
Acad. Sci., USA 76, 106 (1979).

V kaZdeém z t&chto piipadd byly ziskény
v uplném stavu syntézou a v ka¥dém z
téchto plipadii bylo uZito rdznych enzymi
a soutasné bylo nutno chranit produkt pro-
ti plisobeni proteolytickych enzymd a sou-
tasn& bylo nutno chranit produkt proti pi-
sobeni proteolytickych enzym@, které by
zplisobily degradaci poZadovaného produk-
tu. Bylo tedy nutno produkt ziskat v kon-
juzované foring, to znamend spolu s dalsi
bilkovinou, ktera zptsobila ochranu proti
uvedenym enzymim. Mimo buiiku pak bylo
nutno tuto bilkovinu opét od$tépit k ziskani
vysledného produktu. Tyto postupy byly po-
psany v nésledujicich britskych patentech
tislo:

2 007 675,
2007 670 A,
2007 676 A a
2008 123 A.

Synteticky gen bylo moZno pouZit v néko-
lika uvedenych pripadech, ke skuteénym
potiZim v8ak dochézi, jakmile jde o daleko
vets1 bilkovinné produkty, jako jsou réisto-
vy hormon, interferon a podobn&, protoZe
geny pro tyto latky jsou daleko kompliko-
vanéjsi a neni moZno je snadno syntetizo-
vat.

SouCasné by bylo velmi Z4douci, ahy do-
8lo k expresi t&chto l4tek, zejména bez kon-
jugované bilkoviny, to znamend, Ze je nutno
zvolit vhodny organismus, ktery by mohl
vytvéret poZadovany produkt.

Rada pracovnikd se pokousela dosdhnout
exprese genu nikoliv organickou syntézou,
avdak reverzni transkripci z odpovidajici
IWRNA, kterd byla ziskédna &i$tdnim z tkéanf.
Tento postup je vSak spojen s dvojim pro-
blémem. Reverzni transkriptdza miiZe zasta-
vit transkripci diive, neZ je ziskana sestava
CDNA nutnd k ziskdni dplného sledu ami-
nokyselin. Villa-Komaroff a dal$i napriklad
ziskall ¢cDNA pro krysi proinzulin bez ko-
don@t pro prvni t¥i aminokyseliny prekur-
soru inzulinu, jak bylo popsdno v publikaci
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 75, 3727
(1978). '

Reverzni transkripci mRNA pro polypep-
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tidy, k jejichZ expresi dochdz{ pisobenim
prekursoru, byla ziskdna cDNA pro prekur-
sor a nikoliv pro biologicky aktivnf bilko-
vinu, kterd jinak v eukaryotické buiice vzni-
kd, v pripadd, Ze se odstrani enzymatickym
zplisobem ¥#idici sled. A% dosud nebyla pro-
kazdna podobnd schopnost pro bakteridlni
buniku, takZe transkripty mRNA vedly k
expresi produkti, které obsahovaly ¥idici
sled prekursoru a nikoliv biologicky u&in-
nou bilkovinu jako takovou.

Pro krysi proinzulin byl tento postup po-
psédn ve svrchu uvedené publikaci Villa-Ko-
maroffa a pro prekursor rdstového hormo-
nu krysy byl postup popsén v publikaeci P.
H. Seeburg a dalsi, Nature 276, 795 (1978).

Je tedy moZno uzaviit, ¥e a% dosud po-
kusy o expresi lidskych hormondl v bakte-
riich nebo v expresi prekursord t&chto hor-
mond na podkladé transkripce mRNA vedly

. néhodné pouze k produkei konjugovanych

bilkovin, které bylo n&kdy obtizn& st&pit
mimo builku, jak bylo opsédno pro piipad
penicilindzy ve svrchu uvedend publikaci
Villa-Komroffa a pro g-laktaméazu ve svrchu
uvedené publikaci Seeburgovs.

Lidsky ristovy hormon

Lidsky rlistovy hormon (,,HGH"} je vylu-
Covdn podvéskem mozkovym, &ili hypofy-
zou. Sestavd ze 191 aminokyselin a md mo-~
lekulovou hmotnost 21500, je tedy t¥ikrdt

vEt31 neZ inzulin. A% dosud bylo mo#no lid-

sky rdstovy hormon ziskat pouze velmi
pracnou extrakci z omezeného zdroje, kte-
rym jsou hypofyzy z mrtvol. Nesnadnd do-
stupnost této latky zpiisobila { omezené po-
uZiti pri 16&b& hypofyzarniho trpaslictvi a
nebylo moZno pomyslet na 166bu vice neZ
50 % nejnutn&jiich pripadi.

Bylo by tedy zapotFebi navrhnout nové
zplsoby pro ziskdni HGH a dal¥ich poly-
peptid ve v&tSim mnoZstvi, tato pot¥eba je
zv1&8t€ naléhavd v piipadé polypeptidd,
které jsou prili§ veliké pro organickou syn-
tézu nebo pro mikrobidlni expresi ze syn-
tetickych gendl. Exprese hormend savc@ po-
moci transkripce mRNA by mohla pomoci
odstranit obtiZe, spojené se syntézou, avsak
aZ dosud dochdzelo pouze k vyrob& mikro-
bidlnich biologicky netfinnych konjugéatd,
z nichZ bylo velmi obtiZné od3t&pit poZado-
vany hormon.

Vyndlez se tykd zpisobli a prostfedki k
expresi gendl, jejichZ podstatnd &dst je zis-
kédna reverzni transkripci kédového sledu
bez pracné konstrukce celého syntetického
genu, syntéza zbytku kédové sekvence pak
vede k ziskdni tplného genu, ktery je scho-
pen exprese poZadovaného polypeptidu, kte-
ry neni doprovézen Iidicim sledem, ktery
by zpfisoboval jeho biologickou inaktivaci
ani dalsi cizorodou bilkovinu. Tim je moZno
z{skat konjugéat, odolny proti proteolyze,
dovolujici extraceluldrni oditépeni cizorodé
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bilkoviny ze ziskdni biologicky i¢inné for-
my.

Zptisobem podle vyndlezu je tedy moZno
mikrobialni produkci ziskat ¢etné materia-
ly, které bylo moZno aZ dosud ziskat jen v
omezeném mnoZstvi ndkladnou extrakci
tkdni bez moZnosti ziskédni vét§iho mnoZ-
stvi. )

Zpisob podle vyndlezu znamend prvni
pfipad, v némZ bylo moZno polypeptidovy
hormon, dtleZity z lékaFského hlediska, to
jest lidsky rastovy hormon, ziskat bakte-
ridlni expresi, aniZ by do8lo k nitrobuné&tné
proteolyze nebo k nutnosti doplnéni biolec-
gicky ufinné formy cizorodou bilkovinou,
kterou by pak bylo nutno od§tépit.

Mikrobidlni zdroje lidského rlistového
hormonu poprvé umoZiiuji ziskani vétsiho
mnoZstvi hormonu k 1é&b& hypofyzdrniho
trpaslictvi a pro dal8i pouZiti, na néZ aZ do-
sud nebylo moZno pomySlet vzhledem k o-
mezenému mnoZstvi hormonu. Jde zejména
o difazni Zalude&ni krvdceni, degeneraci
kloubfi, 1éCbu spédlenin a jinych ran, riizné
typy dystrofii a kostni ndhrady.

Vynéalez bude déle popsdn v souvislosti s
pFiloZenymi vykresy, na nichZ jsou znézor-
néna vyhodnda provedeni zplisobu podle vy-
nélezu.

‘Na obr. 1 je zndzornéno schéma pro kon-
strukci fragmentu genu, ktery je kodem
pro prvnich 24 aminokyselin lidského ris-
tového hormonu spolu se signdlem pro
start ATG a s vaznymi misty, jichZ se uZiva
pfi klonovani. Sipka v kodu, &ili hornim Fe-
t¥zci (U) a komplementdrnim nebo-li dol-
nim fetézci (L) oznacuje oligonukleotidy,
které byly spojeny za vzniku zndzornéného
fragmentu.

Na obr. 2 je zndzorné&no spojeni oligonuk-
leotidlt U a L za vzniku fragmentu genu z
obr. 1 a jeho vElenéni do plazmidu za uce-
lem klonovani.

Na obr. 3 je zndzorn&n sled DNA, a to
pouze kodovaci fetézec po plsobeni res-
trikéniho enzymu Hae III na transkript
mRNA hypofyzy, pfi€emZ jsou €islovany a-
minokyseliny riistového hormonu, pro které
je tento sled kodem. Jsou také oznacena
mista pro plsobeni restrik&niho enzymu,
napfiklad tusek DNA po kodonu, ktery za-
stavi translaci mRNA.

Na obr. 4 je zndzornéna konstrukce pro-
stfedku pro klonovdni z fragmentu genu,
ktery je k6dem pro aminokyseliny lidského
ristového hormonu a konstrukce tohoto
fragmentu genu jako komplementdrni DNA
reverzni transkripci z mRNA, izolované z
hypofyzy.

Na obr. 5 je zndzornéna konstrukce plaz-
midu, ktery zpiisobi v bakterii expresi lid-
ského ristového hormonu, a to poCinaje
plazmidy z obr. 2 a 3.

Obecnym postupem vyndlezu je kombina-
ce jednoduchého prostfedku pro klonovani
7 vit§iho poftu fragmentu genu, které jsou
kodem pro expresi poZadovaného produktu,

Alespoil jeden fragment musi byt cDNA-
-fragment odvozeny reverzni transkripci z
mRNA, izolované z tkadng, jak bylo popséno
v publikaci A. Ullrich a dal$i, Science 196,
1313 (1977). Tato cDNA je podstatnou &as-
ti, s vyhodou alespaii pfevdZnou £&asti ko-
donfi pro poZadovany produkt, zbyvajici
téast genu je doplnéna synteticky. Syntetic-
ky fragment, vznikly transkripci mRNA se
skloiinji odd&lend, &imZ se ziskaji vétsi
mnoZstvi t&chto fragmentd pro pristi vza-
jemnou vazbu.

Celd tada podminek ovliviiuje rozd&leni
kodonfi pro vysledny produkt mezi synte-
tickou $4st a Cast, ziskanou transkripci, jak
je popsdno napiiklad pfi ziskani komple-
mentdrni DNA v. publikaci Maxem a Gilbert,
Proc. Nat‘l, Acad. Sci. USA 74, 560 (1977).
Komplementdrni DNA, ziskand reverzni
transkripci bude vZdy obsahovat kodony
alespoii pro tu koncovou &4st poZadovaného
produktu, kterd obsahuje karboxyskupinu a
dal§i kodony pro mRNA, u niZ nedo3lo k
translaci, a to smérem od signdlu pro u-
kon&eni translace, ktery je nejbliZe karbo-
xylové skupind.

pritomnost DNA pro RNA, u niZ nedoSlo
k pienosu, nemd vyznam, i kdyZ je moZno
odstranit prilis dlouhé fetézce tohoto typu,
napiiklad od$t&penim restrikénim enzymein,
aby bylo moZno zachovat bun&né zdroje,
wrivané pri replikaci a expresi DNA poZa-
dovaného produktu. Ve zvlaStnich pfipa-
dech bude cDNA obsahovat kodony pro ce-
ly poadovany sled aminokyselin a dalsi
kodony smérem od aminokyseliny poZado-
vaného produktu.

Napfiiklad prevaZnd &ést polypeptidovych
hormonét nebo snad vSechny tyto hormony
se ziskajl z prekursoru, které obsahuji Fi-
dici nebo signalni sled bilkoviny tak, jak je
na tuto bilkovinu véazédn, nap¥iklad pri pré-
chodu buné&nou membranou. Pfi expresi z
eukaryotickych bun&k jsou tyto sledy anzy-
maticky odstraiiovany, takZe hormon se do-
stdvd do periplazmatického prostoru ve své
volné, biologicky a&inné form&. Neni viak
moZno otekavat, Ze mikrobidln{ bunky splni
tutéz funkci a je tedy Zadouci odstranit u-
vedené sledy a fidici sledy z transkriptu
mRNA.

V tomto pFipad& je vSak ztracen i signdl
pro zadatek a obvykle také nékteré kodony
pro vysledny produkt. Syntetickd sloZka
takto ziskaného genu tedy doplni tyto ztra-
cené kodony i novy signél pro start, v pfi-
padg, Ze prostfedek pro pFenos hybridniho
genu nemd signal pro start.

Odstranéni fidiciho sledu z ¢cDNA prekur-
soru rfistového hormonu je moZno provést
pomé&rné vyhodnym zpiisobem, protoZe ten-
to sled obsahuje misto pro piisobeni res-
trik&niho hormonu. Zplsob podle vyndlezu
je v8ak moZno provadét i v pripads, Ze se
takové misto ve sledu nenachdzi a i bez
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ohledu na moZnost ziskani takového mista
dostatetn& blizko aminokyseliny poZadova-
ného polypeptidu, &m# je nutno syntetizo-
vat v8tSi tsek genu, ktery nelze odvodit od
mRNA. To znamend, %e v jakémkoliv kodu
cDNA pro poZadovany polypeptid se mfiZe
objevit i sled, ktery inaktivuje vysledny
produkt, a to na hranici ¥dictho sledu a
sledu pro poZadovany polypeptid. Je pak
mozZno postupovat tak, 7e se gen rozddli ve
zvoleném peptidu a odstrani se neradouci
Fidici sled nebo jing sled. Je tedy moZno
S$t&pit danou cDNA jako:

g« . l“;'.jl\}{:'_.“ I _,_?i
[}
5'  TTAAGCCCTGATCGT...
atd.
5 AAT TCGECACTAGCA .. .

__.07\.|<_d_.[

kde konec $t&peni je zndzornén Sipkou, re-
ak&ni podminky pro exonukledzu je moZno
volit tak, aby byly odstran&ny hornf sledy
a a b, nateZ S1 unukledza automaticky od-
strani spodni sledy ¢ a d. Je také moZno po-
stupovat piesnéji tak, Ze se uZije DNA po-
lymerédza za pritomnosti desoxynukleotidtri-
fosfath [d(A, T, C, g)TP].

Ve svrchu uvedeném piipads tedy DNAl

10

polymerdza za pFitomnosti dGTP odstrani
sled ¢ a zastavi se u G, S1 nukleédza pak od-
Stépi sled a, DNA polymerdza za pritomnos-
ti dTT P 0d5t&pi sled d a zastavi se u T a
S1 nukledza pak od3t&pi sled b atd. Tento
zplisob je popsdn v publikaci A. Kornberg,
DNA Synthesis, str. 87 a# 88, W. H. Free-
man a Co., San Francisco (1974).

S vyhodou je mo¥no jednoduchym zpiso-
bem postupovat tak, Ze se vytvoFi misto pro
piisobeni restrik&niho enzymu na vhodném
mistd cDNA, kterd je kodem pro poZadova-
ny produkt zptsobem, uvedenym v publika-
Ci A. Razin a daldi, Proc. Nat‘l Acad. Sci.
USA 75, 4268 (1978). Timto zpGsobem se
nahradi jedna nebo v&tsi pocet bdzi v exi-
stujicim sledu DNA, pfitems se uZije vhod-
ného substituentu.

Alespoii sedm tsekéi o CtyFech pédrech
bazi je zndmo pro zndmé restrik&nf enzy-
my, to jest:

AGCT (Alu 1),
CCGG (Hpa II),
CGCG (The I),
GATC (Sau 34},
GCGC (Hha),
GGCC (Hae III) a
TCGA (Tag1).

V pripadg, Ze sled cDNA obsahuje sled,
ktery se od mista piisobeni restrik&niho en-
zymu odliSuje jedinou bdzi, coz je staticky
velmi pravdépodobné, je moZno tuto bézi
nahradit tak, Ze se ziskg cDNA, kterd ob-
sahuje spravnou bazi a tedy Zadané misto
pro pusobeni restrikénfho enzymu. Stépe-
nim se pak odd&li DNA od neZidouciho Fi-
diciho sledu, na&e? se syntézou nahradi
kodony, jichZ je zapotiebi k expresi Gplné-
ho polypeptidu. Postupuje se napfiklad né§-
sledujicim zpdsobem:
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Je samozfejmé, Ze je moZno vé€lenit v pii-
pad® pot¥eby i del¥i mista pro pilsobent
restrikéniho enzymu nebo vélenit né&kolik
mist nebo postupn& vytvorit restrikgni mis-
to o &tyFech péarech bézi i tehdy, kdy sled
obsahuje pouze dv& baze.

MiiZe byt ¥&douci, aby nedo3lo pouze k
expresi sledu aminokyselin poZadovaného
produktu, nybrZ soudasn& k expresi cizoro-
dé, av3ak specificky uspofddané bilkoviny.
Jako piiklad miZe byt uvedeno né&kolik
mo¥nosti. Polosynteticky gen mfiiZe byt na-
p¥iklad heptenem nebo jinou, z imunologic-
kého hlediska urdujici latkou, pfiemZ k
imunologické reakci miiZe dojit p¥i spojeni
s daldi bilkovinou, &imZ vznikne vakcina.

Podobny zpfisob je popsdn napiiklad v
britském patentu & 2008 123A. MiZe byt
také Zadouci, aby do3lo k expresi poZado-
vaného produktu ve spojeni s daldi, biolo-
gicky neddinnou bilkovinou s néslednym
mimobun&nym od§t&penim této bilkoviny

~kodony pro poZadovany produlkt

| tdsteln& syntetickd DMA

i R IR

za vzniku Géinné formy. Je rovnéZ moZno
postupovat tak, aby signdlni polypeptid
pfedchédzel poZadovanému produktu, tak,
aby bylo moZno dosdhnout produkce i prii-
chodu bun&&nou membrénou, pokud oviem
je signélni peptid moZno od3t&pit. Mimoto
je mo¥no uZit cizorodého konjugétu, ure-
ného k specifickému od$t&peni mimo buii-
ku tak, aby byly chrén&ny produkty, které
by jinak byly rozloZeny endogennimi pro-
tedzami mikrobidlni buiiky.

Alespoii v poslednich tfech pf¥ipadech je
mo?no k dopln&ni kddového sledu tran-
skriptu mRNA uZit kodonli pro sled amino-
kyselin, ktery je specificky oditépitelny,
napffklad pésobenim enzymu. Trypsin nebo
chymotrypsin, napfiklad specificky S$t&pi
vazby arg—arg nebo lys—Ilys, jak bylo po-
pséno v britském patentu &. 2008 123A.

7 toho, co bylo uvedeno, je zfejmé, Ze ve

e

svém nej¥ir§im vyznamu dovoluje zpiisob
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podle vynélezu Fadu moZnosti. Je mo#no po-
stupovat nap¥iklad ndsledujicim zplsobem:

— ufZije se transkriptu mRNA, ktery je
kodem pro podstatnou &ast sledu aminoky-
selin Zadaného polypeptidu, aviak pri vlast-
ni expresi by doslo k produkci odli¥ného
polypeptidu, a to bud o néco menSiho, nebo
0 néco menstho neZ poZadovany produkt.

=— Odstrani se kodony pro sled aminoky-
selin, ktery se 1i8i od sledu v poZadovaném
produktu.

Organickou syatézou se ziskaji fragmenty,
které jsou kédem pro zbyvajici ¢4st poZa-
dovaného sledu.

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

Je samozfejmé, Ze v kaZdém piipads bu-
de produkt zaéinat aminokyselinou, pro niz
je kodem signdl pro start, napiiklad v pri-
padé ATG jde o f-methionin. Tato &4st bude
patrné uvnit¥ buiiky odstrangna nebo v
kaZzdém piipad& neovliviiuje biologickou a-
¢innost vysledného produktu.

PrestoZe zplisob podle vynalezu je obec-
nym zpisobem pro vyrobu cennych bilkovin
vietn& protildtek, enzymi a podobué, je
zvlasté vhodny k dosaZeni exprese hormont
savcll typu polypeptid@ a jinych latek s 16-
Cebnym pouZitim, jako jsou:

glukoson,

gastrointestinealni inhibi¢ni polypeptid,
polypeptid ze slinivky bfisni,
adrenokortikotropni hormon,
g-endorfiny,

interforon,

urokingza, _

faktory, ovliviiujici srdZeni krve,

lidsky albumin a podobns.

‘Vyndlez hude osvétlen nasledujicim pii-
kladem, v némZ je konstruovan polysynte-
ticky gen, ktery je k6dem pro lidsky riisto-
vy hormon, tento gen je klonovdn a dochézi
k jeho mikrobidlni expresi.

Priklad

Konstrukce a exprese prostiedku pro klo-
novani lidského rdstového hormonu

1. Klonovéni fragmentu po $t8peni Hac III,
ziskaného z transkriptu mRNA
(obr. 3 a 4)

Polyadenylovand mRNA pro lidsky rdsto-
vy hormon (HGH) byla pFipravena z nado-
rii, produkujicich lidsky rlistovy hormon
zpiisobem, ktery byl popsan v publikaci A.
Ullrich a dalsi, Science 196, 1313 (1977).

14

1,5 ug cDNA s dvojitym Fetézcem (,ds“)
bylo pripraveno z 5 ug této RNA zplisobem,
popsanym v publikaci Wickens a dalsi, J.
Biol. 253, 2483 (1978) s tim rozdilem, Ze
bylo uZito RNA polymerazy , Klenowiiv frag-
ment”, popsané v publikaci H. Klenow,
Proc. Nat'l. Sci USA, 65, 168 (1970) misto
DNA polymerazy 1 p¥i syntéze druhého fe-
tézce.

Mista pro plisobeni restrikénich endonu-
kledz v restrikénim enzymu jsou rozloZena
tak, Ze misto pro ptisobeni Hae III je ulo-
Zeno v 3' nekodovaci oblasti a v kédovaci
oblasti pro aminokyseliny 23 a 24, jak je
znazornéno na obhr. 3. PFi pfisobeni Hae I1I
na ds cDNA riistového hormonu poskytuje
fragment DNA o 551 bézi (bp]), ktery je
kédem pro aminokyseliny 24 a# 191 risto-
vého bormonu. Timto zplisobem bylo zpra-
covano 90 ng cDNA enzymem Hae 111, nad&eZ
byla provedena elektroforéza na 8% poly-
akrylamidovém gelu a oblast pFi 550 bp by-
la vymyta. Timto zptisobem byl ziskdn pii-
bliZn& 1 ng cDNA.

Plazmid pBR 322 byl pripraven zpisobem
podle publikace F. Bolivar a dalsi, Gene 2
(1977), str. 95 aZ 113 a byl uZit jako pro-
stfedek pro klonovani svrchu uvedené
CDNA. Tento plazmid byl plng popsén v pu-
blikaci J. G. Sutcliffe, Cold Spring Harbor
Symposium 43, 70 (1978), jde o replikace-
schopny plazmid, ktery preddvd resistenci
proti ampioilinu i proti tetracyklinu vzhle-
dem ke v€lené&ni odpovidajicich genii (APR
a Tc®, jak je zndzorn&no na obr. 4} a ktery
obsahuje mista pro pfisobeni restrik&nich
enzyml Pst I, EcoRI a Hind III, jak je na
obr. 4 rovn&Z zndzorn&no.

Ziskaji se 3tépné produkty piasobenim
enzymu Hae III a PstI. Pak se uZije zpfiso-
bu podle publikace Chang A. C. Y. a dalsi,
Nature 275, 617 (1978) k dopln&ni ziska-
nych zakond&eni p¥i §t8peni uvedeného plaz-
midu enzymem Pst a po pisobeni enzymu
HaeIll na transkript mRNA, fragment
CDNA se v&leni do plazmidu pBR 322 v: mis-
té po Stépeni enzym@ Pst 1, takZe se ziskd
Zzpét misto pro $tépeni enzymem Hae III
(GG Y CC) v cDNA a dojde k restituci mist
pro plisobeni enzymu PstI (CTGCA' G) na
kaZdém konci vElenéného sledu.

Bylo tedy uZito termindlni desoxynukleo-
tidyltransferazy (TdT) k piFipojeni ptibliz-
né 20 zbytklt dC k 3‘-zakondeni, jak bylo
popsano ve svrchu uvedené publikaci Chan-
ge A. Y. C. 60 ng plazmidu pBR 322 po pl-
sobeni enzymu PstI bylo spojeno s pribliZ-
né 10 zbytky dC s vektorem DNA se zZbytky
dC, které bylo provedeno ve 130 ul 10
mmolfi Tris-HCl s pH 7,5, 100 mmold Nacl,
0,25 mmolu EDTA byla sm&s zahfdta na 70
stupiiti Celsia, nechala se zchladnout v pri-
b&hu 12 hodin na teplotu 37 °C, pak v pri-
béhu 6 hodin na teplotu 20 °C a pak byl
materidl wuZit k transformaci Escherichia
coli x1776. Analyza sledu DNA plasmidu
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symtetickéhe fragmenty s, amistenm; pos Stipe;
ni,kestpikéni endonukiednawi tak; aby. tente
fragment mohl byt spojen s transkriptem
mRNA, Jak jBrznazonnénesna abrksusynte-
tigk#Gast geny pro pramichi3d amjnokyses
lin, lidskghe s r@istovéhaehogmomny « obsalitje
mistoinre $4§peni:enaymemnHae Thzqramit
nokyselimoit 330 Distdlni konce  syntetické:
ha.fragmentiv jeccepatien skupinou, kierd
dpvetuie. jehm piigojeni ki jednoducheému re-
tgaei; vkiershge, zigkd. tim, Ze  se, 5t8pli ras:
trikéni endonukledzou plazmid, kinémud
budepiipojen: transkript : MuRNA: spojuise
syntatiekymi fragmentenyy o hat o Dl

Jak je zndzorn&no na obr. 5 zakendent
dvejitého dragmentunma zakondent: pro -pt-
spbeninestrikénich,endonukledr (Eca Rlna
Hind. ;fl;aby. pylasusnadnéna, konstrukee
plazmidi, | Kodem  pro omethionin  na:-levém
kopgiojeygavoyeRomistem propodatek: tran-
slaga. Dvandety shzaych oligonukleptidi;nhs
sahpjichaldag w16 ~bdzihyloisyntetizovane
zlepSenou fosfotriesterovou metodou;t:poi
psanay, vipublikaci £rea, sRijBrog:::Nat'l,
Agad:$CiiUBA. 75, 0i768 (1978): Tyto oligon
vyl leotidyly @¥ Us:.a. LiaZika jsow ronadet
A ERRAML s ol i oo abp VS S hisg
v 10aug Uznafdde-acleafile bylofostaryled
vid e, pifLopanZiti T4 polynukleotikinday: na
(y¥-P)ATP zndmym: zplipobein| popsanym: iv
ppblikaei Goeddel, DuhVioaddalsiy Peoe: AN,
Acad) el USA:76,108:DLIVEQ) sundoariqs v
.. Byly.ipsovedeny - tiinodddlené inegkoe; tkar
talpeevane, T digazous 40 wgi 5,0 H fragmens
tyy Ut bylo spejenor, sifostonylovanym: Wz ks
a Le, fosforylované ki3, U4, Laiashylyspos
jeny a 10 ug 5'-OH fragmentu Li bylo spo-
jeno s fosforylovanym L2, Us a Us. Fytenvake
né rgakee vhyly pnovadany piticteploti 4.
po dobu 6 hodin:verBa0 ¢l i20 mmoli Eris-
-HC1 o pH 7,5, mmeioMgGlg, 10 mmoll -dix
thiothreitolu, 0,5 mmolu ATP pfii:-poudZiti
100 jednotek T4 ligdzy. TFi reakémiinsmési
pak byly slity, bylo priddno 100 :jednatek
T4 ligazy a reakce-prabibalaqidhodimipii
teplotd 20 °C. Sméshbyle nysrazand; ethane
lem a byla provedena elektroforéza na 10
precaninfmppilyakrylaaidovem gelu. Pagy o-
zaafuiich fragument 4184 pdunys bazl bylhvyd
imuatz gednia oddalend vymyvan loug phag
midwmaBR 332/ byl apracevdan: pisobemim ey
zymu Eco RI a Hind; 13k velkfdragment dyl
izolovan elektroforézou na gelu a navézdn
na syntetickou DNA. Smés byla mZita ik
transformaci Escherichia coli, K-12 kmen
2841 (end :Mhthiiﬁs;vhﬁﬁ;rhsmk’ﬂ:].:»KmemJZS!fﬁ
byl ulogen«30:iijna: 1078 voAmenicanEype
Culture Collection (ATCC €. 31446) a je k
dispozicii heg 1 pmazenio Rl analyze osledu
zplsobem poddensvoehit: uvedend publikace
Maxama a Gilberta vdélendnémg fiseku} po
plsobeni restrikénich endonukledz Eco RI
aoHindy IHpina - plazmid pHGH 3. potyrdila
stpulsturu,zobridag sivd (LT aoovad v
ganriorl evoizi yAshil doimitinduhory LT
_A3indanstrukce i plagmidu yprot bakteriflx

AT L1 BRE onanind azlsb 6 IBIEINY
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emzymiv aAjpdmodcndhyi Fatszéorsr¢imte iz
kongeminyobyl! inolivan!tpontogi DN AY grlod}r e
mey&zyiThsd nastedn v spojenion  vzaiklyeh
zedsondpnds Vigbledny plaamid:pGHSG ‘obiahm;
jeijedigé ‘mistod pior plisobent: eneymy iFco
‘Riivgrsplidvnénpolozesvziileden: is | phomothe
rispdie xtohotdh mistanjesimoghevieZit itptny
genlpridlidek{nrtstovd Worrhotuydovils sl
Ko zighan | syntetickbho o dkagmenty . P

spojenis s irdiskpiptemo RNAsbylobrozétspi: .

o120 g plaamided pHGH3upEsaben i éhiy
i g R0 Haenk Hanstiagingot: o, 77 ipsnedh
bazive phsatreinhdadanbhoiisiedw pro dnvite:
lopse ik a¥2 23~ 1idskéhar rik tovéhe hondio-
Ny Bylyizolovébona! 896 pddyakibyldniidoyvéni
getinotl iy aodog Sofidisyl Boaaoy
r3epgsplasmithe: pHG 161 boykbd bbys tépenb
enzymeny#Haen Il #$hsd lidskéhoodistoveito
hormowwion$5 | parectyoba ziva) fia s, po
steépeniuplasmidd vpoBRALY etmyménd shllae! 11l
01540 parebhlddz] byly SistdSnw:sldk trofobés:
Zoy ey gelu.iiPor Stdpenis phsobehint enayi
min Xl iyl qaBt&en pburdsledipitd 1igi
sk yiqhstovy:honimon ik teny imd didil 135 pai
bidaiicpd ioblasgtiiw biftrkos s «rake nBeni; ke
rahavebyila1dg o e opnon vteaiter s Lok g WVl
sleidny (fragment) on 52 pavecty didaix byl o
délen od fragmentu o 540 pargdittbadi ndiss
kaného z plazmidu pBH322 &t&penim enzy-
mu Hae III elektroforézou na 6% poly-
akrylamidovém gelu. 0,3 ug fragmentu o 77
parech bézi po St&peui enzymy Eco RI a
Hae III bylo polymerovdno piisobenim T4 li-
gézy v 16 ul reak&ni smési po doby 14 ho-
din pfi teplot® 4 °C. Sm&s byla zah¥ivana
na teplotu 70 °C po dobu 5 minut k inak-
tivaci enzymu a pak byla podrobena piiso-
beni enzymu Eco RI k od3tépeni fragment,
které byly podrobeny <dimerizaci na mis-
tech pro plisobeni tohoto enzymu, a piiso-
beni enzymu Sma I k rozit&peni dimerd v
mist& plsobeni Sma I, &imZ byl ziskan frag-
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ment sonb8il: pardchibdzi senzak onGenimi
vzildymai s lpe. « plsobeni: enzymu: Eco. “RY
Eakondeni) xpoy phsebeni -gnzyniw Sma 1 g
bylahsohopnatee epétivazath oo &idténi ma
600 pulyakeylamidevém  gehu -byloy kiskérte
piblidnéd 808fmg tevotet fria gmdnty, Hennelts
Ronukbsto beplazmidpGEHE meobsah jermis:
tovpedopéisebent enzymib Xana hoNal.druhé
steand vinistes provplischeni: enzymb:Shmaii |
jehtoié#xjakp 'proyplisobént enzymw Xma 1l
avialn-rorddlent | poobilia. ‘upresifed: tohbto
mistava vgnikla zakoncenitnejseur.scHopna
Senayzaicm opdyd vizat, Villo | Znamend,: : Zg
frﬂ@memttpolar@zéié@eniss@maymemtfﬁma’sl; 2ig=
kang StBpening plezmidio SHGH 3 jer moZ-
noqavdzad na plazmid PGB v 1o Ll
i Blagmido pGHG; kderyohsyhijdy protomes
tory 1 dam UV iblylhpostupud wpradovavan: pité
siohewdmensymuwobind 41 inukledzy St @
HeahRI a byl ¥idtgnoelekiraforézon .na: geld;
501 gy yslefing ho ek tiora, kiery:«:obsaho4
wal; jedngomisténpre phsebsni enzymb:iFeo
Rltacjedao azkondand. byle:vazano as: 10 mng
DNA didskélo: slistovéhe »thormonw o391
pareon| hizi datorsmés bylaouZitak trans
Iorniged: Eschiriehigicoli kmene x 1 7962 Ko-
lonie Byl dzeldvdny ‘s: ghledem ma- iréist nd
priogtéediy vkinré obsatiovalo 1125 ug tetra-
cykbinu/mils Jenutneiuvést; Ze vilemsni hyb+
ridniho | genu: prolJidsky: tlstovy hormon:-do
nlazimid i pGHG: 2Nl promotery  pro:edold
nosf profilieiracykiing, raviak sypchuouve!
denyilagipbomofor; doveluje: spravné odedte-
nd ! strakinrdinihoeli geda ipro: odelnost | proti
tefracyklin tak¥e tato vlastnost; ot
jici sprévnou selekci kelonii je zachewdna)
Tamtovdplisgbem byle!ziskéno!p¥iblidns 400
teansinrmentit iBFiahybridizaciipedle  publis
kapshGounstein X 1Hogness, iProei - Natit,
Apadi SALIUSA, 72,13 8611i(1975 )i bylo1priod
kdizgmor 12 kolonilikteré: obsahvalysled
pro;clidsky ingstovy shormon: Plazmidy, dzov
louané: ae 4D t&ehio kqlowmii) meélyipoiadod
viad mista pre) éi@penl iendymetd iHae BEOT
Bywodd;a Bstd Lo Byl rovngistanoven sDNA
sieds puo jeden kilon /plazmidu i pGHGL07, 14
aoldsky irfistov o hosmon, kijehoZ: exprosi
dodlo transformanty,; bylo imoZas:  snadng
ziigtitv pifmou; rafligimundlogickot zZkeuss
ko, kterd pylaprovedena na wedovaeich
s@niichol supernagantl ' \rozrudeaych  buntk
pifh poefitit, vkusebnd sestavy HGH - BRIST
trarmaeda )y caigog ol Aol 0 smron
Aby bylo moZuo prokéazat, e exprese lid-
ského rfistového hormonu je Fizena lac
promotorem, byl transformovédn plazmid
PGHG 107 do Escherichia coli kmene D1210
[lac+(i%0+-z'y+)], u n8hoZ dochazi k
nadprodukci lac represoru. DosaZené hla-
diny exprese lidského rdstového hormonu
neni mozno prokézat diive ne# po p¥Fidani
IPTC (isopropylthiogalaktosid).
Odstranénim mista pro plisobeni enzymu
Eco RI v plazmidu pGH 107 byl oddélen
ATG signdl pro start v téZe vzddlenosti od
kodon#i, véZicich ribosom 1 lac promoto-
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ru, jako je tomu v pfirodnim stavu a sou-
gasnd signél pro start pro g-galaktosidazu.
Aby bylo moZno zjistit, zda by exprese byla
zvySena napodobenim tohoto piirodniho
stavu, byl preveden plazmid pGH 107 na
plazmid pGH107-1 otevienim plisobenim en-
zymu Eco RI a pascbenim S1 endonukledzy
na vysledné jednoduché fetézce s obnove-
nim kruhu pésobenim T4 ligdzy. PrestoZe
vysledny plazmid bylo moZno pouZit k do-
saZeni exprese lidského riistového hormonu,
nebyla tato exprese vy$Si neZ pIi pouZiti
plazmidu pGH 107, jak bylo moZno proké-
zat pfimou radioimunologickou zkouskou.

je ziejmé, Ze zplsob podle vyndlezu ne-
miZe byt omezen na uvedené vyhodné pro-
vedeni, nybr# je timto provedenim pouze i-
lustrovan. Je moZno uZit dalSich variaci, a
to jak co do volby promotoru, plazmidu, tak
do volby vysledného polypeptidu a podob-
né. Je moZno napfiklad uZit jiné promoto-
ry, jako jsou promotor 1 ambda, operon pro

arabinozu (phi 80 d ara) nebo kolicin E1, .

galaktozu, alkalickou fosfatdzu nebo pro-
motor pro tryptofan. Je moZno uZit jiné or-
ganismy pro expresi, napfiklad z Zeledi En-
terobactericese, napiiklad kmeny Escheri-
chia cnli a Salmonella, Bacillaceae, napfi-
klad Bacillus substilis, Pneumococcus,
Streptococcus a Haeemophilus influenzae.
Je samozfejmé, Ze volba organismu ovlivni
klonovani a expresi, kterd by méla byt pro-
vedena v souhlase s pifedpisy, vydanymi Na-
tional Institutes of Health Guidelines for
Recombinant DNA, 43 Fed. Reg. 60080
(1978). .

Zptisob podle vyndlezu, tak jak byl po-
psdn ve svrchu uvedeném piikladu na Es-
cherichia coli kmen x 1776 byl provéddén v
lahoratornim méFitku. Bylo by v3ak moZno
jej provadst pouze v omezeném pramyslo-
vém msfitku, vzhledem k potencidlnimu
biologickému nebezpeti. Jiné mikroorganis-
my, napfiklad Escherichia coli K-12 kmen
294 a Escherichia coli kmen RR1, genotyp
Pro-Leu~Thi~Ry~-recA--Str* Lac y~ by v8ak
bylo moZno uZit ve v&tS8im mefitku. Kmen
Escherichia coli RR1 je odvozen od Esche-
richia coli HB101, ktery byl popsdn v pub-
likaci H. W. Boyer, a dalsi, ]. Mol. Bio
(1969) 41, 459 aZ 472, spojenim s kmenem
Escherichia coli K 12, kmen KL16 jako do-
norem Hfr, jak bylo popsdno v publikaci
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[. H. Miller, Experiments in Moleculra Ge-
netics (Cold Spring Harbor, New York,
1972). Kultura Escherichia coli RR1 byla
uloZena 30. f¥fjna 1978 v American Type Cul-
ture Collection pod &islem ATCC 31343 a
je dosaZitelnd bez omezeni. Kultura kmene
x 1776 byla uloZena v téZe shirce 3. ferven-
ce 1979 pod &islem ATCC 31537. 3. gerven-
ce 1979 byl rovn#Z v téZe sbirce uloZen
plazmid pHGH107 pod &islem ATCC 31 538 a
Escherichia coli K12 kmen 294, transformo-
vany pPGHG pod &islem ATCC 31 539.

Organismy, které je moZno ziskat Zplso-
bem podle vyndlezu, je moZno uZit p¥i pri-
myslové fermentaci k produkci lidského
riistového hormonu, &imZ je moZno ziskat
mnoZstvi, ktergch a% dosud nebylo moZno
doséhnout. Transformant kultur Escheri-
chia coli je napiiklad moZno péstovat ve
vodnych prostFedich v néddobédch z nerezo-
vé oceli nebo v jinych nédobédch za b&Zné-
ho provzdu$iiovani a michén{ napiiklad pri
teplotd 37 °C a v blizkosti neutrdlntho pH,
naptiklad pfi pH 7 -+ 0,3, Zivné prost¥edi
obsahuje b&%né Zivné sloZky jako uhlohy-
dréty, glycerol, zdroje dusiku jako siran a-
monny, zdroj drasliku jako fosforefnan a-
monny, stopové prvky, siran hofetnaty a
podobng. Transformanty obvykle majf vlast-
nosti, které umoZiuji jejich selekci, napii-
klad odolnost proti nekterym antibiotikdm,
&imZ je moZno tyto kmeny oddé&lit a zamezit
riistu divokych typdl Escherichia coli. Jako
piiklad je moZno uvést, Ze v pfipad& orga-
nismi, odolnych proti ampicilinu a tetra-
cyklinu, je moZno pridat k Zivnému prostre-
di uvedend antibiotika k zamezeni riistu di-
vokych organismi, které odolné nejsou.

Po skonteni fermentace se suspenze bak-
terii odstfedi nebo jinak odd#&li a pak se
rozrudi fyzikaln& nebo chemicky. Bun&fnd
drt se oddsli od supernatantu a rozpustny
riistovy hormon se izoluje a ¢&isti.

Lidsky rdstovy hormon je moZno (istit
bud frakcionaci polyethylaniminem, nebo
gelovou filtraci na gelu Sephakryl S-200,
iontom&nitovou chromatografif na prysky-
#ici Biorex-70 nebo GM Sephadex, frakcio-
naci sfranem amonnym nebo zmé&nou pH a
popFipad8 chromatografii pfi pouZiti proti-
latek proti antiimunoglobinu proti uvede-
nému hormonu ze senzimilizovanych zvifat
nebo hybridt.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob konstrukce replikovatelného
prostfedku pro klonovani pro expresi lid-
ského riistového organismu v mikrobidlnim
organismu, pritemZ se véleiiuje gen, ktery
je kédem pro lidsky réstovy hormon do
prostfedku pro klonovani za Fizeni promeo-
toru pro expresi, vyznadujici se tim, Ze se
vytvoii prvni fragment genu, ktery obsahu-
je Cast k6du pro sled lidského rastového
hormonu, av8ak obsahuje pouze kod pro
¢ést sledu aminokyselin lidského réstového
hormonu, nadeZ se piipravi alespor jeden
dalsi fragment genu, ktery je kédem pro
zbyvajici €é4st sledu aminokyselin lidského
riistového hormonu, a to tak, Ze alespoii je-
den z téchto fragmenti je kédem pro ter-
mindln{ &4st lidského ristového hormonu,
kterd obsahuje volnou aminokyselinu a ty-
to fragmenty se uloZl ve sprdvné vzdjemné
fazi do replikovatelného prostiedku pro
klonovéni za ¥izeni promotoru pro expresi
a za vzniku replikovatelného prostfedkn
pro klonovani pro expresi sledu aminokyse-
lin lidského riistového hormonu bez zevni
konjugované bilkoviny.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se voli fragmenty pro podstatnou
¢ast genu pro lidsky riistovy hormon s ob-
sahem DKA nebo z materidlu po jeji repli-
kaci.

3. Zpisob podle bodil 1 -a 2, vyznadujici
se tim, Ze se uZije plazmidu, odolného ale-
spofi proti jednomu antibiotiku.

4. Zpisob podle bodu 3, vyznadujici se
tim, Ze se uZije plazmidu, prostého promo-
toru pro odoinost proti tetracyklinu, aviak
odolného proti tetracyklinu.

5. Zplisob podle bodu 1 nebo 2, vyznadu-
jici se tim, Ze po uloZeni do plazmidu je
gen pro lidsky réistovy hormon Fizen lac-
-promotory.

6. Zplsob podle bodu 5, vyznatujici se
tim, Ze se jako plasmidu uZije plasmidu
PHGH107.

7. Zpisob podle bodu 5, vyzna&ujici se
tim, Ze se jako plazmidn uZije plazmidu
DHGH107—1.

8. Zplscb konstrukce replikovatelného
prostfedku pro klonovéni, vyznacujici se
tim, Ze se mezi funk&ni geny pro odolnost
proti ampicilinu a tetracyklinu ulo¥i systém
lac-promotoru, orientovany k vyvoldni ex-
prese ve sméru pro gen pro odolnost proti
tetracyklinu, nate? se smérem od tohoto
systému uloZi nékolik specifickych mist pro
plisobeni restrikénich enzymd za vzniku za-
kon¢eni riizného typu po rozité€peni a za
sprdvného vé&len&ni heterologni DNA do
téchto mist pod Fizenim uvedeného systé-
mu promotoru. , .

9. Zplisob podle bodu 8, vyznadujici se
tim, Ze se jako prostfedku pro klonovani
uZije. plazmidu pGHS.

5 listh vjkrest
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