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Néstup technologie vyuZivajici rekombino-
vané Kyseliny desoxyribonukleové (=DNA])
umoznil kontrolovanou bakteridini produkci

enormni fady uZitetnych polypeptidf. V sou-

tasné dob@ jsou jiZ k dispozici bakterie mo-
difikované touto technologii, které umoZ-
fiuji vyrobu takovych polypeptidickych pro-
duktd, jako jsou somatostatin [viz K. Itakura
a spolupracovnici, Science 198, 1056 (1977},
komponenty A a B Fetézch lidského insulinu
[viz D. V. Gozddel a spolupracovnici, Proc.
Nat‘l. Acad. Sci., USA 76, 106 (1978]] a lid-
sky rlistovy hormon [viz D. V. Goeddel a spo-
lupracovnici, Nature 281, 544 (1979)]. Novéji
bylo rekombnacnich DNA technologii pou-
Zito k bakteridlni produkci thymosinu alfa 1,
imuncpotenciadni  substance produkované
thymem [publikovana p¥ihlaSka evropského
patentu ¢. 0 035 454).

Vyznam této technologie je tak velky, Ze
bakteridlng lze skuteénd vyrabé&t kaZdy po-
tfebny polypeptid, pricemZ je v dosahu kon-
trolovand vyroba hormonti, enzymd, profi-
latek a vakcin proti nejriiznéj$im onemocneé-
nim. Citované publikace, ve kterych jsou po-
drobngji popsany shora uveden? typické pri-
klady bakteridini vyrobhy polypeptidd, jsou
na tomto misté uvadény, stejné tak jako dal-
§i ni%e uvedené publikace, za tdelem DbliZ§i-
ho objasnéni podstaty vyndlezu.
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Vykonnym dtvarem rekombinadni DNA
technologie je plasmid, chromosomii prostd
smy¢ka dvouvidknové DNA nalezend v bakte-
riich, ¢asto v mnohondsobnych kopiich v jed-
~% bakteridlni buiice. V informaci zakédova-
né v plasmidické DNA jest w¢lenéna infor-
mace potfcbnd k reprodukci plasmidu do
dcelinné buitky (tzv. ,replikén®) a obvykle
jedna nebo vice selekénich charakteristik, ja-
ko je rezistence vQ&i antibjotik@im, které u-
moZziiuji, Ze klony hostitelské huiiky obsahu-
jici plasmid, ktery je pfedmétem naSeho z4-
jmu, mohou byt rozpoznény, selektivng vy-
brdny a prednostn€ p&stovdny v selektivnim
riistovém prostiedi.

UZite€nost bakteridlnich plasmidd spociva
ve skutecnosti, Ze je lze specificky &t&pit
jednou nebo druhou restrikéni endonuklea-
zou neboli ,restrikénim enzymem“, p¥idemZ
kaZdd z tdchto endonukledz rozpozniva na
plasmidické DNA odlisné misto. Po rozstépe-
ni Ize vpravit do plasmidu heterologické ge-
ny nebo fragmenty gent bud p¥imym piipo-
jenim v mist& rozStépeni, nebo pFipojenim
na rekonstruovanych kouncich sousedicich s
mistem rozitépeni. Pod poime ,heterologic-
ky‘ pouZivanym v popisu vynédlezu se rozumi
gen, ktery se obvykle nenachédzi v bakteriich
E. coli, nebo polypeptidicka sekvence, ktera
neni témito bakteriemi obvykle produkova-
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na, zatimco pojem ,homologicky” se vzta-
huje na gen neba polypzptid, ktery je pro-
dukovan divoce rostoucim typem bakterii E.
coli. Rekombinace DNA se provadi vné bak-
terii, ale vznikly ,,rekombinovany* plasmid
Ize zavésti do bakterii postupem zndmym ja-
ko transformace a kultivaci ziskaného trans-
formantu Jze pripravit velkd mnoZstvi re-
kombinovaného plasmidu obsahujiciho hete-
rologicky gen. Kromé toho, podle toho kam
se gen vhodné zavede vzhledem k d&éastem
plasmidu, které ¥idi transkripci (,,prepis®)
a translaci (,preklad) zakédovanych DNA
informaci, lze ziskany vylutovaci prost¥e-
dek pouZit k aktudlni produkci polypeptické
sekvence, pro kterou je vestavény gen ko-
dovan; tento postup se v popisu vyndlezu o-
znacduje jako vyludovaci (exprese].

Exprese je iniciovdna v oblasti zndmé ja-
ko promotor, kterd se vyznaluje tim, Ze je

mistem p¥ipojeni RNA-polymerdazy. V nékte-~

rych ptipadech, jako v niZe diskutovaném
pfipadu tryptofanového (trp) operénu, jsou
oblasti promotoru pfekryty oblastmi ,,ope-
ratoru” a vytvati se kombinovany promotor-
~operdtor. Operdtory jsou sekvence DNA,
které 1ze rozpoznat p¥itomnosti tak zvanych
represorovych proteint, které slouZi k regu-
lovédni frekvence iniciace transkripce u spe-

cifického promotoru. Polymeréza se pohybu- .

je podél fet8zce DNA, transkribuje informace
ohsaZené v koédovacim vldknu DNA z jeho 5
mista na 3‘ konec informagn{ kyseliny riho-
nukleové (m-RNA) a tyto informace ihned
preklada do polypeptidické sekvence, ktera
ma takové pofadi aminokyselin, které je v
DNA zak6dované. KaZda aminokyselina je
zakOdovana jedinym tripletem nukleotidd,
neboli , kodénem®, pro ktery je v popisu vy-
ndlezu pouZivan termin ,,strukturdlni gen®
a oznaduje tu ¢ast DNA, ve které je zak6ddo-
védna sekvence aminokyselin vylouceného
peptidického produktu. Poté, co se RNA-po-
lymerdza navédZe na promotor, transkribuje
nejprve nukleotidy kédovdnim na ribozdmo-
vé vazebné misto, pak dojde k iniciaci trans-
lace neboli k signdlu ,start" (oby&ejng ko-
dénem ATG, ktery se ve vzniklé informaéni
RNA stane AUG) a poté k transtaci nukleo-
tidickych kodénfi do samotného strukturél-
niho genu. Na konec strukturdlniho genu se
transkribuji tak zvané stop-kodény a poly-
merdza miZe poté vytvafet dalsi sekvenci

informa&ni RNA, kterd vzhledem k pi¥itom-

nosti stop-signdlu zstivd neprenesena do
ribozomu.

Ribozémy se navdZi na vazebné misto pri-
pravené na informadni RNA, v bakteriich ob-
vykle poté, co se mRNA vytvoli, a samy
produkuji polypeptidy podle zak6dované sek-
vence, poc¢inaje start signdlem translace a
konge zmin&nym stop signdlem. Zadany pro-
dukt se tvoii jen tehdy, kdyZ jsou sekvence
kédujici vazebné misto ribozdm@ umistény
nu a kdyZ vsechny zbyvajici kodény nésle-
duji za inciatnim kodénem ve fazi. Vznikly
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produkt lze ziskat lyzou hostitelské builky
a jeho oddélenim od ostatnich bilkovin vhod-
nou ¢gistici metodou.

Polypeptidy ziskané expresi za pouZiti re-
kombinac¢ni DNA technologie mohou byt zce-
la heterologické, jako v pfipad& prfimého
vyludovani lidského rfistového hormonu, ne-
bo se alternativngd mohou sklddat z hetero-
logického polypeptidu, na ktery je navdzdna
(fazovdna) alespoii ¢ast aminokyselinové
sekvence homologického peptidu, jako v pfi-
padé pripravy meziproduktld pro somatosta-
tin a sloZek lidského insulinu. V posléze u-
vedeném p¥ipadu obsahuje napiiklad homo-
logicky peptid navdzanou Cast aminokyseli-

- nové sekvence pro bhetagalaktosiddazu. V ta-

kovych piFipadech je Zadany bioaktivni pro-
dukt bilogicky inaktivovdn naVvédzanym ho-
mologickym polypeptidem do té doby, dokud,
neni posléze uvedeny peptid od$tépen pliso-
benim extraceluldrnich prost¥edkd. Fizované
bilkoviny, jako ty, které byly zminé&ny vySe,
lze poklddat za prekursory Zddanych bilko-
vin, které se z nich daji ziskat vysoce speci-
fickym $t&penim, jako napfiklad plsobenim
bromkyanu, obsahuji-li methionin, nebo al-
ternativng enzymatickym St€penim; viz na-
priklad britsky patent &. 2007 676 A.

Ma-li rekombinadni DNA technologie spl-

. nit ofekdvané nadéje, musi se nalézti systé-

my, které optimalizuji expresi vloZenych
genll a umoZiluji ziskdvat Zddané polypepti-
dické produkty ve vysokych vyt€Zcich. Beta-
-laktamédzové a laktdzové promotor-operato-
rové systémy, kterych se v minulosti nejb&z-
néji pouzivalo, pondvadZ byly uZiteCné, ne-
vyuZivaly plné kapacitu technologie z hle-
diska vyt&Zkd. Bylo tfeba nalézti prostiedek
pro bakteridlni vylugovan{ peptiddl, ktery by
umoZitoval kontrolovatelnou expresi Zada-
nych polypeptidickych produktll ve vyso-
kych vytéZcich.

Tryptofan je aminokyselina produkovana
bakteriemi a pouZivana jimi jako komponen-
ta homologickych polypeptidd. Biosyntéza
probihd naésledujicim zpiisobem: XKkyselina
chorismovd - kyselina antranilovd — kyseli-
na fosforibosylantranilovd - CDRP (enol-1-
-{o-karboxyfenylamino)-1-desoxy-D-ribulosa-
-5-fosfdt) — indol-3-glycerolfosfat a posléze
samotny tryptofan. Enzymatické reakce této
bicsyntézy jsou katalyzovdny produkty tryp-
tofanového operénu, coZ je polycistrénovy
tisek DNA, ktery je transkribovan pod Fize-
nim trp-promotorového-operéatorového systé-
mu. Vznikl4d polycistronovd informaéni RNA
koduje tak zvané hlavni tryptofanové sek-
vence a pak, v niZze uvedeném poradi, poly-
peptidy oznatované zde jako trp E, trp D, trp
C, trp B a trp A. Tyto polypeptidy v rizné
mirte Kkatalyzuji a kontroluji individudlni
stupné biosyntézy tryptofanu z Kyseliny cho-
rismoveé.

V divokém typu bakterii E. coli je trypto-
fanovy operén pod vlivem alespoil t¥i riz-
nych forem regulaénich kontrol. V pFipadé
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represe promotoru-operatoru phsobi sam
tryptofan jako korepresor, vdZe se na svilja-
porepresor a vytvari aktivni represorovy kom-
plex, ktery se ihned poté vaZe na operator a
ukondéuje biosyntézu v jejim celku. Za druhé,
mechanismem inhibice zp&tné vazby, se tryp-
tofan vdZe na komplex trp E a trp D poly-
peptidtt @ zamezuje tim jejich tcast na bio-
syntéze. Fosléze s¢ provddi regulace mecha-
nismem, zndmym jako dtlumovy faktor, pod
kontrclou ,utlumové oblasti genu, oblasti,
kterd je uvnité hlavni trp-sekvence. Viz o-
becné G. F. Miozzari a spolupracovnici v ¢a-
sopise ]. Bacteriology 133, 1457 (1978); mo-
nografie ,The Operon®, str. 263 az 302, vyda-
vatelé Miller a Reznikoflf, Cold Spring Harbor
Laboratory (1978); F. Lee a spolupracovnici,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 74, 4365 (1977};
a K. Bertrand a spolupracovnici, ]J. Mol. Biol.
103, 319 (1976). Zd4 se, Ze stupeii atlumu je
ovladan intraceluldrni koncentraci tryptofa-
nu, a u divokého typu bakterii E. coli ukon-
¢uje atlumovy ¢lanek expresi priblizné v de-
viti z desiti ptipadd, pravdépodobné vytva-
Fenim sekundarni struktury neholi ,,termi-
naténi smycky" v informaéni RNA, coZ ma za
nasledek, Ze se RNA-polymerédza predasné
vyprosti z pfipojeni k DNA.

Jini pracovnici pouZili trp-operdén za uce-
lem, aby ziskali n&jaké meéritko pro expresi
heterclogickych peptidi. Tento pracovni
smer se pokousi Fesit problémy represe a G-
tlumu pFidavanim Kyseliny indolylakrylové,
induktoru a analogu, ktery soutéZi s tryp-
tofanem a trp-represory v molekule, a smé-
Fuji k vyvolani deprese pomoci kompetitivni
inhibice. Induktor zmen3uje soudasné dtlum
inhibici enzymatické konverze indolu na
tryptofan, a tak ac¢inné zbavuje buiky tryp-
tofanu. Vysledkem je, Ze vice polymerdz G-
spésné transkribuje pPes tdtlumovy &lanek.
Tento pfistup se vsak zda problematicky z
hlediska dfisledného dokondeni translace a
prevedeni ve vysokém vytéZku, nebot synté-
za bilkovinové sekvence obsahujici tryptofan
se predcasné ukon¢i v dlsledku nedostatku
vyuZitelného tryptofanu. U&inné sniZeni -
tlumu pi tomto piistupu jest oviem Gplné
zdvislé na silném tryptofanovém hladovéni.

Vyndlez se vénuje problémb@m spojenym
s represi a utlumem biosyntézy tryptofanu
odliSnym zpidsobem.

Predmétem vynalezu je

1) zplisob ziskdvani plasmidickych vyluco-
vacich prostfedkd urdenych pro piimou
expresi heterologickych genl z trp-pro-
motoru-operatoru,

2) zplisoby ziskdvani plasmidickych vyluco-
vacich prostFedkd uréenych pro expresi,
z tryptofanového operdtoru-promotoru,
specificky stépitelnych polypeptidél kddo-
vanych fizemi homologickych a hetero-
logickych gend a

6

3} zplsoh vyroby heterologickych polypep-
t'dit bakteridlni expresi, vyznacujici se
tim, Ze ho lze provadeét kontrolovatelng,
uéinné a ve vysokych vytéZcich, a zpl-
sob vyrchy potfebnych prostiedki.

Podle vynélezu se provadi zp@isob vyroby
polypeptidického produktu, zcela heterolo-
gického nebo fizované bilkoviny obsahujict
heterologicky polypeptid, bakteridlnim vylu-
¢ovanim strukturalniho genu kodujici zming-
ny polypeptid, pfiemZ se pripravi bakteridlni
inokulant transformovany replikace schop-
nym plasmidickym vylutovacim prostiedkem
a transformovany inokulant se prenese do
fermentacéni nddoby a kultivuje se do dosa-
zeni pi'edem urcené hladiny.

Podstata zpisobu podle vyndlezu pak spo-
¢iva v tom, Ze se k transformaci bakteridlni-
ho inckulantu pouZije plasmidického vylulo-
vaciho dvojvlidaknového DNA a obsahujiciho
ve fazi od prvniho 5° konce ke druhému 3
konci kédujiciho vidkna bakteridini trypto-
fanovy promotorovy-operatorovy systém, nu-
kleotidy koédujici na ribozdmové vazebné
misto pro traunslaci strukturdlniho genu ké-
dujictho aminokyselinovou sekvenci hetero-
logicksho polypeptidu a nukleotidy kédujici
startovaci translaéni signdl pro zahdjenf
translace strukturalniho genu kddujiciho a-
minokyselinovou sekvenci heterologického
polypeptidu, pricemZ uvedend sekvence ne-
gbsahuje ani oblast pro trp uGtlumovou
schopnost ani nukleotidy koddujici na trp E

ribozémové vazebné misto, a po Kkultivaci

inokulantu v Zivném prostfedi ohsahujicim
pridatny tryptofan v mnoZstvi dostateéném
k potladeni shora uvedeného promotorového-
-operdtcrového systému se ziskand kultura
bakterii zbavi pFfidatného tryptofanu a vy-.
lou¢i se polypeptidicky produkt,

Buriky se transformuji priddnim plasmidi
pripravenych zplsobem podle vyndlezu a ob-
sahujicich trp-promotor-operator, kterym
viak chybi Gtlumovy ¢ldnek, a kultivuji se v
pritomnosti zdmé&rné pridaného tryptofanu.
PouZitl zivného prostredi bohatého na tryp-
tofan umoZiuije, aby dostatek tryptofanu v
podstaté dplné potlacil interakce trp promo-
tor-operdtoru s trp-represorem, takZe riist
buiiek miiZe postupovat bez inhibice pled-
¢asnym vylu€ovanim velkyclh mno#Zstvi hete-
rologickych polypeptidit zakodovanych ve
vloZeném genu, jinak pod kontrolou trp pro-
motorového-operdtorového systému. KdyZ se
rekombinovand kultura vypgéstuje na drovei
vhodnou pro primyslovou produkci polypep-
tidu, vnéjsi zdroj tryptofanu se naopak od-
strani a buiiky se nechaji odkdzany pouze na
tryptofan, ktery mohou samy produkovat.
Vysiedkem je slabé omezeni tryptofanu, v
ditsledku toho je potlag¢ena biosyntéza a doj-
de k vysoce tfifinnému vylucovani vioZeného
heterologického genu, nebrdnéné tutlumemn,
protoZe utlumova oblast je ze systému vy-
puSténa. Timto zplisobem nejsou buliky nik-
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dy prili§ zbaveny tryptofanu a v3echny bil-
koviny, at obsahuji tryptofan nebo ne, mo-
hou byt produkovdny ve vysokych vytézcich,

Vynédlez rovnéZz zahrnuje zpiasoby Stépeni
dvojvlaknové DNA vhodnymi prostfedky v
kterémkoliv Zaddaném misté, dokonce i v ne-
pritomnosti restrikéniho enzymového mista;
uvedend pracovni technika jest vhodn4, mi-
mo jiné, k sestrojeni trp-operdéni majicich
deletovany utlumovy ¢lanek, a to jinym zpi-
sobem neZ byly ziskdavany drive selekci mu-
tantd.

Posléze vyndlez umoZiluje vyrobu raznych
uZiteénych meziproduktd a konecénych pro-
dukti, v€etné specificky 3tépitelnych hetero-
logicky-homologickych fazovanych bilkovin,
které jsou stabilizovdny vii¢i odbouravani za
podminek vylutovani.

Zplisob podle vynédlezu, jeho podstata a vy-
hody jsou bhliZe objasnény v nésledujicim
podrobném popisu a na pliloZzenych vykre-
sech na obr. 1 aZ 13.

Obr. 1 a 2 ilustruji vyhodné schéma pti-
pravy plasmid@i schopnych exprese heterolo-
gickych gent ve formé fuzi s €ésti trp D po-
lypeptidu; z téchto fizovanych bilkovin je
1ze pozd8éji specificky odStépit.

Obr. 3 znazoriiuje vysledek déleni bun&éné
bilkoviny obsahujici homologické (trp D) a
heterologické (somatostatin nebo thymosin
e 1) fdzované bilkoviny, za pouZiti elektro-
forézy na polyakrylamidovém gelu.

Obr. 4, 5 a 6 znazoriiuji postupné stupné
vyhodného schématu pro sestrojeni plasmi-
du schopného primého vyluc¢ovani heterolo-
gického genu (lidského rdstového hormonu-
~-HGH-gen) za kontroly trp promotorového-
-operdtorového systému.

Obr, 7 zndzoriiuje vysledek déleni bunééné
bilkoviny obsahujici lidsky ristovy hormon
{HGH) pfimo vyluovany za Kontroly trp
promotorového-operdtorového systému, za
poufZiti elektroforézy na polyakrylamidovém
gelu.

Obr. 8, 9 (a aZ b) a 10 zndzoriiuji postup-
né stupné vyhodného schématu pro sestro-
jovani plasmidd@ schopnych vylucovani hete-
rologickych genll (ve zndzorné&ném pripadé
somatostatinu) ve formé fazi s Casti trp E
polypeptidu; z t8chto fizovanych bilkovin

8

1ze heterologické peptidy pozdé&ji specificky
od§tépit. Na obr. 9a (a) znamend 5° - 3° di-
gesci komplementdrniho vidkna LE' struktu-
rdlntho genu lambda-exonukledzou, (b) zna-
mena plipojeni oligonukleotidu 26, 32pCCT-
GTGCATGAT na vzdalen&jsi konec LE‘ ko-
dujiciho vldkna a [c¢) znamend Klenowovu
polymerdzu I (5° - 3° — polymeraza) + 4
dANTP (a 3 » 5' exonukledza).

Obr. 11 znazoriuje vysledky déleni bunég-
né bilkoviny obsahujici homologické (trp E)
a heterologické flzované bilkoviny vhodné
pro produkci napriklad somatostatinu, thy-
mosinu alfa 1, lidského proinsulinu a A a B
retézch lidského insulinu, za pouZiti elektro-
forézy na polyakrylamidovém gelu.

Obr. 12 a 13 zndzoriiuji postupné stupné
zpusobu, pii kterém plasmid vytvoteny po-
stupem zndzorn&nym na obr. 8§ aZ 10 v¢etné
je zpracovan tak, aby vytvoFil systém, ve
kterém se mohou zaménitelné vylucovat jiné
heterologické geny ve formé fazi s polypep-
tidickymi sekvencemi trp E peptidu.

Na uvedenych obrazcich jsou z davodu
jasnosti ilustrace zobrazeny ve vétSing pii-
padd jen kodovaci tetézce dvojvlaknového
plasmidu a linedrnich DNA. Geny kodujict
resistenci vii¢i antibiotikim jsou oznadeny
ap® (resistence vidi ampicilinu) a tc® (re-
sistence vadi tetracyklinu)., Oznadeni tc8
znamend gen pro tetracyklinovou resistenci,
ktery neni pod kontrolou promotorového-
-operatorového systému, takZe plasmidy- ob-
sahujici tento gen nemohou byt nikdy citlivé
na tetracyklin. Legenda ,,ap®‘ znadi ampici-
linovou citlivost vznikiou vynechdnim c¢asti
genu kodujici ampicilinovou citlivost. Plas-
midické promotory a operdtory jsou oznace-
ny ,p* a 0" Pismena A, T, G a C oznaduji
nukleotidy obsahujici bdaze ademin, thymin,
guanin a popiipadé cytosin. Vyznam dalSich
legend uvedenych v obrédzcich bude vysvét-
len v ndsledujicim textu.

Vyhodna provedeni zptisobu podle vyné-
lezu popsand niZe zahrnuji pouZiti Ffady bé&z-
né dostupnych restrikénich endonukleéz
identifikovanych v dal$im popisu; jejich od-
povidajici rozpozndvaci sekvence a vzory
Stépeni (imnista $tépeni jsou oznacdena Sipka-
mi) jsou zndzornény nize:
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Oznadeni nukleotidové sekvence Oznaceni nukletidové sekvence
endonukleazy a misto Sté8peni endonukledzy a misto §t€peni
Xbal 1 Taql J
TCTAGA TCGA
AGATCT AGCT
EcoRI ‘ 4 HindIII J T
GAATTC AAGCTT
CTTAAG TTCeAA
4 1
Bglll } Hpal
AGATCT ]
TCTAGA GTTAAC
4
Pvull GAG\LC TG Pstl CAA{ TG
GTCGAC ¥
BamHI ¢ 1 CTGCAG
GGATCC GACCTC
ceC TAG’TG !

KdyZ jsou body Stépeni prostoroveé umisté-

ny oddélené na prislusnych Fetdzcich, jsou,

rozitépené koncn Llepve (zachytnd), ti.
schopné opétovu: anolacoe (uzavesni kruhu)
nebo schopné plipojeni na jiné komplemen-
tarni DNA zakondené lepivym koncem, podle
Watsonova-Crickova rrincipu parovéani bazi
(A sTa G s C) na principu drazky a Cepu.
Nekteré restrikéni enzymy, jako shora uve-
deny Hpal a Pvull 8tépi Fetézec DNA za vzni-
ku ,,ctupenych® konct.

Shora uvedend nukleotidové sekvence
jsou znizormény v souhlase s béznymi
konvencemi: vrchni Tetézec je Tet8zec
koédujici bilkoviny a p¥Fi postupu z leva do
prava po zminéném retézci jde o pohyb z je-
ho 5-konce na 3‘-konec, tj. ve sméru trans-
kripce od ,,bliz§iho”“ ke ,vzddlengjiimu’
bodu.

Posléze v souhlase s konvencemi, symbol
LAY znadi deleci (vynechani urdité sekven-
ce). Tak napriklad oznaCeni plasmidu
. AEcoRI-Xbal* popisuje plasmid, ze kterého
byla odstran&na nukleotidickd sekvence mezi
misty plisobeni restrikéuich enzymié EcoRI
a Xbal digesci témito enzymy. Pro lepSi na-
zornost jsou nékteré delece oznadeny Cisly.
Tak naptiklad, po¢inaje prvnim parem hazi
{,,bp‘‘) rozpoznavaciho mista enzymu EcoRI,
ktery piredchdzi genu pro tetracyklinovou
resistenci v rodicovském plasmidu pBR322,
znadi .,A1" vynechéni part bp 1 az 30 (ti.
AEcoRI a% HindIll) a z toho vyplyvajici eli-
minaci tetracyklinového promotorového-ope-
ratorového systému; ,,A2“ znadi deleci bp 1
aZ 375 (tj. AEcoR! aZ BamHI) a z toho vy-
plyvajici odstranéni jak tetracyklinového

promotoru-operatory, tak struktuidiniho ge-
m, ktery kéduje tetracyklinovou resistenci;
A A zZnadl vynechani sledu hp 3 611 aZ
4 5357 (tj. APsti aZ EcoRI) a v diistedku toho
climinaci ampicilinové resistence. Symbolu
A4 se pouZiva k oznaceni odstranéni sek-
vence bp ~900 az ~1 500 z trp operénového
fragmentu 5 (viz obr. 1} a v disledku toho
eliminaci strukturdiniho genu pro polypeptid
trp D.

Hlavni trp sekvence je vytvdarena pary bé-
zi (bp) 1 aZ 162, podinaje od vychoziho bodu
pro trp mRNA. Ctrndct aminokyselin uvede-
ného hlavniho trp polypeptidu je zakddovano
pary bp 27 aZ 71, ndsledujicich za ATG nu-
kleotidy, které koduijl startovni signdl pro
translaci. Oblast trp Gtiumového Clénku za-
hrnuje postupné GC-bohaté a AT-hohaté nuk-
lectidové sekvence, leZici mezi bp 114 aZ 156,
a utlum je zfejmé zphsobovan mRNA nukleo-
tidy zakOdovanymi pary ~134 aZ 141 hlavni
sekvence. Aby dosSlo k expresi heterologic-
kého polypeptidu za Fizeni trp hlavnim ribo-
zomovym vazebnym mistem a soudasné aby
se zamezilo Gtlumu, musi byt sledovdna né-
sledujici kritéria:

1. pary bézi 134 aZ 141 nebo jesté ndsledujici
musi byt vynechany;

2. ATG koddn vloZeného genu musi byt umis-
tén ve spravné relaci vzhledem k ribozo-
movému vazebnému mistu, jak je popsdno
v literatufe [viz napFiklad kapitolu J. A.
Steitze ,,Genetické signdly a nukleotidické,
sekvence v informatni RNA" v monogra-
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fii ,Biological Regulation and Control*
(vydavatel R. Goldherger), Plenum Press,
N.'Y. (1978)1;

3. maji-li byt produkovany homologicko-he-
terologické fuzované bilkoviny, musi zQ-
stat dostupny startovni signél pro transla-
ci homologické polypeptidické sekvence,
a kodony pro homologickou ééast fazované
bilkoviny musi byt vilengny ve {azi, aniZ
by zasahovaly do stop-signdlu pro trans-
laci.

Tak napfiklad vynechdnim v$ech pdrd bé-
zi uvnitl hlavni sekvence, vzdalengjSich od
bp 70, se odstrani oblast utlumu, ponechd se
ATG kodén, ktery koduje startovni signdl pro
translaci a eliminuje se mezi nimi leZici stop-
-signdl pro translaci kdédovany sekvenci TCA
(bp 69 aZ 71), eliminaci nukleotidu A a néa-
sledujicich nukleotidii. Vynechdni takové
sekvence md za nésledek expresi flizovanych
bilkovin zac¢inajicich hlavnim polypeptidem
a kondéicich proteinem zakédovanym piislus-
nou heterologickou vioZkou, a véetné vzda-
len&jsi oblasti jednoho z polypeptidil za ve-
doucim trp-operénem, urceného rozsahem
vynechani sekvence ve sméru k 3‘-konci. Tak
napriklad vynechdni zasahujici do E genu
vede k expresi homologického prekursoru
obsahujiciho sekvenci L a vzddlengjsi oblast
sekvence E (za konednym bodem vynechané
sekvence], fazovanych se sekvenci kodova-
nou nasledujici vioZkou, a tak déle.

Dva zvlasté vhodné plasmidy, ze kterych
byla odstranéna oblast dtlumu, jsou plasmi-
dy pGM1 a pGM3; viz publikaci G. F. Mozza-
riho a spolupracovnikl v dasopise ]. Bacte-
riology 133, 1 457 (1978). Tyto plasmidy maji
popfipadé delece trp ALE 1413 a trp ALe
1417 a vylucuji (za kontroly trp-promotoru-
-operatoru) polypeptidy obsahujici p¥ibliZné

12
prvnich 3est aminokyselin hlavni trp sekven-

ce a a vzddlené&jsi oblasti polypeptidu E.

V nejvyhodnéjS§im pripadé, u plasmidu
PGM1, je wylutovdna pouze asi posledni tfe-
tina polypeptidu E, zatimco plasmid pGM3
vyluGuje témé&f celou vzddlengjsi polovinu
kodénil polypeptidu E. Bakterie E. coli K-12,
kmen W 3 110 tna 2-trp~ 102 obsahujici plas-
mid pGM1 jsou uloZeny v americké shirce
typovych kultur (American Type Culture
Collection] pod oznatenim ATCC ¢islo 31 622.
Plasmid pGM1 se miZe z uvedeného kmene
odstranit obvyklym zpfisobem a lze ho pak
pouZivat v niZe popsanych postupech.

Alternativné lze delece nékterych sekvenci
provadét zplsoby podle vyndlezu, které u-
moZiiuji specifické Stépeni dvojvldknového
DNA na kterémkoliv Zddaném misté. Jeden
pFiklad této Stépici pracovni techniky je
zFejmy z piikladu 4 uvedeného niZe. Tak na-
priklad se dvojvldknovd DNA rozdéll na jed-
notlivd vldkna DNA v okoll oblasti zamysle-
ného mista stépeni, napfiklad reakci s lamb-
da-exonukledzou. K takto pifedem vytvoFené
jednovldknové €asti DNA se pak hybridizuje
synteticky nebo jiny jednovldknovy DNA pri-
mér, pomoci Watsonova-Crickova principu
parovani bdazi, pfidemZ sekvence priméru
musi byt G¢elné takovd, aby zarucovala, Ze
jeho 5°-konec bude kotermindlni s nukleoti-
dem na prvnim vldknu DNA pravé pred ur-
Cenym bodem StEpeni. Primér se pak pro-
dlouZi smérem k 3“-konci reakci s DNA poly-
merdzou, a tak se znovu sestavl ta Gdst pl-
vodni dvouvldknové DNA, kterd je pied urce-
nym mistem St&peni a kterd byla v prvnim
stupni ztracena. Soucasné nebo poté se &dst
prvniho vldkna DNA za uréenym mistem §té-
peni odstrani digesci vhodnym enzymem.
Postup je shrnut graficky v nésledujicim
schématu, ve kterém , v oznaduje urfené
misto §tépeni DNA:

uréené misto $t&peni rFetezce DNA ,v"

a) coene. - v
e
G
Do

vytvofeni jednovldknové DNA v okoli ,v*

hybridizace priméru

prodlouZeni priméru

digesce jednovldknové DNA za mistem
§tépent ,,v*,
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Pri vyhodném zplsobu provedeni se stupné
d) a e} zndzornéného postupu provadeji sou-
¢asng, za pouZiti polymerazy, kterd soucasné
digeruje vycnivajici jednovldknovy konec
DNA ve sméru 3° -~ 5° a prodluZuje primér
ve sméru 5° - 3° (v piitomnosti dATP, dGTP,
dTTP a dCTP). Vhodnym materidlem pro u-
vedeny adéel je Klenowova polymeraza I, tj.
fragment ziskany proteolytickym 3§tépenim
DNA polymerazy I, ktery vykazuje 5° - 3‘ po-
lymeriza¢ni adinnost a 3' - 5° exonukleolytic-
kou aktivitu rodi¢ovského enzymu, ale které-
mu chybi jeji 5° - 3' exonukleolyticka udin-
nost; viz A. Kornberg v monografii ,,DNA
Synthesis®, str. 98, W. H. Freeman and Co.,
SFO (1974).

Za pouziti préavé popsaného postupu lze
provadét delecs Gtlumové oblasti z plasmidu
obsahujicim ftrp-operdn, ps jeho predchozi
linearizaci, nap¥. Stépenim v misté Zada-
né restrikce, poloZeném niZe od bodu, ve
kterém ma byt molekula zakontena otupe-
nym koncem (viz shora.uvedené ,v‘). Opé-
tovné uvedeni plasmidu do kruhového tvaru
ndsledujici po odstranéni ntlumové chlasti
Ize uskuteénit napfiklad navdzanim ,,tupé-
ho konce molekuly nebo jin§mi zpasoby,
které jsou odbornikiim znameé.

Agkoliv zplisob podle vyndlezu zahrnuje
primé vyludovdui heterologickych polypep-
tidit za Fizeni trp-promotorem-operaterem,
tyké se prednostni zplisob jeho provedeni vy-
ludovani fuzovanych Dbilkovin obsahujicich
jak homologické, tak heterologické sekven-
ce, pficemZ posléze uvedené peclypeptidy se
s vyhodou daji odstépit od prvych v extra-
celularnich prestiedcich. Zv1asté vyhodnymi
jscu takové flze bilkovin, ve kterych se ho-
mologickd &ast skldda z jedné neho vice
aminckyselin z trp hlavniho polypeptidu a
asi z jedné tretiny nebo vice trp E amino-
kyselinové sekvence [ze vzdéalengjsitho kon-
ce). Takto ziskané fizové bilkoviny se jevi
podstatng stalejsi viiéi degradaci za podmi-
nek exprese.

Pakterii E. coli K-12, kmene W 3 110 tna 2-

trp~ AL02 (pGM1), ATCC cislo 31622, 1ze,

peuZivat k roz3ifovadni kmenfi plasmidu
pGM1, kterych se podle vyndlezu s vyhodou
pouzivd k sestrojovani trp-promotorovych-
-operatorovych systému zbavenych atlumové
oblasti. Tento kmen je v plitomnosti anthra-
nilatn fenotypicky tept a lze ho péstovat na
minimdini Zivné pldé, jako naptiklad na paG-
d8 LB dopln&né 50 ug/ml anthranilatu.
VSechny bakteridlni kmeny pouZivané pt¥i
expresi Fizené trp promotorem-operdtorem
podle vyndlezu jsou trp represory*t (,trp
R**) jako v pripad®@ divokého typu bakterii
E. coli, ¢imZ je zajiSténa represe aZ do doby
zamy3leného heterologického vylucovani.
Pri vyhodném zplisobu provedeni se re-
kombinace DNA provadi v bakteriich E. coli
K-12, kmenu 294 (zakongeni A, thi-, hsr-,
hsmy* ), ATCC ¢islo 31 446, coZ je bakterial-
ni kmen, jehoZ membranové charakteristiky
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usnadiiuji transformace. Plasmidy produku-
jicl heterologické polypeptidy, vypéstované
v Kultule kmene 294, se b&znym zpischem
extrahujl a uchovavaji v prostfedi vhodngho
roztoku [napi. v roztoku 10 mmol tris(=tris/
/hydroxymethyl/aminomethan) a 1 mimol
EDTD (= kyselina ethylendiamintetraocto-
va), pH 8] pii teploté v rozmezi asi od —20,
do 4 °C.

Na druhé strané, pro expresi peptidil za
pramyslcvych podminek, se podle vynédlezu
ddva prednost odolné€jsimu kmenu, tj. kmenn
E.coli K-12 A"F~ RV sti', gal 3087, oznactené-
mu ATCC cislem 31 608. Kmen RV 308 jest
nutri¢né divokym typem, roste dob¥e na mi-
nimalni pltdé a syntetizuje viechny nezbytné
makromolekuly z b&Znych smési amonnych,
fosforecnanovych a hofecnatych soli, stop
kovilt a glukézy. Po transformaci kultury RV
308 plasmidem odvozenym z kmene 294 se
kultura péstuje na agarovych deskach v pro-
stfedi selektivnim pro znak neseny plasmi-
dem (jako je naptiklad resistence viici anti-
b'otikiim) a kolonie transformantii se vybe-
rou a kultivuji v barikdch. Alikvotni dily po-
sléze uvedené baiikové kultury v 10% rozto-
ku dimethylsulfoxidu {EMSO) nebo glycero-
Ia [ve sterilnich )Jékovkach) se rychle zmrazi
v ldzni z ethanolu a suchého ledu a uchové-
vaji se pii —80 °C. Za ucelem produkce za-
kédovaného heterolcgického polypeptidu se
vzorky takto uloZené kultury péstuii v pro-
stiedl obsahujicim tryptofan, ¢im s2 potlasi
trp-promotor-operdtor, pak se systém zbavi
pridatného tryptofanu a tim dojde k vylugo-
vani peptidu.

Pro prvni stupeil kultivace se da pouZzit
napliklad LB Zivného prostfedi (viz ]. H.
Miller v monografii ,Experiments in Mole-
cular Genetics®, str. 433, Gold Spring Harbor
Laboratory 1972), které cobsahuje na kaZdy
litr roztoku 10 g tryptonu, 5 g kvasniného
extraktu a 10 g chloridu sodného. Inokulant
se s vyhodou kultivuje do optické hustoty
(dale oznagované zkratkou ,,0. d.“) o hod-
neté 10 nebo vice (pFi 550 nm ], vyhodné&ji do
0. d. 20 a nejvyhodné&ji do o. d. 30 nebo vice,
nicméné na ¢. d. mensi, neZ ma stacionarni
faze.

Za ucelew dereprese a exprese polypepti-
dickych produktlt se inokulant pots kulti-
vuje za podminek, které zhavuji huliky pi-
danc¢ho tryptofanu. Jedno z vhodnych Ziv-
nych prostiedi pro tento druh kultivace je
pida M9 (viz ]. H. Miller, shora uvedend mo-
nografie, str. 431), pripravena nasledujicim
zpiisobem (uvedeno mmnoZstvi substanci na
jeden litr roztoku):

dihydrogenfosforetnan draselny 3 g
hydrogenfosforeénan sodny 6 g
chlorid sodny 05g
chlorid amonny 1 g
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Roztok se autokldvuje a pak se prida:

10 ml 0,01 M roztoku bezvodého chloridu
vapenatého

1 ml 1 M roztoku bezvodého siranu
hofelnatého

10 ml 20% roztoku glukozy
1 wg/ml vitaminu B1

40 wg/ml kaseinového aminokyselinového
hydrolyzatu.

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

Aby se dosdhlo vylutovani heterologického
polypeptidu, ziedi se inokulant vypéstovany
na *ivné pidé bohaté na tryptofan, napiiklad
vEt§im objemem prostrfedi neobsahujicim
dalsi tryptofan (napfiklad 2- aZ 10nésobné
zledéni), a péstuje se aZ do dosaZeni Zadané
hladiny (vyhodné& krdtce po stacionarni fazi
ristu); Zadany produkt se ziskd béZnym zpi-
sobem lyzou, centrifugaci a dal$im ¢isténim.
Ve fazi kultivace, pfi které se buiiky zbavuji
tryptofanu, se builky péstuji s vyhodou do
stupné o. d. wySsi neZ 10, jesté€ vyhodnéji do
0. d. vy338i neZ 20 a nejvyhodnéji do o. d. 30,
nebo vyssi (méreno pfi 550 nm) a pak se
izoluje Zadany produkt.

V8echny rekombinace DNA popsané v né-
sledujicich prikladech byly provedeny v sou-
hlase se smérnicemi NArodnich zdravotnic-
kych tdstavl pro vyzkum rekombinovanych
DNA.

Friklad 1

Exprese bilkoviny ftzované s trp D
polypeptidem

Vyhodny zphsoh vyludovani fazovanych
bilkovin obsahujicich Zddané polypeptidy a
na né navdzanou &ast aminokyselinové sek-
vence trp D polypeptidu, kterou lze oddélit
in vitro prostfednictvim aminokyseliny me-
thioninu, specificky citlivé na st&peni brom-
kyanem, je popsén ve vztahu k obr. 1 aZ 3.

A. Konstrukce plasmidu pBRHtrp

Plasmid pGM1 (1 na obr. 1) nese trypto-
fanovy operdn E. coli, majici vynechanou
oblast ALE1413 [viz G.F. Miozzari a spolu-
pracovnici, asopis ]. Bacteriology (1978),
1457 aZ 1466] a proto vyluduje fazovanou
bilkovinu obsahujici prvnich 6 aminokyselin
hlavni trp sekvence a p¥ibliZn& posledni tfe-
tinu trp E polypeptidu (dédle oznatovanou
jako LE‘) a rovn&Z trp D polypeptid ve svém
celku, v&e pod kontrolou promotorového-ope-
ratorového systému. Plasmid (20 ug) se di-
geruje restrikénim enzymem Pvull, ktery

16

St8pl plasmid na péti mistech. Fragmenty 2
genu se poté kombinuji s EcoRI ¢lanky (ob-
sahujicimi vlastni komplementdrni oligo nu-
kleotid 3 o sekvenci pCATGAATTCATG),
¢imZ se umoZni zapojit EcoRI misto §t&peni
posléze uvedeného fragmentu a vytvofit plas-
mid obsahujici oblast EcoRl {20). Na 20 ug
DNA-fragmentt 2 ziskanych z pGM1 shora
uvedenym zphisobem se nechd plisobit 10 jed-
notek T4 DNA-ligazy v piitomnosti 200 pmol
syntetického 5-fosforylovaného oligonukleo-
tidu pCATGAATTCATG (3) a 20 ul T4 DNA
ligdzového pufru (20 mmol tris o pH 7,6, 0,5
mmol ATP, 10 mmol bezvodého chloridu ho-
Fecnatého a 5 mmol dithiothreitolu) p¥i tep-
ploté 4 °C pres noc. Roztok se pak 10 minut
zahfiva na 70 °C, aby se pFerus$ilo spojovéni.
Ziskané konjugédty se poté roz§tépi digesci
s restrikénim enzymem EcoRI a fragmenty,
obsahujici nyni EcoRI konce, se izoluji za
pouZiti elektroforézy na 5% polyakrylamido-
vém gelu (tento postup je v dalsim popisu
oznadovan jako ,,PAGE-elektroforéza®). TFi
nejvétsi fragmenty se z gelu izoluji, po pfed-
chozim obarveni ethidiumbromidem a urcéeni
jejich polohy v ultrafialovém svétle, vyliznu-
tim plisludnych ¢asti gelové vrstvy obsahuji-
cich Zddané produkty. KaZdy vyFiznuty frag-
ment gelové vrstvy se umisti spolu s 300 ul
0,1 XTBE pulru do dialyzaéni komory a po-
drobi se elektroforéze pii 100 V po dobu 1
hodiny v 0,1 X TBE pufru (TBE pufr obsahu-
je 10,8 g tris-bdze, 5,5 g kyseliny borité, 0,09
gramu Na2EDTA v 1 litru vody). Vodny roz-
tok z dialyzaéni komory se spoji, extrahuje
se fenolem a chloroformem, pak se upravi
chloridem sodnym na 0,2 M roztok a Zadany
fragment DNA se ziska po vysrdZeni ethano-
lem ve vodném roztoku. (V3echny izolace
DNA fragmentl popsané dale byly pomoci
PAGE-elektroforézy a nasledujici elektroe-
luci pravé uvedenym zplsobem). Zis-
kany gen obsahujici trp-promotor-operator
a EcoRI ,lepivé" konce % byl identifiko-
van dale popsanym postupem, ktery spocéiva
v zavedenl zminénych fragmentdl do plas-
midu 6 citlivého na tetracyklin, ktery se po
uvedeném v¢lenéni promotoru-operdtoru sta-
ne rezistentnim vaci tetracyklinu.

B. Sestrojeni plasmidu pBRHtrp vyludujici-
ho rezistenci vid¢i tetracyklinu za kontroly
trp-promotoru-operatoru a identifikace a roz-
mnoZeni DNA fragmentu obsahujiciho trp-
-promotor-operator, ktery byl izolovan shora
popsanym zplsobem (A].

Plasmid pBRH1 6 [viz R.I.Rodriguez a
spolupracovnici v ¢asopise Nucleic Acids Re-
search 6, 3 267 aZ 3 287 (1978)] vylucuje re-
zistenci vlci ampicilinu a obsahuje gen pro
rezistenci viéi tetracyklinu, ktery vSak, po-
névadZ neni pripojen na promotor, nevylutu-
je posléze zminénou rezistenci. Plasmid je
proto citlivy viidi tetracyklinu., Zavedenim
promotorového-operdtorového systému pfi-
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tomného v EcoRI oblasti se plasmid miiZe
stat rezistentnim vidi tetracyklinu.

['lasmid pBRH1 se digeruje 1estr1kcn1m
enzymem EcoRI, enzym se odstrani feno-
lovou extrakci a nésledujict extrakci chloro-
formem a po vysraZeni ethanolem se DNA
ziskd ve vodném prostifedi. Vzniklda moleku-
la DNA 7 se pomoci T4 DNA ligazy véZe sho-
ra popsanym zplsobem, v oddélenych reaké-
nich smésich, s kazdym ze til jednotlivych
DNA fragmentd, ziskanych postupem uvede-
nym vyie v ¢asti A. Rekombinovanad DNA,
pritomna v reakéni smési, se pouZije k trans-
formaci piislusnych bakterii E.coli K-1Z,
kmene 294, popsanych K. Backmanem a spo-
lupracovniky v &asopisu Proc. Nat'l. Acad.
Sci. USA 73, 4174 a7 4 198 (1976) a oznace-
nych ATCC ¢&islem 31 448, standardni pracov-
ni technikou; bakterie se naoc¢kuji na misky
s agarem s minimélni LB phdou obsahujici
20 pg/ml ampicilinu a 5 gg/ml tetracyklinu.
Vyrostlé tetracyklin-rezistentni kolonie se
vyberou, plasmidickd DNA se vyizoluje a pii-
tomnost Zaddaného fragmentu se potvrdi re-
strikéni enzymatickou analyzou.

Ziskany plasmid 8, oznaceny pBRHtrp,
vyluduje g-laktamdzu, kterd mu udeélvie
rezistenci va¢i ampicilinu, a obsahuje
fragment DNA zahrnujici trp-promotor-
-pperdtor a kodujici prvni bilkovinu sleZenou
z prvnich Sesti aminokyselin hlavni trp sek-
vence flzovanych s piibliZznd posledni tie-
tinou trp E polypentidu (tato fdst polypepti-
du je oznafena LE‘}, a druhou bilkovinu od-
povidajic{ prihliZzné prvni poloviné trp D po-
lypeptidu (tato ¢dst pnlypeptidu je oznacena
D), a treti bilkovinu k6dovanou pro tetra-
cyklinovou rezistenci genu.

C. Zaclenéni genii pro vizné koneéné po-
Jypeptidické produkty a vyludovani posléze
uvedenych produktd ve formé fizovanych
bilkovin sloZenych z konegného polypeptidu
a specificky od$tépitelného trp D polypepti-
dického prekurzoru (obr. 2}.

7. plasmidu pBRHirp se ziskd fragment
DNA obhsahujici trp-promoetor-operédtor a ko-
dény pro LE‘ a D' polypeptidy, ktery se vioZi
do plasmidu obsahujiciho strukturdIni geny
pro tvorbu riznych #4danych polypeptidd,
jak je dale ukazano na p¥ikladu somatostati-
nu {viz obr. 2J.

Plasmid pBRHtrp se digeruje restrikénim
enzymem EcoRI a ziskany fragment 5 se izo-
luje za pouZiti PAGE-elektroforézy a elektro-
eluce. Produkt 10, ziskany EcoRI digesci
plasmidu pSom 11 9 [viz K. Itakura a spolu-
pracovnici v d&asopisu Science 198, 1056
(1977)]; britsky patent &. 2007 876 A), se
kombinuie s fragmentem %. Na smé&s se pi-
sobi T4 DNA ligdzou, jak bylo popsdno vyse,
a ziskanou DNA se transformuil shora uve-
denym zplisobem bakterie E. coli K-12, kme-
ne 294. Selekce transformovanych bakterii se
provede na agarovych deskach obsahujicich
ampicilin. Ziskané, v{ifi ampicilinu rezistentni

18

kolonie se hybridizuji sloupccvou technikou
[viz M. Gruenstein a spolupracovnici v ¢aso-
pise Proc. Nat‘l. Acad. Sci. USA 72, 3951 a%
3965 {(1975)], za pouZiti vzorku fragmeniu $
obsahujiciho trp-promotor-operator, izolova-
né z pBRHtrp, ktery byl radioaktivné znacen
fosforem P32, Provede se sclekce kolonid,
které jsou pozitivni pii sloupcové hybridiza-
ci, plasmidickd DNA se izoluje a umisténi
vicZenych fragmentid se stanovi restrikéni
analyzou za pouZiti restrikénich enzymi,
Bglll a BamH1 pfi dvojité digesci. Bacterie
E.coli 294 obsahujici plasmid oznadeny
pSOM7AZ 11, ktery obsahuje trp-promotoro-
vy-operatorovy fragment v Zddané orientaci,
se kultivuji v Zivné piadé LB obsahujici
10 ug/ml ampicilinu. Buiiky se péstuji do do-
saZeni hustoty o.d. 1 (pfi 550 nm]}, pak se
odcentrifuguji a suspenduji se znovu v de-
setindsobném z¥edéni do Zivné phdy MS.
Buiiky se kultivuji 2 aZ 3 hodiny, opét do op-
tické hustoty 1, pak se lyzuji a celkova bu-
nétnd bilkovina se analyzuje za pouZiti e-
lektroforézy na PAGE obsahujicim 15 % SDS-
-mocoviny (SDS= dodecylsulfdt scdny) [viz
]. V. Maizel a spolupravovnici v &asopisu
Meth. Viral 5, 180 aZ 246 (1971)].

Na cbhr. 3 je zndzornéna gelovd analyza
bilkovin, pri které hyla celkovd bilkovina
ziskana z rfiznych kvltur, rozdslena na jed-
notlivé slozky. Hustota jednotlivych pdsi je
meétitkem mnoZstvi, vo kierém isou jednotli-
véa bilkoviny ptitomny. Na uvedensim obrazku
predstavuji drahy 1 a 7 kontrolni vzorky za-
hrnujici rizné bilkoviny s pFedem stanove-
nou polohou, které slouzi jako hody pro
srovndvani. Drdhy 2 a 3 znazoriiuji déleni
celuldrni bilkoviny ziskané z kolonii E. cnli
294 transformovanych plasmidem pSom7AZ,
kultivovanych jednak na Zivné padé LB
(dréha 2), jednak na pidé M9 (drdha 3).
Dréhy 4 a 5 zndzoriiuji déleni celuldrni bhil-
koviny ziskané z analogickych hunék E. Coli
294 transformovanych plasmidem pThe7AZ2,
tj. plasmidem vylu¢ujicim thymosin; uvede-
ny plasmid se ziskd v poedstaté stejnymi po-
stupy, jak jiZ bylo popséno vySe, podinaje
plasmidem pThel (viz publikovana ptihlaska
evropského patentu ¢&. 0035454). Drdha 4
zndzoriiuje déleni bunééné bilkoviny ziskana
z bakterii E. coli 294/pTha7A2 kultivovanych
na Zivné LB pldé, a drdha 5 znédzoriuje dé-
lenf buné&né bilkoviny ziskané ze stejného
transformanta kultivovaného na ptidé MS9.
Draha 6 jest dalsi kontrola a zndzoriiuje roz-
déleni rodic¢ovské bilkoviny z bakterii E. coli
294/pBR322, pdstované na LB pads.

Ze srovnani s konirolami vyplyva, Ze nej-
hotejsi ze dvou nejvétSich pard v kaZdé z
drah 3 a 5 patil pFfedpeckladanym polohdm
bilkovin vylutovanych ve formé& fuazovaného
proteinu skladajicibo se z D‘polypeptidu a
somatostatinu, popripadé thymosinu (dalsi
hlavai pdsy predstavuii LE‘polypeptid vzni-
kajici vynechdnim dtlumové ohblasti). Ob. 3
potvrzuje, Ze exprese je v Zivné ptd& bohaté
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na tryptofan potladena, ale naopak uvolné&-
na za podminek s nedestatkem tryptofanu
v padé.

D. Stépeni bilkovin bromkyanem a radio-
imunostanoveni hormondlniho produktu

V obou pripadech, jak u bilkoviny obsa-
hujici thymosin, tak u bilkoviny obsahujici
somatostatin, byla celkovd bun&éna bilkovi-
na roz§tépena bromkyanem, rozstépeny pro-
dukt izolovan a po vysu$eni suspendovan v
pufru a analyzovdn radicimunometodou; by-
lo potvrzeno, Ze ziskané produkty jsou imu-
nologicky identické se somastatinem, popii-
padd thymosinem. St8peni bromkyanem je
popsano D. V. Goeddelem a spolupracovniky
v Gasopise Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 76 str.
106 aZ 110 (1979).

Pfiklad 2

Konstrukce plasmidi pro prfimé vyludovani
heterologickych genl za kontroly trp-promo-
torového-operatoroveho systému

Pro strategii pfimého vylucovdni je nezbyt-
né sestavit plasmid obsahujici jediné re-
strikéni misto vzddlené od vSech kontrolnich
prvkd trp-operdnu, do Kterého mohou byt
zac¢lenény heterologické geny misto hlavni
trp-sekvence a ve vhodné prostorové relaci
kK riboz6émovému vazebnému mistu pro hlav-
ni trp polypeptid. Pristup k dosaZeni piimé-
ho vyludovani heterologickych peptid@ jest
v daldim popsan na pfikladu vylucovani lid-
ského rlistového hormonu.

Plasmid pSom7 A2 (10 ug) se rozdtépi re-
strikénim enzymem EcoRI a DNA fragment 5,
obsahujici tryptofanové genetické prvky, se
izoluje pomoci PAGE-elektroforézy a elektro-
eluce. Ziskany fragment (2 ug) se digeruje
10 minut p¥i 37 °C dvEma jednotkami re-
strikénimi endonukledzy Taq I tak, aby se
v kaZzdé molekule rozstépilo v primsru pou-
ze jedno z ptibliZzn& péti Taq I restrikénich
mist. Ziskand smés rozs§tépenych fragmenti
se rozdéli PAGE-elektroforézou a fragment
12 (viz obr. 4), ktery obsahuje pFiblizné&
300 part béazi, jeden EcoRI konec a jeden
Taq I kounec, se izoluje elektroeluci. P¥isludné
Taql restrikéni misto jest umist&no mezi
misty pro start transkripce a pro start trans-
lace a je o 5 nukleotid@ vzdédlené od ATG ko-
donu hlavniho trp peptidu. DNA sekvence
okolo tohoto mista je zndzornéna na obr. 4.
Uvedenym postupem lze izolovat fragment
obsahujici v8echny kontrolni prvky trp-ope-
ronu, tj. promotorovy-operatorovy systém,
signdl pro iniciaci transkripce a trp-hlavni
ribozémové vazebné misto.

Zbytek Tagl na konci 3‘ ziskaného frag-
mentu, sousedicl se signdlem pro start trans-
lace pro hlavni trp-sekvenci, se poté prevede
do Xba I mista plasmidu pHS32 s vynechanou
sekvenci EcoRI — Xba I, zplisobem znazor-,
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nénym na wobr. 5. Tato operace se provede
navazanim fragmentu 12, ziskaného shora
uvedenym postupem, na plasmid obsahujici
jediné (to znamend jen jedno) EcoR1I a je-
diné Xbal restrikéni misto. Pro tento 1cel
Ize pouZivat v podstaté jakéhokoliv plasmidu
obsahujiciho, v nésledujicim poradi, repli-
kon, selektivni znak, jako rezistenci vici an-
tibiotikGim, a EcoRI, Xbal a BamHI restrikéni
mista. Tak napriklad 1ze Xbhal restrikéni
misto zavést mezi EcoRIl a BamHI mista plas-
midu pBR322 [viz F. Bolivar se spolupracov-
niky v ¢asopisu Gene 2, 95 aZ 119 (1977)],
napfiklad rozsté€penim plasmidu v jeho jedi-,
ném Hind III restrikénim misté pomoci enzy-
mu Hind III, nasledujici digesci vzniklych
»lepivych® koncil specifickou jednovidkno-
vou nukledzou a naviazanim ,,tupych® konct
samoanelujiciho dvouvldknového syntetické-
ho nukleotidu obsahujictho Z4dané rozpoz-
nédvacl misto, jako sekvenci CCTCTAGAGG.
Alternativné lze pouZit DNA fragmentd zis-
kanych z pfirozenych plasmidd, jak je tomu
v ddle popsaném pripads, které obsahuji je-
ding Xbal restrikéni misto mezi FEcoRI a
BamHI §t&pnymi zbytky. Tak napl. digesci vi-
rového genému hepatitidy B enzymy EcoRI a
BamHI se obvyklym zplsobem ziskd produkt,
ktery se zadleni do EcoRI a BamHI restrik¢-
nich mist plasmidu pGHE [viz D. V. Goeddel a
spolupracovnici v &asopisu Nature 281, 544
(1979)] za vzuiku plasmidu pHS32. Ziskany
plasmid pHS32 se rozstépi enzymem Xbal,
smés se extrahuje fenolem, pak se extrahuje
chloroformem a soli se vysrdzZi ethanolem.
Na roz3t€peny plasmid se plisobi 1 ul E. coli
polymerédzy I, Klenowovym {fragmentem v
prostfedi 30 wul polymerdzového pufru (tj.
50 mmol fosforeénanu draselného o pH 7.4,
7 mmol chloridu hofetnatého bezv. a 1 mmol
g-merkaptoethanolu) obsahujiciho 0,1 mmol
dTTP a 0,1 mmol dCTP, po dobu 30 minut pii
0 °C a pak 2 hodin pii 37 °C. Pii této reakci
se doplni dva ze 4 nukleotidd, komplemen-
tarnich k 5° vyd&nivajicimu kKonci Xbal $t8pi-
cimu mistu:

CTAGA——

5¢ CTAGA—— 5
) TCT——

3 T—— ~ 77 3

Inkorporuji se dva nukleotidy, dC a dT, a
vznikne konec se dvéma 5° vyénivajicimi nu-
Kleotidy. Tento linedrni zbytek plasmidu
pHS32 (izolovany po extrakci fenolem, ex-
trakci chloroformem a vysrdZeni ethanolem
ve vodném prostiedi) se §tépi restrikénim
enzymem EcoRI.

Velky plasmidicky fragment 13 se od-
déli od mensiho EcoRl — Xbal fragmentu
PAGE-elektroforézou a izoluje se elektroe-
luci. Tento DNA-fragment plasmidu pHS32
{0,2 ug) se navaZe, za podminek podobnych
tém, které byly popsdny vySe, na shora uve-
denym zplisobem ziskany EcoRI — Taql frag-
ment tryptofanového operdnu 12 {~0,01 ug),
jak je zndzornéno na obr. 5. Pri tomto po-
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stupu se Taql vyCnivajicl konec navdZe na
Xbal zbyvajici vy¢nivajici konec, i kdyZ jeho

—T
——~AGC

Cdsti takto ziskané reakéni smési ligantd
se transformuji buiiky bakterii E.coli 294
stejnym zplisobem, jak bylo popsédno vySe v
piikladu 1, pak se na kulturu plisobi teplem
a preotkuje se na agarové desky s LB plidou
obsahujici ampicilin. Selekci se ziskd 24 ko-
lonil rezistenénich vic¢i ampicilinu, které se
kultivuji ve 3 ml LB pldy a plasmid se izo-
luje. Sest z t&chto plasmidd ma Xbal misto
regenerované cestou baktriemi E. Coli kata-
lyzovanym preparovanim a replikaci DNA:

— —TCTAGA—— ——TCTAGA——
—~—AGCTCT—— 77 ——AGATCT——

Bylo rovneZ nalezeno, Ze se tyto plasmidy
3tépl jak restrikénim enzymem EcoRI, tak
Hpal, a poskytuji oCekdvané $t8pné fragmen-
ty. Jednoho z téchto plasmidd 14, oznacené-
ho pTrp 14, lze pouZzit pro vylutovani hete-
rclogickych pelypeptidd, jak je popsédno dale.

Plasmid pHGH 107 18 na obr. 6; [viz publi-
kaci D. V. Goeddela a spolupracovniki v ¢a-
sopisu Nature 281, 544 (1979)] obsahuje gen
pro lidsky rlistovy hormon, sloZeny z 23 ami-
nokyselinovych koddnlt produkovanych ze
syntetickych DNA fragment@, a ze 163 ami-
nokyselinovych kodonti ziskanych z komple-
mentarni DNA vytvorené cestou reverzni

transkripce informadéni RNA pro lidsky ris-,

tovy hormon. Tento gen 21, 1 kdyZ mu schéazi
kodény predchazejici sekvence (,,pre‘-sek-
vence) lidského rlistového hormonu, obsa-
huje ATG ked6n pro iniciaci translace. Gen
se izoluje z 10 ug plasmidu pHOH 107 nej-
prve plsobenim restrikéniho enzymu EcoRI
a poté pripojenim dTTP a dATP na ziskany
fragment ptisobenim Klenowovy E. coli poly-
meréazy I, jak bylo jiZ popsano vyse (viz obr.
6). Vznikly plasmid se extrahuje fenolem,
pak chloroformem a soli se vysrazi ethanolem
a poté se rozsdtépi enzymem BamHI (viz obr.
6). Vznikly fragment 21, obsahujici gen pro

——TCTAG AATTCTATG——
+
——AGATC TTAAGATAC——
Xbal FcoRI

doplnény konec

CTAGA——
+ TCT—— """ ——AGCTCT——

doplnény konec
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baze nejsou kompletné sparovany podie Wa'™
sonova a Crickova principu:

——TCTAGA—~-

lidsky ristovy hormon (,,HGH") se izoluje
PAGE-elektroforézou a néasledujici elektro-
elucl. Vysledny DNA-fragment obsahuje rov-
néZz prvnich 350 nukleotidd strukturdlniho
genu pro rezistenci vaci tetracyklinu, ale
chybi mu tetracyklinovy promotcrovy-ope-
ratorovy systém, takZe, kdyZ se v ndésleduji-
cim postupu zacleni do plasmidu, ktery je
schiopny exprese, lze plasmidy obsahujici tu-
to vliozku urdéit podle obnoveni tetracyklinové
rezistence. FrotoZe EcoRI zakonteni frag-
mentu 21 je doplnéno postupem za pouZiti
Klenowovy polymerdzy I, ma zminény frag-
ment jeden ,tupy” a jeden ,lepivy’ konec,
coz mu zaji§tuje sprdvnou orientaci, kdyz je
pozdéji vClenén do plasmidu schopného ex-
prese; viz obr. 6.

V daldim se upravi plasmid pTrp 14 schop-
ny exprese tak, aby mohl pfijmout shora u-
vedenym zplisocbem pfipraveny fragment 21
obsahujici HGH-gen. Plasmid pTrp 14 se za
tim dcéelem digeruje enzymem Xbal a ziskané
»lepivé' konce fragmentu doplni za pouZiti
postupu s Klenowovou polymerazou I a tri-
fosfatd dATP, dTTP, dGTP a dCTP. Po extrak-
¢ reakéni smési fenolem, cxtrakci chloro-
forme a vysraZeni cthanolem se na ziskanou
DNA 16 plisob{ enzymem BamH! a vznikly
velky fragment plasmidu 17 se izoluje PAGE-
-elektroforézou a elektroeluci. Uvedeny frag-
ment 17 odvozeny od pIrp 14 méa jeden ,tu-
py*“ a jeden ,lepivy" konec, které mu zajis-
tuji sprévnou orientaci pFi rekombinaci s
fragmentem 21 obsahujicim HGH-gen a po-
psanym vyse.

Fragment 21 obsahujici HGH-gen a frag-
ment 17 pTrpl4 AXba-BamHI se zkombinuii
a navzdjem navadZl za podminek podobnych
tédm, které byly popsany vySe. Doplnéné
Xbal a EcoRIl konce se navdZi spolu s tupy-
mi konci za obnoveni obou Xbal a EcoRI
Stépicich mist:

— TIQTAG AATTCTATG ~—
AGATUT TAAIGATAC —
Xbal EcoRI

iniciace
HGH-genu
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Touto konstrukci se rovn&Z obnovi rezi-
stence genu wici tetracyklinu. JelikoZ plas-
mid pHGH 107 vyluduje tetracyklinovou re-
zistenci z promotoru leZiciho ddle od HGH-
-genu (lac promotor), umoZiiuje vysledna
konstrukce plasmidu 22, oznafend jako
PHGH 207, vylutovani genu pro tetracykli-
novou rezistenci za kontroly tryptofanového
promotoru-operatoru. Smési ligantdl, produk-
td rekombinace, se transformujl bakterie E.
coli 294 a provede se selekce rezistentnich
kolonii na agarovych deskdch s LB ptdou
obsahujici 5 ug/ml tetracyklinu.

Aby se potvrdilo pfimé vylugovani lidské-
tho réstového hormonu plasmidem pHGH 207,
byla celkovd bunééna bilkovina, kterd byla
ziskana z bakterii E. coli 294/pHGH 207, kte-
ré byly kultivovdny do optické hustoty 1 na
LB pfidé obsahujici 10 ug/ml ampicilinu, zie-
dény 1:10 do M9 pidy a kultivovany opét
do o. d. 1, podrobena SDS-gelové elektrofo-
réze jako ve shora uvedeném pfrikladu 1, a
ziskand data srovndna s analogickymi vy-
sledky elektroforézy lidského riistového hor-
monu, ziskaného jiZ dfive expresi postupemn
podie jinych autort [D. V. Goeddel se spolu-
pracovniky, ¢asopis Nature 281, 544 (1979]].
Na obr. 7 je uvedena fotografie ziskané, o-
barvené gelové vrstvy po PAGE-elektroforé-
ze: Drdhy 1 a 7 absahuji standardy bilkovin
o rtznych zndmych polohédch na elektrogra-
mu. Drdha 2 je kontrola a znéazoriiuje roz-
déleni celkové bunééné bilkoviny z hakterii
E. coli, kmene 294 pBR322; drdha 3 znazor-
fluje rozdéleni bilkovin z bakterii E. coli 294/
/PHGH 107, kultivovanych na LB ptdg; dra-
ha 4 ukazuje déleni bilkovin z bakterii E. co-
1i 294/pHGH 107 kultivovanych na M9 piidé&;
drdha 5 zndzoriiuje d&leni bilkovin z bakteril
E. coli 294/pHGH 207 p&stovanych na LB pil-
dé; a drdaha 6 zndzorriuje rozdé&leni bilkovin
z bakterii E. coli 294/pHGH 207 kultivova-
nych na M9 ptidé. Husty pas v drdze 6 je
lidsky riistovy hormon, jak je ziejmé ze srov-
nédni s podobnymi pasy v drdhadch 2 aZ 4.
Jak je podle vyndlezu predpoklddano, produ-
kuji mikroorganismy E. coli 294/pHGH 207
pii kultivaci na LB ptidé bohaté na tryptofan
méné lidského rdstového hormonu z divodu
interakci tryptofancvého represoru s trp-
-operatorem, a p¥i kultivaci na M9 padé
produkuji podstatng vice zminéného HGH
neZ bakterie E. coli 294/pHGH 107 vzhledem
k indukci silnéj§iho tryptofanového-promo-
torového-operatorového systému viiéi lac-
-promotorového-operatorového systému v
pHGH 107.

Piikladad 3

Sestaveni plasmidu s obecnou expresi pro
pfimé vyludovani heterologickych gentt pod
kontrolou tryptofanového promotoru-opera-
toru

Plasmid pHGH 207 sestrojeny v pfedchéze-
jicim prikladu 2 se v dal§im pouZije k ziskdni
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fragmentu DNA obsahujiciho kontrolni prvky
tryptofanového operdnu (s vynechanou tutlu-
movou oblasti] a k sestrojeni plasmidického
,vylugovaciho vektoru“ vhodného pro pii-
mou expresi genovych vloZek o rizné struk-
tufe. Strategie pro sestaveni plasmidu s obec-
nou expresi zahrnuje odstranéni tryptofano-
vé kontrolni oblasti z plasmidu pHGH 207
digesci restrikénim enzymem EcoRI a vsu-
nuti ziskaného fragmentu do enzymem Eco-
RI digerovaného plasmidu pBRHI1, pouZiva-
ného vyse v prikladu 1. Plasmid pBRHI1 je,
jak jiZ bylo uvedeno, plasmidem rezistent-
nim vicéi ampicilinu a obsahujicim gen pro
tetracyklinovou rezistenci, ale je vici tetra-
cyklinu citlivy, nebot neni pritomen vhodny
promotorovy-operatorovy systém. Vysledny
plasmid pHKY 1, jehoZ zkonstrucvéani je po-
drobnéji popsano niZe a zndzornéno na obr.
8, je rezistentuni jak vdi ampicilinu, tak vci
tetracyklinu, ohsahuje tryptofanovy promo-
torovy-operatorovy systém, chybi mu trypto-
fanovy utlumovy ¢&ldnek a obsahuje jediné
Xbal restrikéni misto vzdélend od tryptofa-
nového promotoru-operdtoru. Tryptofanovy
promotor-operator a jediné Xbal misto jsou
vazédny mezi dvéma EcoRI Stépicimi misty,
takZe uvedeny fragment obsahujici trp-pro-
motar-gperdtor-Xhal misto lze odstranit a
vsuncut do plasmid obsahujicich jiné struk-
turdlni geny.

Alternativné 1lze do tohoto plasmidu
vsunout daldi heterologické strukturaini ge-
ny, bud do Xbal §tépictho mista, nebo (pa
parcidlni digesci enzymem EcoRI) do Eco-
RI restrikéniho mista vzdalenéjsiho od tryp-
tofanové kontrolni oblasti, v kaZzdém piipadé
tak, aby pfiSel pod kontrolu tryptofanového
promotorového-operdtorového systému.

Plasmid pHGH 207 se digeruje restrikénim
enzymem EcoRI a ziskany trp promotorovy
fragment 22 obsahujici EcoRI Sté€pici misto
se izoluje za pouZitli PAGE-elektroforézy a
nasledujici elektroeluci.

Plasmid pBRH1 se digeruje restrikénim
enzymem EcoRI a z konch roz§tépené mole-
kuly se plisobentm bakteridlni alkalické fos-
fatdzy (,,BAP“) (1 ug, v prostiedi 50 mmol
tris-pufru o pH 8 a 10 mmol bezvodého chlo-
ridu hofeénatého, po dobu 30 minut pii 65
stupnich Celsia) odstrani fosfatové skupiny
na vyénivajici EcoRI koncich. Piebytek bak-
teridini alkalické fosfatdzy se odstrani ex-
trakcf fenolem a extrakci chloroformem a
soli se vysrdZi ethanolem. Ziskd se linedarni
DNA 7, které chybi fosfdtové skupiny na vy-
¢nivajicich koncich a ktera prijima a vaZe
pouze vlozky, jejichZ komplementarni ,lepi-
vé" konce jsou fosforylovany, ale sama se
neuzavird do kruhového tvaru a dovoluje
proto snadnéjsi zkouseni plasmidf obsahuji-
cich rtzné vloZené ¢asti. Fragment 23, zis-
kany z plasmidu pHGH 207 a obsahujici Eco-
RI, a linedrni DNA ziskand z plasmidu pBRH1
7a, se zkombinuji a vzdjemné navaZi v pii-
tomnosti T4 ligdzy, zplisobem popsanym vy-
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Zo. Casti ziskané smesi se transtormuji bak-
terie E. coli kmene 294, analogicky jak je
popsano vyse, a mikroorganismy se kultivuji
na agarovych deskdch s LB ptidou obsahujict
5 ug/ml tetracyklinu a touto selekcl se ziska
12 kolonii rezistentnich na tetracyklin. Z kaz-
dé kolonie se izoluje plasmid a hodnoti se
na piftomnost vsunutého fragmentu DNA
restrikéni endonukleazovou analyzou za po-
uziti tép'cich enzymil EcoRI a Xbal. Jeden
z takto z'skanych plasmidfi obsahujicich Z&-
danou viczku byl oznagen jako plasmid
pHKY1.

Priklad 4

Sestrojeni plasmidu obsahujiciho tryptofano-
vy eperdn, schopniho exprese specificky Sté-
piteln2 fizovangé bilkoviny obsahujici 6 ami-
nokyselin hlavniho trp-peptidu, posledni
tretinu trp E polypeptidu (oznadenou LE‘) a
heterologicky strukturalni gen

Strategie pro sestrojeni plasmidu vyluéuji-
ciho fuzovanou bilkovinu s LE polypeptidem
zahrnuje ndsledujici stupné:

a} Zajisteéni genového fragmentu obsahuji-
ciho kodoény pro vzddlenou oblast LE'
polypeptidu a majictho Bgl II, popFipadé
EcoRI1 zachytné konce na 5° a 3° koncich
ko6dujiciho vldkna;

e) Eliminace kodond ze vzddlené oblasti LE'
genového fragmentu a kodénd pro trp D
gen z plasmidu SOM 7 A2, vsunuti frag-
mentu ziskaného ve stupni a) o obnoveni
LE‘ kodénové sekvence bezprostfedng za
sekvenci heterologického genu pro soma-
tostatin.

Tak je zndzornéno na obr. 9a, plasmid
pSom 7 A2 se digeruje enzymem Hind 1T a
pak se digeruje lambda-exonukleazon (5° - 3°
exonukledza) za podminek zvolenych tak,
aby S§tépeni prohihalo za Bgl IT restrikénim
mistem s LE* kodujici oblasti; 20 ug plasmidu
pSom 7 A2 digerovaného enzymem Hind III
se rozpust! v pufru (20 mmol glycinového
pufru o pH 9,6, 1 mmol bezvodého chloridu
horeénatého a 1 mmol g-merkaptoethanolu)
a na smés sc pliscbi 60 minut pfi teploté
mistnosti 5 jednotkami lambda-exonukleazy.
Ziskanda reakéni smés se extrahuie fenolem,
pak se extrahuje chloroformem a vysrdzi
ethanolem.

Aby se posléze vytvoFil EcoRI zbytek na
vzdalendisim konci LE‘ genového fragmentu,
syntetizuje se zlepSenou fosfortriesterovou
metodou [viz R. Crea se spolupracovniky,
gasopis Proc. Nat‘l. Acad. Sci USA 75, 5765
(1979)] primér o sloZeni 32pCCTGTGCATGAT
a hybridizuje se s jednovidknovym koncem
LE‘ genového fragmentu, ziskanym digesci
lambda-exonukledzou. Hybridizace se prové-
di niZe popsanym zphisobem.

20 ug fragmentu, ziskaného plisobenim
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lambda-exonukledzy na produkt digesce
plasmidu pSom 7 A2 enzymem Hind III, se
rozpusti ve 20 ul vody a k roztoku se prida
6 ¢l roztoku obsahujiciho asi 80 pmol shora
popsaného 5°-fosforylovaného oligonukleoti-
du. Synteticky fragment se hybridizuje na 3°
konec LE* kédujici sekvence a zbyvajici jed-
novidknovéa ¢ast LE‘ fragmentu se doplni
vySe pepsanym postupem s Klenowovou po-
lymerdzou I, za pouZiti trifosfatti AATF, dTTP,
dGTP a dCTP.

Reakéni smés se zahicje na 50 °C a pak se
necha zvolna vychladnout na 10 °C; poté se
pridda Klenowova polymerdza. Po 15 minu-
tach inkubace p¥i teploié mistnosti a nésle-
dujicich 30 minutach inkubace pfi 37 °C se
reakce zastavi pFidanim 5 ul 0,25 M EDTA.
Reaktni smés se vyextrahuje fenolem, pak
se extrahuje chloroformem a vysrdZi se
ethanolem. Ziskand DNA 28 se poté Stépi
restrikénim enzymem Bgl IT a fragmenty se
rozdéll PAGE-elektroforézou. Pomoci auto-
radiagramu gelové vrstvy se zjisti poloha
32p-znacengho fragmentu o ofekdvané délce
Fet8zce pribliZné 470 bp, a tento fragment se
izoluje elektroeluci. Jak jiZ bylo nastinéno
vyse, tento fragment LE' (d) ma Bgl IT konec
a druhy kouec ,tupy", koincidujici se zad4t-
kem priméru.

Flasmid pThel popsany vyse v prikladu 1,
Casti C, nese strukturdlni gen pro thymosin

alfa jedna, zakddovany svym 5° koncem ko-

dujfciho vlakna do EcoRI mista a svym 3°
koncem do BAMHI mista. Jak je zndzornéno
na obr. 9b, obsahuje thymosinovy gen rov-
néz Bgl I §tépici misto. Plasmid pThel ob-
sahuje téZ gen specifikujici rezistenci vaci
ampicilinu. Za 0¢elem sestrojeni plasmidu
schopného pfijmout shora uvedenym zplso-
bem ptipraveny fragment LE‘ (d) 29, se
pThel digeruje restrikénim enzymem EcoRI
a pak se provede reakce s trifosfaty dTTP a
dATP v pritomnosti Klenowovy polymerazy,
aby se ,,otupily* EcoRI zbytky. Digesci ziska-
ného produktu enzymem Bgl 11 se ziska line-
arni DNA fragment 3% obsahujici gen pro
ampicilinovou rezistenci a na opatném konci
,lepivy® Bgl I zbytek a na bliz§im konci ,,tu-
pé* zakongeni. Vznikly produkt se dd zno-
vu uzaviit do kruhu reakci s LE' (d) frag-
mentem 29 obsahujicim Bgl II zdchytny ko-
nec a ,tupy“ konec, v pfitomnosti T4 DNA-
-ligdzy, a ziskd se plasmid pTrp 24 (34 viz
obr. 9b). PIi tom se znovu vytvoli EcoRI
Stépné misto v té poloze, kde dojde k vazbé
s ,,tupym* koncem.

Jak je znazornéno na chr. 10, postupné di-
gesce plasmidu pTrp 24 restrikénimi enzymy
Bgl IT a EcoRI a nésledujici izolace produk-
tu, za pouZiti PAGE-elektroforézy a elektro-
eluce, poskytne fragment majici kodény pro
LE' (d} polypevtid s Bgl II ,,lepivym koncem
a EcoRI ,,lepivym" koncem sousedicim s jeho
3 ko6dujicim zakondenim, Ziskany LE‘ (d)
fragment 38 se da zaclenit do Bgl II mista
plasmidu pSom 7 A2 za vytvoreni fizované
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bilkoviny sloZené z LE‘ polypeptidu a soma-
tostatinu, kterd je vylufovédna za kontroly
tryptofanového promo.oru-operatoru, jak je
znazornéno na obr. 10.

Aby se shora popsané zatlenéni frag-

mentu 38 dalo provést, je tfeba 1) ¢astecng,

digerovat enzymem EcoRI plasmid pSom
7 A2 za tGcelem jeho rozstépeni v EcoRI
misté vzdalenéjsim od tryptofanového pro-
motoru-operdtoruy, jak je zndzornéno na obr.
10, a 2) vhodné zvolit sekvenci priméru (viz
obr. Sa), za udelem udrZeni spravné trans-
lacni stavby kodénu, a znovu sestavit plas-
mid v EcoRI §tépném misté.

Tak napriklad se 16 ug plasmidu pSom 7
A2 zFedi do 200 wul pufru obsahujiciho 20
mmol tris o pH 7,5, 5 mmol bezvodého chlo-
ridu hofeénatého, 0,02 mmol detergentu NP
40 a 100 mmol chloridu sodného, a plisobi se
na né&j 0,5 jednotkami restriktniho enzymu
EcoRI. Po 15 minutdch ptisobeni pfi 37 °C se
reakéni smés vyextrahuje fenolem, extrahuje
chloroformem a vysrdzl ethanolem a pro-
dukt se poté digeruje enzymem Bgl I1.

Vznikly veétsi fragment 26 se izoluje za
pouziti PAGE-elektroforézy a elektroeluce.
Tento fragment obsahuje kodény LE* (p) pro
bliZsi konec LE® polypeptidu. tj. kodény, kte-
ré leZi za Bgl 11 St€picim mistem. Fragment
35 se pak navdZe na fragment 38 v pritom-
nosti T4 DNA ligdzy za vzniku plasmidu pSom
7 A2A4, kterym se pak transformuji bakterie
E. coli kmene 294 zplisobem popsanym vyse,
a udinné se tak produkuje, pod kontrolou
tryptofanového promotoru-operatoru, fizova-
nd bilkovina sklddajici se z plné rekonsti-
tuovaného LE' polypeptidu a ze somatostati-
nu. Fazovand bilkovina, ze které miiZe byt
somatostatin specificky od$t&pen vzhledem
k pritomnosti methioninu na 5° konci soma-
tostatinové sekvence, se oddéli shora popsa-
nym zplsobem, za pouZiti elektroforézy na
sodiumdodecylsulfat-polyakrylamidovém
gelu. Na obr. 11 je ftizovany protein patrny
jako nejzFeteln&jsi pas v draze 6 (bliZsi po-
drobnosti k obr. 11 jsou uvedeny v niZe uve-
deném prikladu 5).

Priklad 5

Sestrojeni systému pro vylugovani trp LE
polypeptidickych fizi, ve kterych je umisté-
na rezistence viéi tetracyklinu, za kontroly
tryptofanového promotoru-operdtoru

Strategie pro sestrojeni vylufovaciho pro-
stfedku schopného ptijimat rozliné hetero-
logické polypeptidické geny pro expresi od-
povidajicich bilkovin ve formg fazi s trp-LE
polypeptidem pod kontrolou tryptofanového
operdnu, zahrnuje zkonstruovdni plasmidu
majictho nésledujici charakteristiky:

1) Rezistenci vi¢i tetracyklinu, kterd se
vSak miiZe ztratit v pfipadg, 7e se odstra-
ni promotorovy-operdatorovy systém kon-
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trolujici geny specifikujici takovou rezi-
stenci;

2] Odstranéni promotorového-operatorového
systému, ktery kontroluje rezistenci viéi
tetracyklinu, a opétovné uzavieni ziska-
ného linedrniho fragmentu do kruhového
tvaru navdzdnim zvoleného heterologic-
kého genu a tryptcfanového promotoro-
vého-operdtorového systému ve vhodné
transladni fdzi wvzhledem k nému, &imZ
se obnovi rezistence viQci tetracyklinu a
v diasledku toho se umoeZni identifikace
plasmidu obsahujici vlioZeny heterologic-
ky gen.

Ve strucnosti Ize shrnout, Ze v soubhlase s
povahou uvaZovanych vloZenych sekvenci je
ucelem sestrojit linedrni ¢ast DNA majici Pst
zbytek na svém 3‘ konci a Bgl I zbytek na
svém 5° konci a vézajici gen specificky
schopny vytvdret rezistenci vidi tetracykli-
nu, kdyZ se uvede pod kontrolu promotoro-
vého-operdtorového systému.

Tak napliklad, jak je zndzornéno na obr.
12, se plasmid pBR322 digeruje enzmem
Hind III a vy¢nivajici Hind I1I konce se poté
digeruji Sl nukledzou. Posléze uvedend di-
gesce spociva v tom, Ze se na 10 ug plasmidu
PBR 322 rozStépeného enzymem Hind I pa-
sobi v prostfedi 30 wl pufru S! (0,3 mol
chloridu sodného, 1 mmol bezvodého chlori-
du zine¢natého, 25 mmol octanu sodného,
pH 4,5) 300 jednotkami nukledzy Sl po dobu
30 minut p¥i 15 °C. Reakce se zastavi piida-
nim 1 ul 30 X Sl preruSovaciho roztoku pro
S1 nukledzu (0,8 mol tris-bdze a 50 mmol
EDTA), smés se vyextrahuje fenolem, pak se
extrahuje chloroformem a vysrdZi ethano-
lem. Ziskany produkt 43 se digeruje vyse
popsanym zpiiscbem §tépicim enzymem Eco-
RI a ze vzniklé smési §t&ph se velky frag-
ment 46 izoluje PAGE-elektroforézou a elek-
troejuct.

Takto ziskany fragment ma jeden Eco-
RI ,lepivy” konec a druhy ,,tupy” konec, je-
hoZ kodovaci vldkno zadind nukleotidem thy-
midinem. Jak bude ukdzano v dal§im popisu,
maZe se Sl digerovany Hind III zbytek zadi-
najici thymidinem pfipojit na Bgl II zbytek
vznikly plisobenim Klenowovy polymerézy I
a po navazani rekonstituovat Bgl II restriké-
ni misto.

Plasmid pSom 7 A2, pfipraveny zplisobem

-popsanym vySe v pFikladu 1, se digeruje

enzymem Bgl II a ziskany fragment s Bgl II
zdchytnymi konci se pFevede postupem s
Klenowovou polymeréazou I, za pouZiti viech
¢tyt desoxynukleotidtrifosfatt, na dvouvlak-
novy. Vznikly produkt se roz3té&pi enzymem
EcoRI a nésledujici izolaci men8iho frag-
mentu 42 pomoci PAGE-elektroforézy a e-
lektroeluce se ziskéd linedrni &ast DNA ob-
sahujici tryptofanovy promotor-operator a
kodony nejbliZe LE‘ sekvence za Bgl II §t&-
picim mistem [,,LE‘ (p)“]. Tento linedrni
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fragment méd jednak EcoRI konec a jednak
Stupy" konec vznikly doplnénim v Bgl 11
mist8. Bgl II misto se vSak rekonstituuje
navéazanim ,,tupého* konce fragmentu 42 na
LHtupy® konec fragmentu 48. Oba posléze
zminéné fragmety se uvedenym zplisobem
navazi v pritomnosti T4 DNA ligdzy za vzni-
ku znovu do kruhu uzavieného plasmidu
pHKY 10 ({viz obr. 12), kterym se transfor-
muji bunky bakteril E. coli kmene 294. Vy-
péstované, viidi tetracyklinu rezistentni buii-
ky nesouci rekombinovany plasmid pHKY 10
se vyizoluji, plasmidickd DNA se vyextrahu-
je a poté se postupné digeruje restrikénimi
enzymy Bgl II a Pst, velky fragment ziskany
Stépenim se izoluje PAGE-elektrcforézou a
elektroeluci. Ziska se linedrni ¢dast DNA ma-
jici Pst a Bgl I1 zachytné konce. Tento DNA
fragment 49 obsahuje pocdatetni replikaci a
je proto vhodny jako prvni komponenta pro
konstrukci plasmid{, ve kterych oba geny,
gen kodujici bilkoviny fdzované s trp LE'
polypeptidem a gen kodujici rezistenci vici
tetracyklinu, jsou kontrolovany trp-promo-
torem-operatorem.

Plasmid pSom 7 A2A4, pripraveny zpllso-
bem popsanym v piikladu 4, lze zpracovat
tak, aby poskytl druhou komponentu potfeb-
" nou pro sestrojeni systému schopného pki-
jimat rozliéné heterologické strukturalni ge-
ny. Jak je uvedeno na obr. 13, podrobi se
zminény plasmid GasteCné digesci restrikl-
nim enzymem EcoRI (viz pfiklad 4) a pak
digesci enzymem Pst, a fragment 51 obsa-
hujici trp-promotor-operator se izoluje PA-
GE-elektroforézou a nasledujici elektroelu-
ci. Parcidlni digesce enzymem EcoRI se musi
provéddét proto, aby se ziskal fragment roz-
Stépeny v sousedstvi 5° konce somatostati-
nového genu, ale nerozStépeny v EcoR! mis-
té pritomnému mezi genem pro ampicilino-
vou rezistenct a trp promotorem-operatorem.
Ampicilinova rezistence ztracend Stépenim
enzymem Pst I v ap® genu se dd znovu ob-
novit po vazbh& s fragmentem 51.

Jako prvni ukéazka treti komponenty po-
ttebné pro konstrukci nového plasmidu je
uveden strukturdlni geu pro thymosin alfa
jedna. Pripravi se tak, Ze se plasmid pThel
podrobi digesci enzymem EcoRl a BamHI a
ziskany fragment 52 se ¢isti PAGE-elektro-
forézou a elektroeluc.

Uvedené ti'i genové fragmenty 49, 51 a 52 se
navzdjem navazi ve spravné orientaci, jak je
zndzornéno na obr. 13, za vzniku plasmidu
pThe 7 A1A4, ktery lze pFi kultivaci vybrat
na zakladé jeho obnovené ampicilinové a
tetracyklinové rezistence. Po transformaci
bakterii E. coli kmene 294 a po kultivaci
bungék za podminek analogickych t&m, které
byly popsany v pfikladu 1, se ziska plasmid
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vylu€ujici fdzovanou bilkovinu s trp-poly-
peptidem LE', ze kterého lze specificky od-
Stépit thymosin aifa jedna plsobenim brom-
kyanu.,

KdyZz se podobnym zpfisobem navédzi jiné
strukturdlni heterclogické geny majici Eco-
RI a BamHI zakonleni s komponentami od-
vozenymi z plasmidd pHEY 10 a pSom 7 A2-
-A4, ziskaji se analogicky ufinnég ftzované
bilkoviny s trp-LE‘ pelypeptidem, obsahujict
polypeptidy, pro které jsou prislu$né hetero-
logické geny kddovany.

Na obr. 11 jsou znézornény vysledky dé-
leni celkové bunécéné bilkoviny ziskané z
transformantt E. coli kmene 294, elektro-
forézou na SDS-polyakrylamidovém gelu,
pritemZ nejintenzivnéjsi péasy v kaZdém =z
uvedenych pFipadd predstavuji produkty
fazovanych bilkovin vzniklé pod kontrolou
tryptofanového promotorového-operdtorovs-
ho systému. Na drédze 1 obr. 11 je pro kon-
trolu znédzornéno rozdéleni celkové hunéd-
né bilkoviny ziskané z bakterii E. coli 294/
PBR 322. Draha 2 znézortiuje rozdéleni fazo-
vaného produktu obsahujiciho somatostatin,
ziskaného z plasmidu pSom 7 A2A4 pfipra-
veného zpiisobem popsanym v piikladu 4.
Drédha 3 zndzorfiuje rozdéleni produktu vy-
lu€ovéni z plasmidu pSom 7 A1A4, obsahu-
jiciho somatostatin. Drdha 4 znédzoriiuje roz-
d&leni produktu exprese z plasmidu pThe 7
AlA4, a dréba 5 zndzoriiuje rozdéleni pro-
duktu vylu€ovaného z plasmidu ziskaného
spojenim shora popsanych fragmentli odvo-
zenych z plasmidd pHKY 10 a pSom 7 A2A4
se strukturdinim genem kodujicim Ilidsky
proinsulin, zakonéenym EcoRIa BamHI kon-
ci a pfipravenym ¢dstecné jednim z autort
tohoto vyndlezu. Drahy 6 a 7 zndzorfiuji,
jako nejintenzivnéjsi péas, bilkovinu fazova-
nou s trp-LE‘ polypeptidem, ze které lze
specificky od3tépit B a A retézce lidského
insulinu. Strukturilni geny pro insulin B a
A se ziskaji digesci plasmidii pIBl, popiipa-
dé plAll, restrikénimi enzymy EcoRI a
BamH I; konstrukei uvedenych plasmidil
popsali D. V. Goeddel se spolupracovniky
v CGasopisu Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 76,
106 (1979). V dréaze 8 je znazornéna poloha
standardt.

Atkoliv je zplsob podle vynalezu popsdn
v jeho nejvyhodné&jsim provedeni za pouZiti
bakterii E. coli, 1ze jako hLostitelskych bunék
pro vyluCovani a jako zdrojd pro trp-operé-
ny pouZit i jinych enterobakterii, ze kterych
lze uvést napriklad Salmonella typhimu-
rium a Serratia marcesans. Zptisch podle
vynalezu neni proto omezen na popsané vy-
hodné provedeni, ale jen na pravni rozsah
vyplyvajici z nésledujicich bodi predmétu
vyndlezu.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpasob vyroby polypeptidického pro-
duktu, zcela heterologického nebo flzované
bilkoviny obsahujici heterologicky polypep-
tid, bakteridlni expresi strukturdlniho genu
kodujiciho zminény polypeptid, pfi€em?Z se
pripravi bakterialni inokulant transformo-
vany replikace schopnym plasmidickym vy-
luéovacim prostfedkem a transformovany
inokulant se prenese do fermentatni néado-
by a kultivuje se do dosaZeni pfedem urce-
né hladiny, vyznadujici se tim, Ze se k trans-
formaci bakteridlniho inokulantu pouZije
plasmidického vylu€ovaciho prostFedku se
sekvenci dvojvlaknové DNA a obsahujiciho
ve fazi od prvniho 5‘ konce ke druhému 3
konci ko6dujiciho vlakna bakteridlni trypto-
fanovy promotorovy-operdtorovy systém, nu-
kleotidy kdédujici na ribozdmové vazebné
misto pro translaci strukturdlniho genu ko-
dujiciho aminokyselinovou sekvenci hetero-

logického polypeptidu a nukleotidy kodu-
jici startovaci transla¢éni signdl pro zahdjeni
translace strukturdlniho genu kodujiciho
aminokyselinovou sekvenci heterclogického
polypeptidu, plricemZ uvedend sekvence ne-
obsahuje ani oblast pro trp dtlumovou
schopnost ani nukleotidy kédujici na trp E
ribozémové vazebné misto, a po kultivaci
inokulantu v Zivném prostfedi obsahujicim
pfidatny tryptofan v mnoZstvi dostatetném
k potladeni shora uvedeného promaotorové-
ho-operatorového systému se ziskand kultu-
ra hakterii zbavi pridatného tryptofanu a
vylougi se polypeptidicky produki.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
Ze se Zivné prostiedi zbavi tryptofanu pie-
ruSenim jeho pridavani, pfi¢emZ se fermen-
tatni prostifedi, ve kterém se inokulant po-
prvé kultivuje, zfedi.

14 listl vykresh
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