Genoveé inzenyrstvi (sylabus prednasky 2007)

1. Osnova prednasky, definice genového inzenyrstvi a jeho strucna historie, studijni
literatura

2. Mutageneze in vitro (metody zaloZzené na restrikEnich mistech, metody zaloZzené na
mutagennich oligonukleotidech, kazetova mutageneze, vyuziti modifikovanych tRNA)

3. Optimalizace exprese klonovanych genu (faktory ovliviujici expresi genu v cizich
hostitelich; uroven transkripce, translace, export proteint)

4.  Klonovani genu v grampozitivnich bakteriich

5.  Klonovani genu v kvasinkach

6. Klonovani genu v rostlinach

7. Klonovani genu v zivoc€iSnych burikach, vektory pro pfenos gentl do savcich bunék,
selekéni markery pro vyhledani klont obsahuijicich cizorodou DNA

8. Vnaseni genu do zarode¢nych bunék mysi, pfiprava transgennich savcu

9. Cilena exprese cizorodych genu v burikach a tkanich vyssSich organismu

10. Opravy dédiénych defektl u zvifat metodami genového inzenyrstvi

11. Genova terapie u Clovéka — zakladni principy

12. Priprava farmakologicky vyznamnych latek v prokaryotickych organismech. Vyuziti
metod rekombinantni DNA k pfipravé vakcin a protilatek. Identifikace produktu
rekombinatnich genu.

13. Transgenni rostliny a zivoCichové — vyuziti v praxi
14. Pravidla pro praci s transgennimi organismy, zakon 153/2000 a 28/2004 Sb., rizika Gl




Doporucena literatura

« Old R.W., Primrose S.B., Principles of gene manipulation.
An introduction to genetic engineering. Blackwell Science, 1995.
5. vydani.

« Watson J.D. et al., Recombinant DNA, 2nd ed., W.H.Freeman,
New York 1992.

« Watson J.D. a kol. Rekombinantni DNA, kratky kurz. Academia
Praha 1988.

« Strachan T., Read A.P. Human Molecular Genetics, 3. Vydani.
Garland Science, London 2004.

« Glick B.R., Pasternak J.J. Molecular Biotechnology, 3. vydani,
ASM Press, Washington 2003.

«  Primrose S.B.,Twyman R.M. Principles of gene manipulation and
genomics. Blackwell Publ., 20006, 7. vydani.




Definice genového inzenyrstvi

Genové inzenyrstvi se zabyva vytvarenim pozménénych Ci novych
genu nebo pfipravou novych (nepfirozenych) kombinaci genu a jejich
zavadénim do genomu organizmu s cilem rekonstruovat jejich
genetickou vybavu a vytvaret tak geneticky modifikované
(transgenni) organismy.

Metodickym zakladem genoveho inzenyrstvi jsou manipulace s DNA
in vitro (klonovani genu a jejich upravy).

Genové manipulace, moderni (molekularni) biotechnologie




Vyuziti genového inzenyrstvi

Ve vyzkumu: studium struktury, funkce a exprese genu (genomu)

Praktické (Moderni biotechnologie):
1. Priprava latek vyznamnych v |ékarstvi, zemédélstvi a primyslu

« vnaseni cizorodych genu do nepfibuznych organizmul a ziskavani
produktl ve velkém mnozstvi — prekonani reprodukcnich barier

2. Priprava latek s novymi vlastnostmi pozmenovanim stavajicich
genu nebo vytvarenim novych genu — enzymy, protilatky, vakciny aj.

3. Pozménovani a zlepSovani vlastnosti organizmu - vytvareni geneticky
modifikovanych n. transgennich organismu (GMO)

» pfiprava mikroorganizmd pro biotechnologie,

« zvySovani vynosu kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvirat
(odolnost vuci chorobam, Skadcum nebo zevnim viivum,
produkce cizich latek v télech rostlin a zvirat)

* genove terapie




Predpoklady pro cilené genetické manipulace

 ldentifikovat geny a stanovit jejich funkce
* |zolovat geny a cilené je in vitro pozmenovat

* Prenést vhodnym zpusobem upravené geny do puvodnich nebo
nepribuznych organismu a zajistit jejich expresi




Etapy vzniku a vyvoje genoveho inzenyrstvi

Poznani zakladnich procesu pfenosu genetické informace
1970 — izolace prvniho restrikCnhiho enzymu

1972 — priprava prvnich rekombinantnich molekul DNA in vitro
1973 — zaCatek klonovani genu

1975 — Asilomarska konference

1977 — prvni rekombinované molekuly DNA nesouci savCi geny
1977 — sekvencovani DNA

1978 — priprava lidskeho inzulinu v bakteriich
(od r. 1982 vyrabén komercné) Genentech

* mutageneze in vitro — proteinové inzenyrstvi
* pfiprava transgennich organismu (rostliny, zivoCichové)

1980 — genova terapie
1977 — klonovani zivo€ichu




Mutageneze in vitro

site-directed mutagenesis
mistné cilena (fizena) mutageneze
lokalizovana mutageneza

reverzni genetika, genetika ,naruby”

klasicka genetika

a

DNA (genotyp) - fenotyp

reverzni genetika




Mutageneze in vitro

Mutace se vnaseji do vyizolované DNA (= in vitro)
Typy mutaci: substituce, delece, inzerce

Cile:

* Analyza vztahu mezi strukturou a funkci NK

« Objasnéni funkce genu a regula¢nich oblasti

« Cilené zmény aminokyselin v proteinech

« Priprava proteinu s novyma vlastnostmi (proteinové inZenyrstvi)
» PFiprava transgennich organismu




Nevyhody klasické mutageneze

(chemicke, fyzikalni, biologické mutageneze)

1.V organizmu muze byt zmutovan kterykoliv gen
Frekvence mutaci v zadaném genu muze byt nizka

Zadany fenotyp muZe byt vysledkem mutaci v rdiznych genech

I

Rekombinacni analyzou nelze zjistit, zda mutace v genu
vznikla substituci jedné baze, nebo deleci Ci inzerci DNA




Mutageneza in vitro

nahodna /’ cilena

manipulace s restrikCnimi misty oligonukleotidova mutageneza
inzerce linkery (umisténi mutace
chemicka mutageneza do konkrétniho mista)
inkorporace chybnych bazi syntéza genu

l (kazetova mutageneza)
vyhledavani genu nebo zamény bazi nebo kodonu

funkCnich oblasti na U cilené zmény struktury proteinu




Obecna strategie pri mutagenezi in vitro

AmpR
Q, Plasmid DNA
/

DA ¢F interast
In witra mutagenasis

Mutation

Transtorm E. colf
Select AmpR colonies

Culture oll
colonies logether

= Q A mulrFInr
|

lsalote [ )
plasmid DNA Test for function

Library

of mutant

f plusmias

0O
60

Tramsferm E. coli
1

Test for funefion using
genetic screen or selection

1. Klonovani genu (sekvence
DNA) urCené k mutagenezi

2. Vlastni proces mutageneze
in vitro

3. Selekce klonu obsahuijicich
mutované geny (sekvence)

4. Stanoveni funkce
mutovanych genu

5. Ovéreni charakteru vnesené
mutace (stanoveni sekvence)

Stanoveni sekvence
pozmeénéneho genu




Zpusoby pouzivané pri mutagenezi in vitro

Manipulace s restrikCnimi misty a enzymaticke upravy DNA
Oligonukleotidova mutageneze (extenze primeru)

Chemicka mutageneze

1.

2

3

4. Kazetova mutageneze

5. Metody zalozené na PCR
6

Mutageneze pomoci supresorovych tRNA




Vytvareni mutaci v restrikénim misté

|

Exonukleaza Exolll —
rozsahlejSi delece

Vybér dNTP — inzerce
pouze vybranych bazi

Delece 4 bp Inzerce 4 bp




Inzeréni mutageneze pomoci linkeru k vyhledani
funkcnich oblasti transpozonu

AmpR
on

w7 Stépeni rekombinantni DNA na ruznych mistech

Soubor nahodné
linearizovanych molekul

BINA B EcoRllinkers

Ligase

Pfipojeni EcoRI-linkert (= vlozZeni
inzerce inaktivujici zasazeny gen)

Dg rwlhE oRl endonuclea
e with DNAlg

SN Inserr d
) d T oys
AmpR gene
inker -

[ nsform E. coli

Viozeny linker
inaktivuje rdzné geny

Selekce klonu se ztratou transpozicni
aktivity, napf. vyhledani genu pro

...' transponazu (oblasti, ktera je pro jeji

funkci nezbytna)

Intraduc y
THf pr
L J

Inactive Activ




Chemicka
mutageneze
bisulfitem

Pfiprava
ssDNA

Plazmidova dsDNA

Cylosine Uracil
MNHy

|
o7 SN N
|

i
H H
NZ" 1 Bisulfite i )\/l\r
)\ J‘\
0 T H

hd

il

Pripojeni
primeru
Proti U je
C-U-T zaélenén A
I I |
G A A Odstranéni
poskozenéh :
GC AT o vektoru
—

W) Mixture of
8 modified
A p|c|sn'|ic|5

DNA polymeraza,
dNTP, replikace

Vystépeni mutovanych
inzertt (Hindlll-EcoRl)

Vlozeni inzertu
do nového
vektoru

mutované inzerty

Knihovna klona obsahujicich




Mutageneze pomoci mutagennich
oligonukleotidui

1.

Klonovani sekvence (genu) do vhodného vektoru (M13, fagemid,
fasmid), izolace jednoretézcové formy rekombinantni DNA

Priprava syntetického oligonukleotidu (mutagenniho
oligonukleotidu) nesouciho zadanou mutaci (jeho sekvence je
komplementarni ke klonované sekvenci vyjma mista, do nehoz
ma byt mutace vnesena)

Pripojeni (pfihybridizovani) mutagenniho oligonukleotidu in vitro

Dosyntetizovani druhého (komplementarniho) fetézce DNA-
polymerazou, spojeni DNA-ligazou

Transformace bunek E. coli heteroduplexni molekulou DNA,
selekce mutantnich molekul (pfip. selekce in vitro a transformace
mutantnimi molekulami DNA)

Pomnozeni mutantni molekuly DNA v E. coli, ovéreni mutace
stanovenim sekvence DNA




Mutageneze pomoci
mutagennich

oligonukleotidu

syntéza druhého retézce
DNA-polymerazou

selekce klonu
s mutaci

O

v

O

v

S
©

pfrenos do bunék E.coli
l @ I a jejich replikace

rekombinantni dsDNA (fragment
DNA klonovany ve vektoru)

priprava jednoretézcové formy
rekombinantni molekuly DNA
(rekombinantni ssDNA)

mutagenni oligonukleotid

> ‘\ obsahujici mutaci

hybridiza€ni pripojeni
mutagenniho

T

oligonukleotidu

Substituce
delece
inzerce

rodiGovsky
fenotyp

stanoveni
fenotypového
projevu mutace




Zvyseni vynosu mutant
zaclenenim uracilu do
templatovée DNA

DNA klonovana do M13 vektoru

ung— (uracil-N-glykozidaza—) (rep—)

Prenos do kmene E. coll dut— (AUTPaza—) - zvySeni koncentrace U

ung-, priprava ssDNA

Do templatové DNA je zacClenén U

Pripojeni mutagenniho oligonukleotidu

In vitro )

| Replikace, ligace

Prenos do E. coli

ung+, selekce AmpR Retézec standardniho typu je degradovan

VétSina kolonii obsahuje
mutantni plazmid

Retézec s mutaci »| Oveéreni mutace stanovenim sekvence DNA

(bez U) se replikuje

zadana mutace




Vyhledani mutantnich
klonu pomoci sondy

X-ray film

ography

Mutants  Wild-type

missing

Mixture of colonies
containing mutant
and wild-type
plosmids

Denature DMNA
Meutralize

IR

mulagenic
oligenuclectide

Auvtorodi-

Lobeled probe
hybridizes

at room
temperature lo
both mutent end
wild-type DNA

Wash ot higher
lemperature

Prabe remains
e baund to mutont
#75, DA

¢
Probe dissociates

from wild-type DINA




Mutageneze pomoci mutantnich oligonukleotidu

amp’ tet"

2. selekce pomoci RE; cilova

pBR322 Denaturace

~

sekvence = GEN TETR

Afl 11

@

™~

1.

()

A/F’Fipojenl' dvou primer(

Mutantni delecni oligonukleotid

}

Afl NNACPuPyGTNN
Bgl Il NNAGATCTNN

Bgl I \ 2.  Selekeni oligonukleotid Bgl I
DNA — Polymeraza
DNA - Ligaza
v Transformace E. coli
amp’ tet
Y A/amp\‘ tets
Izolace DNA
Afl 1 T
Bal Il — —
l Stépeni selekéni RE Afl I
ampr tets
% Transformace
Netransformuje — 7 vysev na AMP

Deletovany plazmid  Bgl Il

vyhledani klonu
TETS
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Kazetova
mutageneze

Hindlll EeoRl
Cleave with
Hindill and EceRl
Remove small Two synthetic
fragment oligonucleotides
"
Wild-type +
sequence \
Anneal
Hindill
m\ EceRI
Hindlll EcoRl . __/

Mutant sequence
DA |ig¢|su

DNA Hindlll EcoRl  DNA

Transform E. coli

All colonies contain mutant plasmid




Syntéza gent

postupnym spojovanim
kratSich oligonukleotidu

DMNA sequence or
amine acid sequence

|

“ /
oe—— \ Complementary
# synihelic
e ]
——

aligonueleatides
Heat at $0° C

Slewly cool to room temperalure

7o

\
/

| DNA ligase

OEEee—  [s0late double-stranded
N DM A molecule

_\ DNA ligase

Expression vector oy
Transeriptional
e

terminaler

EceRl

Fromo!or/ Hindill
BamHI
Unique restriction

mf-mv,—mm siles for cassefte

X © mulagenesis
— ‘
o i PR, AL

Express recombinant
protein in £, coli




Mutageneze pomoci kazet tvorenych mutantnimi
,doped* oligonukleotidy

Skrining napr.
fagovym displayem

-

DNA synthesizer

A G C T
botile batile bottle botile

,kontaminované*

zasobni roztoky
ATe 49 E8Y S

nukleotidu

WiH-b«pa sequence GG TTACAAACT

GGEITACAAACT
GETTACAAACT
GGETARBAAACT

Mutant

bt GGTTACAAACT
olgonucleoices NG G T TAC AMAC TN\ Wildtype

GGTTACAA A.T>c|igonucleo1ides
GGTTACAAACT

\ Complemeniary
Oligonucleotide *________ - dop-ed Olgome
mixhare = s

O

Ligate
Tu shorm E_ coli

Prepore plosmid DINA
from each colony

olelelele)

Sequence sach Elusmid

546 klonu
224 wt
218 - 1x subst.
104 - vice subst.

Wild-type plasmids
and mutants with

multiple substittions

Plasmids containing a
single nucleotide change

|

Test for function




Mutageneze pomoci ,,doped“ oligonukleotidu

Oligonukleotid
obsahujici inosin pro
zajisténi parovani
s nahodnymi kodony

A

kodony pro rzné aminokyseliny

Arg Glu lle

T CGA GAA ATC

> CTT TAG

AGCT

Xhol

*k%*
NN
i

Glu Met
GAG ATG
CTC TAC

*k%k
NN
i

Oligonukleotid
obsahujici dva
nahodné kodony

Glu Ala Val Ser Met

GAA GCG GTT AGC ATG +—

CTT CGC CAA TC

A

GTAC

Sphl

N = kterykoliv ze 4 nukleotidu

NTG/C = hydrofébni aminokyseliny
(fenylalanin, izoleucin, leucin, methionin a valin)

— Alternativni zpusob nasyntetizovani druhého nukleotidu = PCR




Zameéna helixu v represorovém proteinu
mutagenezou in vitro (kazetova mutageneze)

434R expression veclor (=]

'l;..-_"“:‘ Transcriptienal 434 repressor P22 repressor
" A, termingtor iy T

Tronstorm £, codi

434 o helix 3

B Zaména aminokyselin
' P22 spoclic bybid e 3 v doméné represoru

G Iy Thr

zodpovédné za roz-

B
N/ F _ L s .
W s / il o \ poznani operatoru P22
frogmen s ,
& PFipravena kazeta

Kpnl site Ddel site
e ——

—_—
ligate [CTTCT AAT GIT 1CG ATC TCG CAG CTC GAA CGC GGG Aaa AC
ICATGG AGA TTA CAA AGC TAG AGC GTC GAG CIT GLG CCL TT1 TGAIT

; . Hybrid

\ y repressar
‘3._"" binds

Purify = P22 DA

= P22 operglor DMA

Express hybrid 434/P22 protein




Vyhody PCR

* jednoduché provedeni

* moznost vytvareni rizného typu mutaci

* neni nutna nasledna selekce pro zvyseni proporce mutant
* nezavislost na RE mistech

* neni vzdy nutné nasledné klonovani mutovaneho genu
do vektoru (po PCR je mozny pfenos amplikonu do bunék
transformaci)




Vytvareni nahodnych mutaci
= ,error-prone“ PCR

Sf

¢ 3'—5"

Error prone
PCR

E

b 3

W Wl WO Wl Wl Wol WO
t ¥ 4
QW W W W W W W

X %
F ¥ A

3."
5}

3’
5.’

* vyuzivaji se DNA-polymerazy

bez korektorské funkce
(napf. Tag-polymeraza)

reakCni podminky PCR lze zménit
tak, aby se pocCet chyb zvysil a aby
kazdy amplifikaCni produkt
obsahoval jednu mutaci

(napf. zvyseni Mg++ nebo pridani
Mn++, koncentrace reakcCnich
slozek atp)

nevyhoda: prevaha urcitého typu
mutace (napr. transice, zatimco
transverze nevznikaiji)




Vyuziti PCR k vytvareni mutaci in vitro

Misto, do néhoz ma

b
o

L4

LY

byt vnesena mutace

3!

5!

3 e 5
Reakce 1 Reakce 2 Primery
Primer 2 rrimer 4 2 3 -
A5 3—5 ao=
5’ % 3 & s 3 1
2 9 5 g 3¢ 5 | mutagenni
5 — 3 Yy —% rime
Primer 1 i
fimer Vznik dvou PCR-produkta | Fmer3 P Yy
nesoucich mutaci
5{ A_ 3r 5" .A 3"
3) A_ 5! 3:‘ _A 5!’

Nemuze dojit
k prodlouzeni
od 5’koncu

Smichani, denaturace
a rehybridizace

L

Tzv. neproduktivni spojeni

5{

Prodlouzeni DNA-polymerazou a
PCR-amplifikace pomoci primert 1 a 4

3,"

klonovani —¢%

LD —— S5

5!’




Vnaseni mutaci pomoci PCR

- __~a== _ '

Vlozena sekvence

(extenze primeru

overlap extension

na ehO 5’k0nC| T".,:rlr-;er than the overlap ;' overlap extension z
J ) -‘-—"'—":.::.i:-:‘:.:f-'.';:!:!;':k—._ Deletovana
AN product AD with insertion sekvence

r T T T Bendote | A |

| matches here .~ ~-._ |

1 PCR #1" TE;-!? 4 ,.*’l '\T'Es_ I

o A N pPoRs2

deletions #8 Mo

! |

1

t

S T D




Nahrada ¢asti genu sekvenci z pribuzného genu

Ge

nA

analogie

mutagenniho
oligonukleotidu

\

<4+—

Gen B

Sekvence genu A

Sekvence genu B

\ Denature and hybridize

“Sticky feet’
A 5,

/Hi Single-strand vector H

\ Polymerase plus ligase

nahrazena Casti genu A

+ original vector




Konstrukce genu pro chimerickou protilatku

Gene for heavy

IgG : . .
Light P Sticky foot —\_p.  chain (v, isotype)
chain
Polymerase chain reaction * <'\— PCR
C,2 domain 400 b primers
Y2, heavy ] — 2
chain I

Y1Cy2 domain

N

—_

Heat to denature strands l

/

\ﬂnneh
\Sticky foot \

Make uracil-
containing single-
stranded DNA

Expression

Tezky retezec typu g 2b
zodpovida za lyzu bunék
zavislou na komplementu
Protilatka s tézkym
retézcem g 1 tuto lyzu
nenavozuje.

Ktera oblast g 2b za tuto
vlastnost zodpovida?

vector for
Y, heavy chain

Doména CH2 g 2b

l Extend and ligate
19G,,

Does not
activate «—
complement

J

Antibody with l
chimeric heavy chain

Transform ung* E. coli
Isolate mutant DNA

[
»

Doména CH2 odpovida
za aktivaci komplementu
pro lyzu bunek

Activates < <

complement
mammalian cells

Chimericky tézky retézec

Coexpress in
with light chain




Konstrukce genu pro chimerickou protilatku

ey, ey cha I

ﬂ ¥ Ce domain
h\‘}

| [RIR]
| ;.l — e ——
11TAl /

i Moke vraeil-

N 'l"l-{-»\‘\-\ /J/I‘; “&_\
q\““‘-:“.1-‘_... ,/ COmRamnIfg sr't"{r' e
e sfranded DHA

Exprzssion vector
bar oy heavy chain

Dioas not

. — — |
aclale Hi
complerngnt

Auntibady with
chimeric 'mx;u*_,- chain

s L
Aehpvabes —

e lement

Codxp 4:' 5
mamenal s cells 'N
with lic :r~r chtun

\Mﬁf’f’

-5 Lot 4 l':.l';‘l- _\h Genc !-C.r
RO L B P S Xl Necvy chain
(s Isabype
Pl :.-' 1Er a5 *\\
chain reaction , FCR primprs

| "1e~" fo demcture strands

m/’/

Tezky retezec typu g 2b
zodpovida za lyzu bunék
zavislou na komplementu
Protilatka s tézkym
retezcem g 1 tuto lyzu
nenavozuje.

Ktera oblast g 2b za tuto
vlastnost zodpovida?

— Slicky oot

Doména CH2 g 2b

I
Tronsform ung® £, coli
¢ lsolate mutant DMNA

/

Doména CH2 odpovida
za aktivaci komplementu
pro lyzu bunek

\

Chimericky tézky retézec

=




Vytvareni mutaci in vitro primo na plazmidech (QuickChange)

.; E. coli dam+

Smichani plazmidu s primery

PCR

nesoucimi mutaci, syntéza
komplementarnich fetézcu

GO

Stepem
Dpnl

({ \\
e b

l Prenos do E. coli

jako templat je vyuzita dsDNA plazmidu

po probéhnuti PCR se vytvofi dva
komplementarni fetézce nesouci mutaci
ve stejném miste, které jsou schopny se
parovat za vzniku kruznice s posunutymi
zlomy

po probéhnuti PCR jsou produkty stépeny
Dpnl, ktera je schopna Stépit jen
metylovanou DNA

rodiCovskeé molekuly DNA jsou metylovany,
nebot plazmidy byly izolovany z dam+
kmenu E. coli - proto jsou Dpnl roz8tépeny
(odstranéni rodiCovskeho templatu bez
mutace).

nové syntetizované molekuly nejsou
metylovany a tudiz nejsou Stépeny

po transformaci do E. coli dojde k reparaci
zlomU a nové nasyntetizované plazmidy
obsahujici mutaci se replikuji




Inzerce abnormalnich aminokyselin do proteinu supresi amber
mutace in vitro s vyuzitim chemicky modifikovanych tRNA

Mutagenesis
>
Vytvoreni
amber kodonu
Transkripce
in vitro
AUC
RNA Iigase Translace
in vitro
pCpA
C CCA B cca-B
Supresorova tRNA
S navazanou chemicky Mutantnl forma proteinu
modifikovanou (lysozym aktivovany svétlem)
aminokyselinou




Table 4.4 Nonsense Suppressors Employed to Generate Altered Proteins

Codons Amino acid . o
Suppressor recognized inserted Efficiency (%) References
A. Natural
Sul (supD) UAG Serine 6-54 a b
Suz2 (supEl UAG Glutamine 0.8—20 ab
Suz-89 (supE) UAG Glutamine 332-60 ¢, h
Su3 (supF) UAG Tyrosine 11-100 ab
i - b. h

Sus (supG) UAA, UAG Lysine 2=-2 a, b,

- 6-30° h
Suf (supPh UAG Leucine 30=-100 ae
Sus LGA Tryptophan 0.1-30 "af
B. Synthetic
IRNAEY, UAG Phenylalanine 48-100 g
IRNA 2 UAG 85% Glutamic acid 8-100 h, i

15% Glutamine
tRNA G UAG Cysteine 17-51 g
tRIvA NI UAG Histidine 16~100 h, i
tRNA Prel UAG Proline g-60 h, i
tRNA S, JAG ' Lysine 9—29 h, i
tRNA LS, UAG Alanine §-83 hy i
tRNA S UAG Glycine 39-67 h, i
FTORI 26 UAG Arginine 4-28 j
4-47" h

Priklad: 160 variant genu pro lysozym s amber mutacemi na riznych mistech
poskytlo v supresorovych kmenech 2 000 variant lysozymu




