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Opisujii sa bielkovinné analégy prirodnych ribotoxinov
restriktocinu, mitogillinu a alfa-sarcininu, kde prirodny
ribotoxin tak i analég mbu $tiepit’ iba jednu jednoduchi
fosfodiesterovii viizbu 28S tRNA v 60S ribozomélnej
podjednotke, a kde analég obsahuje iba jeden cystein
schopny kovalentne sa viazat’ na partnerski 14tku ako na
protilatku a pritom nestrica svoju biologicki GCinnost.
Tento cystein nie je pritomny v prirodnom ribotoxine.
Zv1at vyhodné analégy su restriktocin, Cysl13, Cys 82,
Cys 106 a Cys 110 a restriktocin Cys 150 - Gly 151. Opi-
suji1 sa tieZ odpovedajuce sekvencie DNA, vektory, hosti-
tel'ské bunky, imunotoxiny a farmaceutické prostriedky.
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Ribotoxiny Jjsou a¢inné__inhibit
Predpoklddd se o nich, Ze plisobi jako enzymy na 28S rRNA
eukaryotickych ribosomi a mohou byt rozdéleny do dvou skupin
(Jiminez, A. a kol., 1985, Ann Rev Microbiol., 39, 649-672,
a Wool I.G. a kol., 1990, publikovane v Hill, W.H. a kol.,
(ed.) The Ribosome Structure, Function and Evolution,
American Society of Microbiology, Washington, DC, 203-214).
Restriktocin, mitogillin a alfa-sarcin patri do tridy, ktera
éﬁépi jednoduché ’fosfodiesterové vazby. Ricin patrfi do jiné
tfidy, kterd sStépi N-glykosidickou vazbu mezi basi a ribosou.
Nukleotidovou sekvenci restriktocinového genu popsali Lamy,

B. a Davies,J. v Nucleic Acids Research, 1991, 19, 1001-1006.

Imunotoxiny jsou prikladem konjugatu, ktery je tvoren
dvéma sioikami, jmenovité toxinem a imunoglobulinem, nebo
protilatkou. Slozky Jjsou obvykle spojeny prostrednictvim
chemické spojky, avsak mohou byt téz spojeny primo.
Ribotoxiny jako jémnapfiklad restriktocin, mohou byt pouzZity
jako toxinovd komponenta imunotoxinu, vazand k protiléatce
prostrednictvim nejruznéjsich chemickych spojek. Znamé metody
zahrnuji derivatisaci restriktocinu ¢inidly jako iminothiolan
(ackoli i jind derivatisac¢ni ¢inidla napf. N-sukcinimidyl-
3-(2-pyridyldithio)propiondt =-zde ddle pod zkratkou SPDP
mohou byt pouZita) k zavedeni sulfhydrylové funkéni skupiny
a vytvoreni struktury zesitnéné disulfidovymi mistky s vhodné
derivatisovanou protildtkou. V disledku prirozené nahodilosti
chemickeé 'derivatisace na, primérné' (ac¢koli ne nezbytné),
aminoskupindch jako 3jsou napf. Vv molekule restriktocinu,
z nichz 17 obsahuje alfa aminoskupinu, vznika heterogenni

produkt, obsahujicil nederivatisovany restriktocin, mono, di,
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tri atd. derivatisované molekuly, které po konjugaci
s protilatkou (1,2,3,atd. molu restriktocinu/mol protlatky
nebo popr. 1,2, 3, atd. protilatky/mol restriktocinu) maze
poskytnout komplexni $kalu produktu. Takovy heterogenni
produkt se v jednotlivych ‘vsadkach vyznacuje nezZadouci
variabilitou, ktera snizuje celkovy vytézek. Takova
variabilita mezi vyrobnimi Sariemi je zejména nezadouci ve
farmaceuticke oblasti, kde produktemn miZe byt napt.
imunotoxin, JjehoZ protilatka Jje selektivni Xk nadorum a je
pouzivan k léceni rakoviny.

Navic chemickd derivatisace muzZe modifikovat skupiny
v blizkosti aktivniho centra molekuly, a tak ovlivnovat

biologickou aktivitu derivatisovaného toxinu.

Predklddany vyndlez se snaZi prekonat tyto nethodyA
poskytnutim , proteinového analogu s obsahem vhodnée
-sulfhydrylové funkéni skupiny umisténé tak, Ze urcity
aminokyselinovy zbytek v bilkovinné sekvenci poskytuje jediné

konjugacéni misto v definované poloze.

Jednim z aspektl predkladaného vyndlezu Jje poskytnuti
bilkovinného analogu ptrirodniho ribotoxinu, kde jak
proteinovy analog, tak nativni ribotoxin mohou Sstépit pouze
jedinou fosfodiesterovou vazbu 28S rRNA v 60S ribosomdlni
podjednotce, a kde proteinovy analog obsahuje pouze jediny
cystein dostupny .pro vznik kovalentni vazby s druhou slozikou,

zatimco v prirodnim ribotoxinu neni cystein pritomen.

Vyraz "muzZe Stépit pouze jedinou fosfodiesterovou vazbu
28S rRNA v 60S ribosomdlni podjednotce", tak jak je zde
pouzivan, se vztahuje na mimoradné selektivnl pusobeni tridy-

ribotoxint predstavovanych restriktocinen, mitogillinem



a alfa-sarcinem (Wool, I.G., Jan 1984, Trends Biochem. Sci.
14-17). Proto si proteinové analogy, které jsou predmétem
vyndalezu zasadné podrzi biologickou aktivitu ribotoxinu jako
Jsou restriktocin, mitogillin a alfa-sarcin. Predkladany
vynalez pak dale zverejnuje mista molekuly ribotoxinu, ktera
mohou byt modifikovdna podle predkladaného vynalezu bez

podstatné ztraty biologické aktivity.

Nedotcené eukaryontni ribosomy maji sedimentacéni .
koeficient 80S a Jjsou sloZeny z podjednotek 60S a 40S. 60S
podjednotka obsahuje 28S rRNA o délce asi 4700 nukleotidu.
Alfa-sarcin poskytuje o 393 nukleotidech odvozeny ze 3 konce
285 rRNA a sStéepeni poskytuje 3 fosfatové a 5 hydroxylové
skupiny. Substrat nesmi byt volnd rRNA, nebot s volnou 28S
rRNA toxin zpUsobuje rozsdhlou degradaci nukleové kyseliny.
Fragment miZe také byt vytvaren =z intaktnich 80S ribosomu,
avSsak nikoliv ze 40S ribosomdlnich podjednotek. Vzhiedem
k vysoce selektivnimu plisobeni této tridy ribotoxina je
struktura mimof&dné  konservativni. Schopnost  Stépit
jednotlivou fosfodiesterovou vazbu 28S rRNA v 60S ribosomdlni
podjednotce mﬁzev b?t stanovovana metodou podle Endo, Y.
a Wool, I.G. (1982), J. Biol. Chen. 257, 9054-9060. Vyhodné
ma proteinovy analog nejméné 5% aktivity nativni sekvence
ribdtoxinu, jesté vyhodnéji md proteinovy analog prinejmensim
10% aktivity nativni sekvence ribotoxinu a nejlépe ma
proteinovy analog alespon '12% aktivity nativni sekvence
ribotoxinu. Aktivita je stanovovdana 2z inhibice synthesy

bilkovin podle nizZeuvedeného odstavce 8.

Vyraz "jeden cystein dostupny pro kovalentni vazbu" tak
jak je zde pouZivan znamend, Ze zatimco proteinovy analog

miZe anebo také nemusi obsahovat jiné molekuly cysteinu,



pouze jedna Jje snadno schopna vytvorit kovalentni vazbu
s druhou slozkou =za pouziti konjugacénich technik v oboru
béinych. Obvykle nativni ribotoxin obsahuje dalsi molekuly
cysteinu které nejsou snadno doétupné ke kovalentni vazbé
s druhou slozZkou. Cysteiny které nejsou dostupné ke
kovalentni vazbe s druhou slozkou mohou byt napriklad
soucasti disulfidickych mistkd nebo mohou byt skryty ve
strfedu bilkoviny nebo ~uvnitf hluboké povrchové Stérbiny.
S vyhodou je cystein dostupny pro kovalentni vazbu pritomen
na povrchu bilkoviny a je' vyhodné nalézéa-li se daleko od
Jakékoli oblasti spjaté s biologickou aktivitou bilkoviny
jako je napriklad aktivni centrum.

"Druhd slozka" odpovidd molekule, ktera mizZe byt
individualni molekulou nebo souc¢dsti makromolekuly, bolymeru
nebo pevné faze. S vyhodou je druhou slozkou &inidlo jako Jje
napriklad imunoglobulin nebo interleukin 2, které jsou
schopné vazat se selektivné Kk tumorim, vyhodnéji protein
ktery se selektivné vazie k tumorim, imunoglobulin, ktery se
vaZe selektivné k tumorim a zejména imunoglobulin tfidy
G ktery je schopen se vazat selektivné k tumorum.
Preferovanou protilatkou pro selektivni vazbu ke
kolorektalnim tumoram je monoklond&lni protildtka C242 jak je
popsana Vv mezinarodni patentove prihlasce WO 92/01470.
"Imunoglobulinem" ¢&i "protildtkou" jsou zde minény jak celé
molekuly, tak 1 jejich fragmenty, napriklad znamé fragmenty
Fab, Fv a jednoduchy fetézec Fv (Methods in Enzymology 178,
Academic Press 1989 a Bio/Technology 9, 545-551, 1991).

Vyraz "nativni ribotoxin" zahrnuje ribotoxiny jak jsou
nachazeny v prirodé nebo jejich rekombinantni verse a analogy

takovych ribotoxind které nemaji cysteiny dostupné pro



kovalentni vazbu s jinou slozkou nebo nemaji vice neZ jeden

cystein dostupny pro kovalentni vazbu ke druhé sloice.

S vyhodou jsou nativnimi ribotoxiny restriktocin,
mitogillin é_ alfa-sarcin, jesté lépe restriktocin
a mitogillin a zejména restriktocin. Proteinovy analog mizZe
byt odvozen od nativniho ribotoxinu nebo od jiného analogu
nativniho ribotoxinu pomoci metod genového inZenyrstvi jako
napriklad rizenou mutagenezi. Napriklad pokud nativni
ribotoxin obsahuje vice neZ jednu molekulu cysteinu dostupnou
pro kovalentni “vazbu s druhou slozkou, pak derivatizace
analogu bude zahrnovat odstranéni cysteini az zbude pouze
jeden. S vyhodou vSak v pripadé, Ze nativni ribotoxin
neobsahuje Zadné cysteiny dostupné pro vazbu, derivatizace
zahrnuje zabudovani cysteinu. Odstranéni nebo pridani
cysteinu miZe zahrnovat substituci nékteré jiz pritomné
aminokyseliny v nativnim ribotoxinu. Tak mbZe bytcystein
dostupny pro kovalentni vazbu ziskan napriklad substituci
jednoho 2z cysteinl v nékterém neesencialnim disulfidovém
mastku, ¢imZ se druhy cystein stane dostupnym pro kovalentni
vazbu druhé slozky. Obecné véak  disulfidové mustky
nepredstavuji preferované misto k substituci. Cystein muzZe
byt také pridan prodlouzenim N- nebo C-konce nativniho
ribotoxinu &i 'z jiného analogu nativniho ribotoxinu,
s vyhodou o 1-50 aminokyselinach, jesté lépe o 1-40
aminokyselindch, Jjesté 1épe o 1-30 aminokyselindch, jeste
lépe o 1-20 aminokyselinéach, jeste lépe o 1-10
aminokyselinach, jesté 1lépe o 1-5 aminokyselindch a nejlépe
o dvou aminokyselindch. Proteinovy analog miZe byt také
pripraven prostrednictvim totalni genové synthesy
z oligonukleotidu. Poznatky o synthese oligonukleotidl byly
shrnuty R.J. Gaitem v Oligonicleotide Synthesis, IRL Press



1984. Totalni genovd synthesa byla popsana M. Edwardsem
v International Biotechnology Lab. 5(3) 19-25, 1987.

Vyhodné analogy restriktocinu predstavuji:

i) analogy restriktocinu, \Y nichz kterykoliv
z nasledujicich aminokyselinovych zbytkd zahrnuje cystein:
Lys 13, Lys 20, Lys 28, Lys 60, Lys 63, Lys 69, Ser 82, Lys
88, Lys 106, Lys 110 a Lys 128; a

ii) nativni restriktocin obsahujici C-koncové
prodlouZeni Cys 150-Gly 151; a

iii) nativni restriktocin obsahujici N-koncové

prodlouzeni Gly-Cys restriktocinu.

Obzvlasté vyhodné analogy restriktocinu predstavuji:
i) analogy restriktocinu v nichz kterykoliv
z nasledujicich aminokyselinovych zbytkd =zahrnuje cystein:
Lys 13, Ser 82, Lys 106, Lys 110; a
ii) nativni restriktocin obsahujici C-koncové

prodlouZeni Cys 150-Gly 151.

Vyhodné analogy mitogillinu predstavuji:
i) analogy mitogillinu \ nichz kterykoliv
z nasledujicich aminokyselinovych zbytkd =zahrnuje cystein:
Lys 13, Lys 20, Lys 28, Lys 63, Lys 69, Ser 82, Lys
88, Lys 106, Lys 110 a Lys 128; a
ii) nativni mitogillin obsahujici C-koncové
prodlouZeni Cys 150-Gly 151; a
iii) nativni mitogillin obsahujici N-koncové

prodlouzeni Gly-Cys mitogillinu.
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Obzvlasté vyhodné analogy mitogillinu predstavuji:
i) " analogy mitogillinu \Y nichz kterykoliv
z nasledujicich aminokyselinovych zbytkd zahrnuje cystein:
Lys 13, Ser 82, Lys 106, Lys 110; a
ii) nativni mitogillin obsahujici C-koncové

prodlouzZeni Cys 150-Gly 151.

Vyhodné analogy alfa-sarcinu predstavuji:
i) analogy alfa-sarcinu v nichz kterykoliv
z nasledujicich aminokyselinovych zbytkd =zahrnuje cystein:
Lys 14, Lys 21, 'Lys 29, Lys 61, Lys 64, Lys 70, Ser 83, Lys
89, Lys 107, Lys 111 a Lys 129; a
ii) nativni alfa-sarcin obsahujici C-koncové
prodlouZeni Cys 151-Gly 152; a
iii) nativni alfa-sarcin obsahujici - N-koncové

prodlouZeni Gly-Cys alfa-sarcinu.

Obzvlasté vyhodné analogy alfa-sarcinu predstavuji:
i) analogy alfa-sarcinu v nichz kterykoliv
2 nasledujicich aminokyselinovych =zbytkd zahrnuje cystein:
Lys .14, Ser 83, Lys 107, Lys 111; a
ii) nativni mitogillin obsahujici C-koncové
prodlouzeni Cys 151-Gly 152.

Y/ jiného hlediska predkladany vynalez poskytuje
konjugat obsahujici sloiku kovalentné vazanou k prateinovému
analogu jak je uvedeno vySe. S vyhodou je konjugatem
imunotoxin a Zzejména imunotoxin selektivni k  tumorim.
S vyhodou m& konjugdt WU¢innost méFenou prostrednictvim in
vitro stanoveni cytotoxicity popsaného v sekci 9.1, jako
10E-7M nebo méné, jesté lépe konjugat ma Uc¢innost 10E-8M nebo

méné a nejlépe ma konjugit Gcinnost 10E-9M nebo méné.



Z jiného hlediska predkladany vyndlez poskytuje
sekvenci polynukleotidd schopnou kodovat bilkovinny analog
jak je popsdno vyse. Vyraz ‘'schopny kodovat" odpovida
degeneraci genetického kodu, kde nékteré aminokyseliny jsoﬁ

kodovany vice neZ jednim tripletem nukleotidd ¢i kodonem.

YA jiného hlediska predkladany vynalez poskytuje
replikativni klonovaci vektor skladajici se
z polynukleotidové sekvence popsané vyse jako je napriklad

plasmid.

Z jiného hlediska predkladany vynalez popisuje
replikativni expresni - vektor tvoreny vyse popsanou

polynukleotidovou sekvenci jako je napriklad plasmid.

2 jiného hlediska predkléadany vynadlez poskytuje
rekombinantni hostitelské bunky transformované, jak je vyse
popsédno, replikativnim expresnim vektorem. Hostitelské bunky
mohou byt burikami prokaryotnimi nebo eukaryotnimi, jako jsou

napriklad bunky bakteridlni, kvasniéné nebo savci.

2 Jjiného hlediska predkladany vynalez popisuje metodu
pro produkci bilkovinného analogu, kterd zahrnuje kultivaci
vyse popsanych rekombinantnich hostitelskych bunék.
Rekombinantni restriktocin exprimovany v E.coli muZe byt
produkovan bud v rozpustné formé (zvlasté po uprave
expresniho konstruktu a rustovych podminek), nebo v
nerozpustnych inklusnich ¢asticich. Exprese eukaryotickych
polypeptidd v E.coli Jje zndma 2z literatury a byla popséana
Martsonem F.A.O.' v Biochem.J. 1986, 240, s.1-12 a v Methods
in Enzymology 185, Academic Press 1990. Purifikace bilkovin

akumulujicich se v rozpustné formé muZe byt provedena po
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bunééné 1lysy (po sonikaci nebo homogenisaci za vysokého

tlaku), odstredéni, ionexovou chromatografii, gelovou
chromatografii, srdzenim pomoci siranu amonného,
chromatografii vyuzivajici triazinova barviva, a to i ruznou

kombinaci teéchto metod. Renaturace a purifikace nerozpustného
restriktoéinu miZze byt po bunééné lysy (po sonikaci nebo
homogenizaci za vysokého tlaku) a odstredéni provedena
promyvanim frakci pelet pufrem nebo mirnym chaotropnim
¢inidlem, solubilisaci v chaotropnich ¢&inidlech (napf. 6M
guanidin.HCl, 8M mocovina, detergenty bez nebo s redukujicimi
latkami), za ‘niz nasleduje kontrolované odstranéni
chaotropniho ¢&inidla (zfedénim nebo dialysou) a vytvorenim
disulfidovych vazeb oxidaénimi reakcemi (napf. s pouzitim
rozpusténého vzduchu, glutathionovych redoxnich pufri atd.)
Vysledny solubilisovany renaturovany restriktocin mize byt

dale purifikovan.

Alternativné mlZe byt restriktocin exprimovan vhodnym
kvasnic¢nym systémem s vyludovanim dohotovené bilkoviny do
kultiva¢niho media za pouZiti jiZ znamych postupl (Methods in
Enzymology 194, Academic Press 1991 a Methods in Yeast
genetics od Rose, M. Winston, F. a Hieter, P., Cold Spring
Harbour Press 1990). Expressni systém miZe zahrnovat sekreéni
sekvence z kvasinek nebo sekreéni sekvence z Aspergilu, jako
napriklad restriktocinovou presekvenci k podpore vylucovani
aktivni bilkoviny do media efektivnim zpusobem. Purifikace
z kvasniénych  supernatantua lze  dosahnout za pouziti
standardnich metod.

Podle 3jiného hlediska predkladany vynalez poskytuje
farmaceutickou komposici obsahujici bilkovinny analog

kovalentné vazany k partnerské molekule jako aktivni slozka
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ve spojeni s farmaceutickym excipientem nebo prenasecem.
S vyhodou komposice obsahuje u¢inné mnoZstvi reéené aktivni

slozZky.

Podle jiného hlediska predkladany vyndlez poskytuje
farmaceutickou komposici obsahujici vysSepopsany konjugat jako
aktivni sloZzku ve spojeni s farmaceutickym excipientem nabo
prenase¢em. S vyhodou je konjugdtem imunotoxin a zejména
imunotoxin selektivni va¢i tumorum. S vyhodou komposice

obsahuje uc¢inné mnoZstvi recené aktivni slozky.

Farmaceutickeé komposice, ktere jsou predmétem
predklddaného vyndlezu mohou mit celou $kdalu davkovacich
forem. Obecné receno farmaceutické komposice, které Jsou
predmétem predkladaného vynalezu mohou byt davkovany
nitrosvalové, s vyhodou nitrozilné. 2vlastni nitrosvalova
farmaceuticka Kkomposice je takovd, kterd je pripravena ve
formé jednotkové davky vhodné pro injekéni aplikaci. Takze
zejména vhodnymi komposicemi jsou roztoky, emulse &i suspense
imunokonjugdtu nebo bilkovinného analoga vdzaného ke druhé
slozce ve shodé s farmaceuticky prijatelnym nosnym mediem &i
fedici latkou. Vhodné prenasecCe nebo redici. latky zahrnuji
vodnd nosnd media, napriklad vodu &i fysiologicky roztok,
a nevodna media, napriklad fixované oleje ¢i liposomy.
Komposice miZe zahrnovat ¢inidla zvysujici stabilitu.
Napriklad muZe komposice obsahovat pufr. Koncentrace aktivni
sloZky se méni, ale obecné byva aktivni sloika formulovana

v koncentracich kolem 1 aZ 10 mg/kg.

Podle jiného aspektu predklddaného vynalezu je zde
poskytovana metoda oSetreni tumoru nebo tumoriu, které se

sklada z potrebného oSetreni clovéka nebo zvirete
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farmaceuticky aktivnim mnoistvim Kkonjugatu popsaného vyse.
S vyhodou je tinmto konjugatem imunotoxin, a zejména

imunotoxin selektivni vac¢i tumorum.

Podle jiného aspektu predkladaného vyndlezu Je zde
poskytovan konjugat, jak je popsano vysSe, urceny k vyuziti
jako aktivni terapeuticka substance. S vyhodou Jje timto
konjugdtem imunotoxin, a zejména imunotoxin selektivni vuci

tumorum.

Podle jiného aspektu predkladaného vynalezu Jje zde
poskytovadn vyuziti bilkovinného analogu k priprave konjugatu

jakym je napriklad imunotoxin.

Podle jiného aspektu predkladaneého vynalezu je zde
poskytovdn metoda pripravy konjugdtu, kterdito metoda sestava
z vazby bilkovinného analogu ke druhé sloZce jak je popsédno

vyse.

Vynalez bude nyni ilustrovdn , ale nikoliv omezovan

odkazem na nasledujici priklady.
PRIKLAD 1 - Struktura bilkovinného analogu.

Struktury restriktocinu, mitogillinu a alfa-sarcinu
byly srovnavany, Lamy, B. a Davies, J. Vv Nucleic Acid
Research, 1991, 19, 1001-1006. restriktocin Jje bilkovina

o 149 aminokyselinach produkovand organismem Aspergillus

restriktus. Obsahuje 4 cysteinové zbytky o nichz se
predpoklada, Ze vytvari dvé disulfidové vazby. Mitogillin je
identicky s restriktocinem s vyjimkou polohy 52 kde je serin

restriktocinu zaménén asparaginem v mitogillinu. Restriktocin
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a alfa-sarcin jsou z 86% homologni ve své sekvenci
aminokyselin. Diky extrémné selektivnimu uéinku této tridy

bilkovin byla jejich struktura vysoce konservovana.

Bilkovinné analogy predkldadaného vyndlezu zahrnuji
restriktocin a mitogillin v nichZ 3je na C-konci pridano
prodlouzeni o Cys 150-Gly 151 a alfa-sarcin v némZ je pridano
na C-konci prodlouzeni Cys 151-Gly 152. Bilkovinné analogy
predkladaného vynalezu zahrnuji restriktocin a mitogillin
Vv nichz je Lys 13 ‘zaménén za cystein a alfa-sarcin v némz je

Lys 14 zaménén za cystein.

Bilkovinné analogy predkladaného vynalezu zahrnuji
restriktocin a mitogillin Vv nichZ je Lys 106 zaménén za

cystein a alfa-sarcin v némZ je Lys 107 zaménén za cystein.

Bilkovinné analogy predkladaného vyndlezu zahrnuji
restriktocin a mitogillin v nichz je Lys 110 zaménén za

cystein a alfa-sarcin, v némZ je Lys 111 zaménén za cystein.

Bilkovinné analogy predkladaného vynalezu zahrnuji
restriktocin a mitogillin v nichZ je Ser 82 zaménén za

cystein a alfa-sarcin v némZ je Ser 83 zaménén za cystein.

Oblasti bilkovin, které Jjsou nevhodné pro pripravu
analogu tohoto vyndlezu jsou popsany niZe. Smycka tvorena
zbytky 34-43 je velmi blizko aktivniho mista restriktocinu a
tudiz zména Lys 42 na cystein by mohla vést ke vzniku
bilkoviny s podobnou aktivitou. Podobné zavéry jsou platné

pro odpovidajici zbytky v alfa-sarcinu.
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Dale zména pripadnych katalytickych zbytk( His 136 a Glu
95 v restriktocinu miZe vést ke vzniku neaktivni bilkoviny.
Nahrada cysteinovymi zbytky priléhajicimi k 3jiz existujicim
v molekule zbytkim cysteinu by mohla vést ke vzniku
nespravnych disulfidovych muistka, které opét mohou zpusobit
vznik neaktivni molekuldrni struktury. Podobné zavéry jsou

platné pro odpovidajici zbytky v alfa-sarcinu.

Substituce zbytkld, kterd mbzZe byt dllezitd k udrieni
celkoveé strukturni konformace (véetné vyse popsanych mist
priléhajicich k ‘cysteinu) by mohla vést ke vzniku neaktivni
bilkoviny, a to vzhledem k deformaci oblasti aktivniho mista
nebo vétsich konformac¢nich nebo strukturdlnich zmén, které
brani vytvoreni aktivni struktury. Takové zbytky v pfripadé
restriktocinu by mohly zahrnovat residua prolinu (napr. Pro
97, Pro 100, Pro 112, Pro 118, Pro 126 atd.) nebo residua ve
strukture alfa helixu molekuly (zbytky 15-28). Podobné zavéry
Jsou platné pro odpovidajici zbytky v alfa-sarcinu.

Priklad 2 - pPriprava genl kodujicich analogy restriktocinu

Vsechny metodologické postupy, neni-li uvedeno jinak/
predstavuji standardni techniky pouZivané v molekuldrni
biologii popsané v publikaci Maniatis, T. a kol. (1989).
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring harbour
Press, New York.

2.1 Klonovani sekvence kodujici restriktocin z mikroorganismu

Aspergillus restrictus,

Aspergillus restrictus byl ziskdn ze sbirky American
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Type Culture Collection (ATCC 34475). Spory plisné byly
pouzity k inokulaci media, které obsahovalo 2% w/v sojové
mouc¢ky, 2% w/v kukuriéné moucky, 1% w/v kukuriéného vyluhu,
0,5% uhlic¢itan vapenaty, 1% pepton a 0,5% odpénovace
obsahujiciho oktadekanol v Zivo¢isném oleji. 50 ml kultury
byly kultivovdny v 250'ml konickych bankich za trepani pri
30°C po dobu 48 hodin.

Genomova DNA byla isolovdna z Aspergillus restrictus,

jak je nize popsano. Obsah deviti trfepanych banék jak uvedeno
vySe byl zfiltrovén pfes filtr s velikosti pdérl 2 mikrometry.
Z materidlu zadrzeného na filtru byly pomoci 1lzicky preneseny
davky o priblizném objemu asi 5 centimetru krychlovych do
tekutého dusiku a homogenizovany (deseti pulsy o 15
sekundach) v homogenizdtoru Waring pfi nastaveni na "vysoké"
otacky. Homogenizovany materidl byl prenesen do kadinky
a zbyly tekuty dusik ponechdn volné odparit. K této smési
bylo priddano 150 ml 0,3M octanu sodného, 15 ml 20% w/v
dodecylsulfatu sodného a 15 ml smési fenol/chloroform
(pripravené podle: . Maniatis a kol., Molecular CcCloning;
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press pp.
458-459, 1982). Smés byla michidna po dobu 5 minut. Ziskana
emulse byla odstredéna pri 20000 g po 5 minut. DNA byla
srazena z vodné faze pridavkem etanolu (450 ml) a odstredénim
pri 20 000g po dobu 5 minut. Pelet byl promyt 70% etanolem
v/v, vysusen ve vakuu a resuspendovdn v TE~pufru pH8,0 (2 ml,
pripraveny dle Maniatis a kol., Molecular Cloning;
A Laborétory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press p.
448, 1982) s obsahem ribdhukleasy A (25 ul s obsahem 100
mikrogrami na ml v TE jak uvedeno vyse, zahratém na 100°C na
5 minut). Pufr TE obsahuje 10 mM Tris~HCl, 1 mM EDTA pri pH
8. Vysledny roztok byl inkubovén pri 37°C po 150 minut, potom
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byla priddna voda (7ml) a 3,0M octan sodny (1ml). DNA byla
srazena pridavkem etanolu (30 ml) a odstredéna pri 12 000g
jednu minutu. Pelet byl resuspendovan Vv 0,3M octanu sodném
(10 ml) a extrahovan smési fenol/chloroform (5ml, jak uvedeno
vySe). Vyslednd emulse byla odstredéna pri 12 000g po 5
minut. DNA byla sraZena 2z vodné faze pridavkem etanolu
(30ml) a odstrfedénim pri 12 000g po dobu 1 minuty. Pelet byl
promyt 70% v/v etanolen (40ml), vysusen ve vakuu

a resuspendovan v pufru TE pH8,0 (fml, pripraveny jak uvedeno

vyse). Tento roztok genomové DNA Aspergillus restrictus byl

skladovan pri -20°c.

Cast DNA pripravend vySepopsanym postupem, obsahujici
kédujici sekvence pro hotovy restriktocin byla zmnoZena za
pouziti reteézové polymerasové reakce (PCR), jak je popsano v:
Kleppe a kol., J. Mol. Biol., 56, 341-361, (1971), a Saiki
a kol., Science, 239, 487-491, (1988). Retézovad polymerasova
reakce (PCR) byla provadéna za pouziti termostabilni DNA
polymerasy 2z bakterie Thermus agquaticus popsané v: Chien
a kol., Biochemistry, 27, 1550-1557, (1976).

Oligodeoxyribonukleotidové (ddle jen jako oligonukleotidové)

primery byly navrieny pro polymerasovou retézovou reakci
podle moznych kodujicich sekvenci DNA restriktocinu. Toto
bylo uc¢inéno s pomoci primarni (sekvence aminokyselin)
struktury restriktocinu, popsané LOpez-Otinem a kol., (Eur.
J. Biochem. 143, p621-634). Nukleotidové sekvence
oligonukleotidovych primera byly variabilni ve spocifickych
polohdach za wucelem umoZnéni degenerace genetického kodu.
Zvlastni vlastnosti byly zavedeny do sekvenci
oligonukleotidovych primerd, avsak tak; Ze ne uplné vsechny
kodony pro danou aminokyselinu byly pritomny. Ucelem bylo

maximalisovatAvaZiti kodonu pro ty kodony, které se nalézaji
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ve vysoce exprimovanych genech v E. coli. Predpoklada se, zZe
toto je obzvlasté dulezité na 5 konci kodujici sekvence.
Dalsi vlastnosti navrhu oligonukleotidOVého primeru (nikoliv
ihned wvyuzZitou) bylo zavedeni schopnosti primeru generovat
analogy proteinu zakodovaneho \ DNA sekvenci vazane
oligonukleotidovymi primery ' pri pouziti v retézové.
polymerasové reakci (PCR) . Dalsi vlastnosti navrhu
oligonukleotidového primeru bylo zavedenli rozpoznavaci
sekvence pro restrikéni enzym za uUcelem umoznéni klonovani
produktﬁ retézové polymerasové reakce (PCR) ziskanych pri
pouZiti polynukleotidovych primeru.

ZmnozZeni genomové DNA Aspergillus restrictus pomoci
retézoveé polymerasové reakce (PCR) bylo uskutec¢néno smichanim
1 mikrolitru roztoku s oligonukleotidovym primerem
SEQ.ID NO. 1, 116 pikomoly oligonukleotidového primeru
SEQ.ID NO. 2 a s 1,25 jednotkami DNA polymerasy z Thermus
aquaticus (Cetus “"Amplitag") ve 100 mikrolitrech roztoku,
ktery také obsahoval (v konecné koncentraci) 100 mikromolu
kazdéeho ze c¢tyr deoxynukleosidtrifosfata, 4dATP, dTTP, dCTP
a dGTP, 1,2mM chloridu horec¢natého, 10mM Tris/HCl pH 8,3,
50mM chloridu draselného a 0.01% w/v Zelatiny. Tento roztok
byl prevrstven lehkym minerdlnim olejem (Sigma) a byla s nim
provedena . termdlni cyklace. Termdlni cyklace se sklédala
z 10 cykla pri 94°c po 1 minutu, 37°C po 2 minuty a 55°C po
2 minuty, nasledovanych 20 cykly pri 94°C po 1 minutu, 60°C
po 2 minuty a 72°c po 2 minuty a z koneé¢né inkubace pri 72°c
prodlouzené na 5 minut. Po gelové elektroforese byl hlavni
produkt isolovdn s pouzitim DEAE celulosové membrany (NA4S
paper) jak je popsdno v: Maniatis a kol., (1989) Molecular
Cloning - A Laboratory Manual,Cold Spring Harbour Press, New
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York. Metoda popsand v Maniatisovi je zaloZena na vysledcich
Dretzena a kol., (1981) Anal. Biochem. 112, 295. NA45 paper

je menmbrédna DEAE celulosy dodavana firmou Schleicher

a Schull.

Vychozim zdmérem bylo klonovat produkt PCR do M13mpll
pfes mista PvuIl a Sal I, nebot oligonukleotidy SEQ. ID NO.
1 a 2 -obsahovaly tomu odpovidajici rozpoznavaci sekvence.
Sekvenovani takovych klont M13  vsak ukazalo, Ze
restriktocinovy gen jé - zkomoleny, coZz bylo pripisovano
a pozdéji potvrzeno, jako dusledek pritomnosti rozpoznavaci
sekvence Pvull uvnitrf genové sekvence restriktocinu. Proto
byla provedena druhéd reakce PCR k zavedeni jinych klonovacich
mist do produktu PCR, 5 k restriktocinovému genu. Priblizné
1 mikrolitr eludtu byl reamplifikovdn, 3jak je uvedeno
vySe, se 100 pikomoly kazdého z oligonukleotidovych primera
SEQ.ID NO. 3 a 4. Termdlni cyklace se skladala =z 5 cyklu
provadénych pri 94°c¢ po dobu 1 minuty, 37°Cc po 2 minuty
a 55°C po dobu 2 minut, nasledovanych 25 cykly pri 94°C po
dobu 1 minuty, 60°C po dobu 2 minut a 72°C po dobu 2 minut
a z konedné inkubace pri 72°C prodlouzené na 5 minut. Hlavni
produkt byl isolovan po elektroforese v agarosovém gelu

pomoci membrany NA45 paper jak je popsano vyse.

Purifikovany produkt PCR byl Stépen BamHI a Sall
a ligovan do M13mpll Stépeného pomoci Sall a BamHI za pouziti
T4 DNA ligasy. Liga¢ni smési byly pouzity k transfekci E;'
coli, kmen TG1. TG1 byl poskytnut
s "Oligonucleotide-Directed In-Vitro Mutagenesis System
Version 2" doddvany firmou Amersham (kéd RPN-1523) a byl
vhodny pro postup rizené mutagenese jak je popsadno nize,

avsak jiné hostitelské kmeny M13 které Jjsou nositeli
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F—pilusu mohou byt také pouzity, jako napriklad JM101l (ATCC

No. 33876). Kmen TG1 ma publikovany genotyp K12,
delta(lac-pro), supk,thi,hsdDS5/F traD36, proA+B+,lach, lacz
delta M15 (Gibson 1984, Ph.D. thesis, University of

Cambridge, U.K.) a TGl je volné dostupny napriklad z E. coli
Genetic Stock Centre, Yale University, USA. restriktocinové
sekvence byly kontrolovany s pouZitim pristupu s terminaci
dideoxy retézce, jako je napriklad pouzZiti sekvenacniho kitu
"Sequenase version 2" dodavaného firmou United States
Biochemicals. Nejprve ‘byly pouzity sekvenc¢ni primery M13
a M13 reverse (SEQ. ID NO. 5 a 6). Nejdfive byly pouzity
primer M13 a M13 reversni sekvenac¢ni primer (SEQ. ID ¢&.5
a 6). Sekvence restriktocinu byla dokoncena za pouzZiti
sekvenaénich primertd s SEQ ID NOS. 7,8 a 9. Zavérem byla
ziskdna sekvence (SEQ. ID. NO. 10) kodujici hotovy "divoky"
typ restriktocinu. Lemovaci sekvence azZ ke klonovacim mistim

BamHI a Sall mély nadsledujici usporadani:
Na 5 konci sekvence kodujici restriktocin:

5 - GGATCCTGCA GCT ACT TGG ACT ...c.evvvenenn
Ala Thr Trp Thr

Na 3 konci sekvence kodujici restriktocin:

........... CTG TGT AGC CAC TAA TAA TAG TCGAC-3
Leu Cys Ser His End End End

Klon Ml3-restriktocin byl dale sStepen restrikénimi
endonukleasami Sall a HindIII, aby nasledujici subklonovéani
bylo jednodussi. Maly (pfiblizné 0,6Kb) " fragment
SalI-HindIII pochdzejici z pBR322 byl ddle klonovén do patere
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Ml3-restriktocinového klonu. To mélo za nasledek ztrdatu PstI
rozpozndvaciho mista priléhajiciho k mistu Sall leZiciho na

3 konci restriktocinového genu. -

Ziskand sekvence koédujici restriktocin byla shodna
s publikovanou aminokyselinovou sekvenci hotového
restriktocinu kromé posice 115. Publikovana aminokyselinova
sekvence obsahovala asparaginovy zbytek v posici 115
(Lopez-0tin a kol. (1984), 143, s.621-634), avsak nase
sekvenované PCR produkty naznaCovaly Vv pozici 115 pritomnost
zbytku kyseliny aspartové (GAC). Zverejnéni genomové sekvence
restriktocinu (Lamy,B. a Davies, J. (1991) Nucleic acids Res.
19 (5), s.1001-1006) podporilo na$i domnénku o tom, zZe
puvodné publikovand aminokyselinovd sekvence byla nespravna.
TudiZz nase sekvence kédujici restriktocin (sekvence 1ID
no.10) koduje tuté:z bilkovinu, kterda byla predpovézena
z genomové sekvence pro hotovy restriktocin. Mélo by byt vsak
zdiraznéno, Ze nukleotidovd sekvence byla odli$nd na 5
(a 3 ) koncich vzhledem k pouziti metody PCR pro klonovani

genu.
2.2. Vznik sekvencil kodujicich analogy restriktocinu

Divodem klonovéni sekvence kodujici restriktocin do
vektoru M13 byla snaha umoZnit ~rizenou mutagenezi a tim
vytvaret analogy s pozadovanymi vlastnostmi. Mutageneze byla
provadéna za pomoci soupravy Oligonucleotide-Directed 1In
Vitro Mutagenesis System Version 2 dodadvané firmou Amersham
(kod RPN-1523). Tato souprava vyuzivd metody popsané Sayersem
a kol. (1988) Nucleic Acids Res:, 16, s. 791-802).
5 fosforylovany mutagenni oligonukleotid (viz dale) byl
pripojen k jednovldknovému templdatu (M13 restriktocinovy
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plasmid popsany vysSe) a rozsifen Klenowovou polymerasou
v pritomnosti T4 DNA ligasy za vzniku mutantniho
heteroduplexu. Selektivni odstranéni nezmutovaného vlakna
bylo umoZnéno inkorporaci thionukleotidu do zmutovaného
vlakna béhem vyse popsané syntézy provadéné in vitro. Stépeni
restrikéni endonukleasou (NciI), kterd neni schopna stépit
fosforothiocat DNA, vede ke vzniku zlomu pouze u vlakna
templatu. Zlom pfedstavuje'misto pro exonukleasu III, ktera
byla pouZita pro Stépeni a odstranéni nezmutovaného
(neobsahujiciho fosforothioat) vlakna ‘sekvence restriktocinu.
Zmutované  vlakno bylo dale vyuzito jako  templat
kX rekonstrukci dvouvldknoveé uzavrene kruhové molekuly
pusobenim DNA polymerasy I a T4 DNA ligasy, kdy doélo'
k vytvoreni homoduplexni molekuly. Sekvence pro analogy
restriktocinu TR3 /TR4 /TR5 /TR6 /TR1l, obsahujici substituci
Cys82 misto Ser82/ Cys 106 misto Lys 106/ Cysl3 misto Lysl1l3/
a C-koncové rozsifeni Cysl50-Glyl51/ substituci Cys 110 misto
Lys 110, vznikla za pouziti 5 fosforylovanych mutagennich
oligonukleotidu s SEQ ID NO.13: CCGAAGCACT GCCAGAACGG C / SEQ

ID NO.14: CACGACTATT GCTTTGACTC G / SEQ. ID. NO. 15:
CTGAATCCCT GCACAAACAA A / SEQ.ID NO. 16: CTGTGTAGCC
ACTGCGGTTA ATAATAGTCG / SEQ ID NO. 41: TTT GACTCGT GCAAACCCAA
G.

Priklad 3 - Exprese restriktocinu a analogu
3.1. Vznik expresniho vektoru pro restriktocin

Vytvareni expresniho vektoru pro restriktocin, ktery
obsahoval promotor lambda PL bylo =zapocdato s prekursorovymi

plasmidy pICI0074 a pICI1079. Vektor pICI1079 byl podle

Budapestské dohody ulozen ve sbirce National Collections of
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Industrial and Marine Bacteria Limited (NCIMB), 23 St.Machar
Drive, v Aberdeenu, AB2 1RY, Skotskp, U K. (NCIMB No. 4037),

datum uloZeni 19. uUnora 1991{?0 Prdgﬁﬂé;qvg§€§¥gug&é?66§%%ziﬁ2)
a pICI1079 jsou popsany Vv European Patent Publication No
459630A2 publikované 4. prosince 1991.

PICI0074 a pICI1079 byly Stépeny enzymy EcoRI a SacI.
Potom byly fragmenty podrobeny 1ligaci a ligac¢ni reakcéni smés
byla pouzZita pro transformaci bunék E.coli. Restrikénim
mapovanim byl proveden vybér pomoci néjZz byl identifikovan
rekombinantni plasmid v némZz lambdaPL/CI857 represorovy
fragment =z ‘pICI1079 byl insertovan do patere fragmentu
pICIO074, Kterd obsahuje tetracyklinové geny, cer stabilitni
funkeci, mnohacetna restrikéni klonovaci mista a T4
transkripéni terminator. Spojovaci sekvence obsahujici
sekvenci mista pro vazbu ribosomu byla klonovdna mezi Sacl a
KpnI mista (tzn. do polylinkeru) vyse vzniklého
intermediarniho vektoru. Spojka pro vznik expresniho vektoru
pICI 0122 (lambdaPL-RBS7) byla vytvorena hybridizaci
5 fosforylovanych oligonukleotidd, SEQ. ID. NOS. 11 a 12:

CAATCTAGAG GGTATTAATA ATGTTCCCAT TGGATGA TTAAATGGTA C
TCGA GTTAGATCTC CCATAATTAT TACAAGGGTA ACCTCCTACT AATTTAC

Restriktocin kodujici sekvence SEQ.- ID. No. 10 a
analogy‘ restriktocinu popsané vySe byly subklonovany =z
restriktocinovych klonu M13 do lambdaPL~-RBS7 pomoci
subklonovaci strategie nyni popsané v detailu tak, aby byly
vytvofeny expresni vektory pro restriktocin. Vektor kodujici
divoky typ restriktocinu byl nazvan pICI 1453
(lambdaPL-RBS7-RES), vektor kodujici analogy se substituci
Cys82 misto Ser82 byl nazvdan pICI 1485, vektor kodujici
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analogy se substituci Cysl106 misto Lysl06 byl nazvan pICI
1486, vektor kodujici analogy se substituci Cysl3 misto
Lysl3 byl nazvan pICI 1487, vektor kodujici C-koncové
prodlouzeni Cysl150-Glyl51 nazvan pICI 1488 a vektor kodujici
analogy se substituci Cysl110 misto Lysl110 byl nazvan pICI
1472.

Nejprve byl pICI 0122 Stepen pomoci Kpnl a na previsu
byl vytvoren tupy konec prostrednictvim T4 DNA' polymerasy.
Potom byl dale Stépen pomoci XhoI (podobné Jjako KpnI,
umistény v polylinkeru), jesté 'pfed pusobenim alkalické
fosfatasy z teleciho streva, aby se zabranilo zpétné ligaci
fragmenti. Restriktocinové klony M13 obsahujici bud divoky
typ restriktocinu nebo restriktocinové analogy byly Stépeny
pomoci Pstl a potom byly na previsech vytvoreny tupé konce
pomoci T4 DNA polymerasy. étépéni pomoci Sall uvolnilo
sekvenci kédujici restriktocin. Poté byla provedena ligacni
reakce pro inserci restriktocinového fragmentu do patere pICI
0122. Na 5 konci restriktocinové sekvence je ligace s tupym -
koncem, av$ak previs po Sall na 3 koncli je kompatibilni
s oblasti XhoI. Reakce mezi PstI/tupé zakoncenim poskytuje na
5 konci vétsinu basi restriktocinového fragmentu jako prvou
basi prvého kodonu sekvence kodujici restriktocin. Reakce
mezi KpnI/tupé zakonceni poskytuje na 3 konci patere
expresniho vektoru triplet ATG, coZ byl iniciaéni kodon
odpovidajici sekvenci RBS primo proti sméru exprese. Timto
ligace poskytly spojeni sekvenci kodujicich restriktocin ve

¢tecim ramci s translacé¢nim iniciaénim kodonem.
3.2 Studium exprese.

Nejprve, po charakterisaci, byl pICI1453
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(lambaPL-RBS7-RES) transformovan do E. coli MSD 462. 75 ml
media M9 doplnéného 0,02% kyselého hydrolysatu kaseinu (Oxoid
L41) a 15ug/ml tetracyklinu bylo inokulovano jednotlivou
kolonii 2z cerstvé misky a kultivovano pres noc pri jemném
trepani. Medium M9 obsahuje 6g/)1l hydrogenorthofosforecnanu
dvojsodného, 3g/1 dihydrogenorthofosfore¢nanu draselného,
0,5g/1 chloridu sodného, 1,09/l chloridu amonného, 1lmM siranu
hofe¢natého, 0,1mM chloridu vapenatého, 2g/1 glukosy a 4ug/ml
thiaminu. Bylo méreno ODgg, a kultura =zredéna timtéz mediem
na  vysledny objem 75 ml o ODggy=0,1. Tato kultura byla
péstovana pri 37°C pri jemném tfepani dokud ODggy=0,4-0,6
(priblizné 3-4 hodiny).Teplota inkubdtoru byla poté zvysena
na 42°C a rust pokracdoval dalsi 3 hodiny, aby doslo k indukci
exprese restriktocinu. SDS~PAGE gely lysatu celych bunék vsak
nevykdazaly Zadnou expresi restriktocinu. Nasledné byla
pouzita metoda ‘“pulse chase labeling" s vyuzZitim 35-S
methioninu k prikazu toho, ze akumulaci restriktocinu
drasticky omezujé jeho kratky polocas. Tento problém
nestability mizZeme prekonat pouzZitim kmene MSD460
s deficienci proteasy. RuUst a indukéni protokol jsou stejné
jako u MSD462, s tim rozdilem, Ze medium M9 je'déle doplnéno
45mg/1 methioninu. MSD460(pICI1453) poskytuje ‘akunmulaci
restriktocinu na urovni 5-10% celkové bunécéné bilkoviny
a podobné akumulace analogul restriktocinu Jjsou ziskany
s expresnimi vektory analogli restriktocinu pICI 1485, pICI
1486, pICI 1487, pICI 1488 a pICI 1472.

Mohou byt pouzity jiné promotorové systémy zaloZené na
standardnich postupech.
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3.4. Odvozeni MSD460 (hostitelsky kmen pro expresi

restriktocinu).

Allela 1lon byla =zavedena do MSD 101 (E. coli W3110)
pomoci transdukce Pl z SG20252 (Trislar a Gottesman (1984) J.

Bacteriol. 160, 184-191) a selekce na tetracyklinovou
resistenci, nasledované vyberem podle citlivosti
kK nitrofurantoinu. 5G20252 mél transposon Tnlo

s tetracyklinovou resistenci tésné spjaty s allelou 1onl00.
Citlivost k nitrofurantoinu byla charakteristicka pro
lon-kmeny. Jeden’ z vyslednych klond byl oznac¢en MSD310.
Pritomnost transposonu v tomto kmeni byla neZadouci a derivat
postradajici tento element byl isolovan vyhledavanim
spontanné se objevcujicich klonu které ztratily resistenci
viuéi tetracyklinu. Jeden z nich, oznadeny MSD413 byl isolovan
‘a bylo prokdzano 2Ze si podrzel citlivost k nitrofurantoinu.
Tento kmen byl mukoidni, charakteristicky pro kmeny Lon~.
K eliminaci tohoto fenotypu, zpusobenému nadprodukci
kapsularnich polysacharidd fagu Mu byla pouzita mutagenese
vychdzejici z derivdtu fadgu Mu oznacdeného Mu cts dl Apr lac.
Nasledné po infekci MSD413 fagem Mu cts dlApr lac byly
selektovany Kklony resistentni vU¢i ampicilinu na miskach
L-amp a byly vyhledévény nemukoidni fenotypy. Jeden takovy
Klon oznaCeny MSD413*2 byl isolovan a bylo ovéreno, ze si
podrzel citlivost vaéi nitrofurantoinu. Mutace v tomto kmeni,
kterd potlacuje nadprodukci kapsuldrniho polysacharidu, byla
nazvana som-6. Pritomnost Mu cts dl Apr lac v tomto kmeni
neni zadouci. Derivat, ktery =ztratil defektni fag, ale
podrZel si som-6, byl isolovdn konvenénim tepelnym oSetrFenim
a vybérem na ztrdtu resistence vuéi ampicilinu. Jeden takovy
klon, u kterého bylo prokdzano zachovani som-6, a ktery byl

citlivy k nitrofurantoinu, byl oznacen MSD460.
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Pri rozsahlejsi charakterisaci bylo shledano, Ze MSD460
vyzaduje k rustu methionin, avs$ak nikolov histidin (&ili je
Met”) a neni schopny ristu, pokud je jedinym zdrojem uhliku
arabinosa, aviak zachoval .si schopnost rGstu na glycerolu.
Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni téchto udaju je, Ze MSD460 je
nositelem delece sahajici pres metG a araFG Vv "minute 45"
genetické mapy E. coli, ktera vsak nezasahuje pres operon his

vV "minute 44" a pres operon glp v "minute 48,5".

MSD460 byl deponovan podle BudapesStské dohody u
National Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited
(NCIMB), 23 St Machar Drive, Aberdeen AB2 1RY, Scotland,
United Kingdom. Je dostupny pod accession number NCIMB 40469
a datum ulozZeni je 9. ledna 1992.

PRIKLAD 4 - Tvorba a exprese analogl alfa-sarcinu.

4.1 Tvorba syntetického genu kodujiciho alfa-sarcin.

Konstrukce syntetického genu pro alfa-sarcin a jeho

exprese v E. coli jiZ byla popsana (Henze a kol., (1990) Eur.
J. Biochem., 192, pl27-131). Avsak po Uspésné intracelularni

expresi restriktocinu se nejevi jako nutné sledovat
publikovanou strategii pouzZivajici sekre¢ni vektory k
prekonani potencidlnich problémd s toxicitou.

Synteticky gen pro alfa-sarcin (kodujici sekvence) je
konstruovdn stejnym zplsobem jako ten ©popsany v Henzeho
publikaci, s tim rozdilem, Ze oligonukleotidové pary pouzité
ke konstrukci 5 a 3 koncu genu jsou rozdilné a par bazi v
jednom 2z vnitfnich oligonukleotidovych para je odlisny. Dalsi
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navod stran synthesy synthetickych genu je dostupny v
Edwards, M. (1987) International Biotechnology Lab 5(3),
19-25.

Oligonukleotidové pdry pouzité ke konstrukci 5 konce
genu jsou oznaceny SEQ ID No. 26 a 27 (nahrazuji
oligonukleotidy 1 a 2 v publikaci) Tento ollgonukleotldovy

par dava vzniknout previsu PstI za kodujici sekvenci.

Oligonukleotidové pary pouzité ke konstrukci 3 konce
genu jsou oznaceny SEQ ID No. 28 a 29 (nahrazuji
oligonukleotidy 18 a 19 v publikaci). Tento oligonukleotidovy
par dava vzniknout previsu Bam HI a zavadi stépici misto pro
Sall uvnitf tohoto previsu po sméru exprese genu od stop

kodonu alfa-sarcinu.

Oligonukleotidy oznac¢ené v publikaci jako ¢islo 6 a 7
jsou nahrazeny SEQ ID No. 37 a 38. Toto odstranuje sStépici

misto BamHI, avSak neméni sekvenci kodujici aminokyseliny.

Sestaveny gen je poté klonovan do PstI a BamHI mist
M13mpl0 prostrednictvim vysSe zminénych previst PstI a BamHI.

4.2 Priprava sekvence kodujici analog alfa-sarcinu.

Analogy alfa-sarcinu jsou pripravovany =za pouziti
stejné usmérnéné mutagenese na M13 jak je popsano v pripadé
restriktocinu. Analogy zde popsané a mutantni oligonukleotidy
fosforylované v poloze 5 , pouzité Kk jejich pfipravé jsou

oznaceny nasledujicim zplsoben:
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Lys 14 na Cys 14: seq ID no. 35

Ser 82 na Cys 82: seq ID no. 31

Lys 107 na Cys 107: seq iD no. 34

C-koncové prodlouzZeni o Cys 151 fGly 152: seq ID no. 36
Lys 111 na Cys 111l: seq ID no. 42

4.3 Konstrukce expresniho vektoru alfa-sarcinu a exprese

Naslednée po mutagenese a charakterisaci je
alfa-sarcinovy analog klonovan do expresniho vektoru,
pICIO122 (LambdaPL-RBS7) 3jak Jje popsano pro restriktocin
a jeho analogy. V souhrnu, klon M13 - alfa-sarcinovy analog
je Stépen pomoci PstI, tupé konce jsou vytvoreny pomoci T4
DNA polymerasy, a potom je Stépen Sall. pICIO122 'je Stépen
pomoci KpnI, tupé Kkonce jsou vytvoreny pomoci T4 DNA
polymerasy, a potom je Stépen XhoI. Poté je provedena ligacéni
reakce na zavedenil sekvence kodujici alfa-sarcin .do
otevieného vektorového polylinkeru. Vysledkem tohoto je, Ze
ATG iniciac¢ni kodon ve vektoru je pripojen tupym koncem a ma

shodny c¢tecl rémec jako prvni kodon alfa-sarcinu.

Expresni vektor alfa-sarcinu je potom zaveden do kmene
MSD460, deficientniho na proteasu, a je provedena indukce

exprese, jak je popsano vySe, pro restriktocin a analogy.
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PRIKLAD 5 - RiGst E. coli ve fermentorech a exprese

restriktocinu a analogu restriktocinu

Kmen E. coli MSD460 byl transformovan plasmidem pICI
1453 a vysledny rekombinant byl purifikovan a uchovavan
v glycerolu pri -80°C. Byl odebran alikvotni dil kultury
a rozcarkovan na agarove misky's L-tetracyklinem aby byly
oddéleny jednotlivé kolonie po kultivaci pres noc pri 37°c.
Jednotliva kolonie MSD460 pICI1453 byla odebrana
a resuspendovana v 10 ml L-tetracyklinové pidy a 100 ul bylo
neprodlené inokulovano do kazde z deseti 250 ml
Erlenmeyerovych banék s obsahem 75 ml tetracyklinové pldy. Po
Sestndctihodinové kultivaci pri 37°C na reciproké trepadce
byl'obsah banék shromazdén a pouzit na inokulaci fermentoru

s obsahem media popsaného nize.

Fermentace probihala pri teploté 37°C a 'pH bylo
automatickymi pridavky roztoku 6M hydroxidu sodného udrZovano
na hodnoté 6,7. Hodnota parcialniho tlaku rozpusténého
kysliku (dOT) byla nastavena na uroven 50% saturace vzduchem
2 byla automaticky regulovdana nastavenim rychlosti michani.
Prutok vzduchu, ktery byl zpoéétku 20 1l/min (odpovidajiéi 1
VVM) byl zvySen na hodnotu 2,5 VVM, kdyZ rychlost otaceni
michadla dosdhla pribliZné 80-90% svého maxima. 4,5 hodiny po
provedeni inokulace bylo do fermentoru zapocato davkovani
roztoku kvasniéného extraktu rychlosti 1,7g/1/h 4,S hodiny po
inokulaci, a to azZz do chvile , kdy ODg5g kultury dosahla
hodnoty 50. Pak byla rychlost széeha na hodnotu 3,4g9/1/h.

Mezi 7-8 hodinou po provedeni inokulace, v dobé kdy
zasoba zdroje uhliku (glycerolu) béhem fermentace byla
vycerpana a vedla k rychlému vzrGstu dOT =z hodnoty 50%
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vzdusné saturace, byl do fermentoru pritokovdn glycerol
(714g/1) a siran amonny (143g/1) rychlosti, kterd snizovala
rychlost spotreby kysliku bakteriemi na hodnotu priblizné
80% maximalni rychlosti prfestupu kysliku (OTR) ve fermentoru
(za vyse 'popsanych podminek). Kultura byla indukovana
zvySenim teploty z 37°C na 429, kdy ODg5,=80. Fermentace
probihala pri teploté 42°C po dobu 5 hodin. Bakterie byly
ziskany po odstredéni \Y 11 centrifugaénich kyvetéach
v odstredivce Sorvall RC-3B (7000 x g, 4°C, 30 min.)
a bunécénd pasta byla zmrazena pri -80°C.

Podstatné tentyZz protokol byl pouzit pri ruastu E.coli
exprimujici analogy restriktocinu.

Ristové medium

g/l (deionizované vody)

dihydrogenorthofosforec¢nan draselny 3,0

hydrogenorthofosfore&nan dvojsodny 6,0
chlorid sodny : 0,5
hydrolyzat kaseinu (Oxoid L.41) 2,0
siran amonny 10,0
glycerol 35,0
kvasniény extrakt (Difco) 20,0
hepta-hydrdt siranu horec¢natého 0,5
di-hydrat chloridu vépenatého 0,03
thiamin 0,008
hepta-hydrat siranu Zeleznatého/kys.

' citronova 0,04/0,02
roztok stopovych prvka (TES) (0,5ml/1)

tetracyklih (10mg/1)
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SloZenl roztoku stopovych prvku (TES)

mg/10ml (deioniz.vody)

A1C13.6H20 ‘ 2,0
CoCl,.6H,0 9,8
KCr(SO4)2.12H20 0,2
CuCl,.2H,0 0,2
H4BO4 0,1
KI 2,0
MnSO,4.H,0 | 2,0
NiSO,4.6H,0 ' 0,09
Na,MoO,.2H,0 0,4

ZnS0,.7H,0 » 0,4

Priklad 6: Cisteéni bilkovinnych analogu

Odstredéna biomasa E.coli, ve formeé pasty, byla za
pouziti homogenizatoru (Polytron) ~resuspendovana v pufru pro
lyzi bunék (1 g vlhkych biomasy v 10 ml ©pufru). Pufr se
sklada z 50 mM Tris (hydroxymethyl) aminomethan
hydrochloridu, 2 mM ethylen di- aminotetraoctové kyseliny
(EDTA), 0,02% azidu sodného , pH 8,2. Resuspendované bunky
byly potom lyzovany pri 4°c vysokotlakou homogenizaci (4
X opakované pres Manton Galin homogenizdtor) nebo sonikaci
( 5 x 45 vterin) a ziskand suspenze lyzovanych bunék byla
odstfedéna pri 25 OOO g po dobu 20 minut.

pH supernatantu, ktery obsahoval rozpustny toxin, bylo

upraveno pridavkem naredéné kyseliny chlorovodikové a potom
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byl supernatant nanesen na kolonu s ionexovou néplni na bazi
karboxymethylu ( jako je karboxymethyl Sepharosa s rychlym
pritokem firmy Pharmacia), predem ekvilibrovanou 50 mM
Tris/HCl, 2 mM _EDTA, 0,02% aziden sodnYm, pH 7. Kolona byla
promyta linedrnim gfadientem roztokem chloridu sodného ve
stejném pufru, ktery byl pouzivan pro ekvilibraci kolony
v rozmezl Kkoncentraci 0 - 1 M. Pritomnost toxinu v eluatu
byla zjisténa SDS-PAGE elektroforezou jednotlivych frakci

a frakce obsahujici toxin byly spojeny.

Sebrané frakce obsahujici toxin byly dialyzovany nebo
diafiltrovany proti 25 mM fosforecnanu sodnému pH 7,5. Vzorky
s toxinem, které se vysrazely po dialyze, byly odstredény pri
40 000 g po dobu 20 minut a supernatanty byly spojeny. Roztok
toxinu byl nanesen na kolonu s afinitni barviékou (jako je
zelen A6XL z ACL, Cambridge,U.K.), predem ekvilibrovanou 25
mM fosforecCnanem sodnym pH 7,5, a prochazejici roztok byl

sbiran.

Kolona byla promyta 25 mM fosforeénanem sodnym pH 7,5
a promyvaci roztok byl  sbiran. Kontaminujici bilkoviny se
vazou adsorpci na barevny 1ligand, prevazna c&ast toxinu
zistala nenavazana a byla eluovdna pritokem a vymyta.
Pritomnost toxinu v eluatu byla stanovena SDS—PAGE

elektroforezou a frakce obsahujici toxin byly spojeny.

Spojené frakce obsahovaly vice neZ 95% toxinu (stanoveno
SDS-PAGE elektroforezou). Malé mnoiZstvi disulfidickymi mustky
vazanych iméru toxinu o molekulové vaze 34 kDa bylo
pozorovano v nékterych purifikovanych analozich (TR1 5%, TR4
< 5%, TRS5 < 5, TR6 20%). Identita Prouzkli o molekulové vaze
34 kDa byla potvrzena SDS-PAGE elektroblotingem
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a sekvenovanim z N-konce (Problott, Applied Biosystems, USA)
(Matsuidara, J.Biol.Chem 262 : 10035-38).

¢istota alikvotu spojenych frakci purifikovaného toxinu
byla potvrzena SDS-PAGE elektroforezou a elektroblbtingem.
Prouzky o molekulové vaze 17 kDa byly vyriznuty a podrobeny
sekvenacni analyze  N-konce na Applied Biosystem 475
sekvenatoru bilkovin (Applied Biosystems, USA). TR1l, TR3
a TR4 vykazovaly N-termindlni sekvence restriktocinu bez
Zzadnych dalsich detegovatelnych sekvenci . TRS a TR6
vykazovaly N-termindlni sekvence restriktocinu spolu
s dalsimi neidentifikovanymi bilkovinami. U téchto bilkovin
neuspélo vyuziti prizkumu Genembl, Swissprot a NBRF databaze
sekvenci pri hledani jakékoliv signifikantni homologie se
znamymi bilkovinami. Tato kontaminujici bilkovina
representovala 10% a 15% celkovych bilkovin pro TR5 a TR6,
coz bylo stanoveno srovnanim plochy pika po HPLC na reverzni
fazi (monitorovdno pri 214 nm). TotoZnost piku byla potvrzena

sekvenovanim N-koncu.
6.1 Podrobny popis ¢isténi analogu TR4

200 g vlhké bunééné biomasy analogu T4 E.coli bylo
resuspendovano ve 2 1 lysovaciho pufru (1 g na 10 ml) a po te
bylo lysovano sonikaci jak bylo popsano v bodu 6. Po
odstfedéni bylo ziskdno 1,8 1 supernatantu, u kterého bylo
upraveno pH na hodnotu 7, jak bylo popsédno v bodée 6. Tenﬁo
supernatant byl nanesen na kolonu naplnénou karboxymethyl
Sepharosou s rychlym prutokem (Pharmacia), [ objem naplne
290 ml, vrozméry 5 cm x 15 cm) s rychlosti prutoku 8 ml za
minutu. Po promyti kolony ekvilibra¢nim pufrem do ustaleného

stavu, kdy hodnoty absorbance mérené pri 280 nm byly na
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zdkladni ¢are, byl toxin z kolony eluovdn pomoci linearniho
gradientu chloridu sodného v rozmezi Kkoncentraci 0 - 1 M,
v celkovém objemu 500 ml, pri prﬁtbku 8 ml za minutu. Frakce
obsahujici toxin byly stanoveny SDS-PAGE analyzou alikvotu

frakci.

Frakce obsahujici toxin byly spojeny (celkovy objem 90
ml) a dialyzovany (Spectrapor, membrana zachycujici bilkoviny
s molekulovou hmotnosti 3,5 KDa, Pierce, USA) proti 5 1 pufru
jak bylo popsdno v bodu 6. Roztok dialyzovaného toxinu byl
nanesen na afinitni Kkolonu ‘“mimetic" =zeleni AGXL (ACL,
Cambridge,U.K.) [ objem naplné 150 ml, rozméry 2,6 cm x 28
cm] s rychlosti prutoku 4,25 ml za minutu a proteklé frakce
a promyvy byly hromadény jak bylo popsdno v bodé 6. Frakce °
obsahujici toxin byly urc¢eny SDS-PAGR analyzou a spojeny.

Vzorky spojeného cisténého toxinu byly analyzovany
SDS-PAGE, SDS-PAGE alektroblotingem a sekvenovanim N-konce,
analyzou aminokyselin a biologicka aktivita byla stanovena
pomoci testu na stanoveni inhibice syntézy bilkovin, jak je

popsano v bodé 8.

Cistota toxinu byla vice neiZ 95% (stanoveno SDS-PAGE),
s < 5% diméry s disulfidickou vazbou a 17 kDa prouzky
(stanoveno SDS-PAGE), kde byla stanovena pouze N-koncova
sekvence restriktocinu. 7,2 mg toxinu bylo podrobeno analyze
sloZeni aminokyselin. Specificka biologicka aktivita toxinu

je ukazana v bodé 8,3.

. Koncentrace vyslednych precisténych analogul
restriktocinu byla stanovena analyzou aminokyselin. Pred
vazbou na protilatku byly pre&isténé analogy zakoncentrovany
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membranovou filtraci.

Vzorky precéisténych analogl byla testovany na inhibicici

syntézy bilkovin jak je dokumentovano dale v bodé 8.

Analogy toxinu TR1l, TR3, TRS a TR6 byly c¢istény

a analyzovany za pouzZiti postupu popsaného pro TR4.

6.2 Cisténi rekombinantniho restriktocinu

Rekombinantni restriktocin byl cigtén jak je popséano pro
analog T4 kromé toho, 2ze pH supernatantu po 1lyzy bylo
upraveno na 8 pred nanesenin na kolonu s karboxymethyl
Sepharosou s rychlym prutokem, kolona byla ekvilibrovana
a promyta pufrem pH & a toxin byl eluovan linedrni gradientem
chloridem sodnym ve stejném pufru, v koncentrac¢nim rozmezi
0 - 0,5 M. Také byl pouzit dalsi purifikaé¢ni krok, po
afinitni chromatografii s barvicékou, kdy spojené frakce
obsahujici toxin byly zakoncentrovény ultrafiltraci (Amicon,
4michané nadobka, YM2 membrédna) a ' chromatografovany na
vylucovaci koloné Sephacrylu S$-200 HR. kolona byla predenm
ekvilibrovdna 20 mM fosforec¢nanem sodnym, 150 mM chloridem
sodnym, pH 7,5 a vzorky byly eluovdny stejnym pufrem.
Pritomnost toxinu v eludtech byla stanovena SDS-PAGE analyzou
jednotlivych chromatografickych frakci.

Precisteény vyeluovany restriktocin s molekulovou
hmotnosti 17 kDa, vykazoval > 98% <cistotu po SDS-PAGE
a SDS-PAGE prenesenych zon davala N-koncovou sekvenci

restriktocinu bez dalsich detegovatelnych sekvenci.
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Priklad 7 Vazba toxinovych analogQ na protilatku

Monoklonalni protilatka, Jjako je napf. 19.9 protilatka
ziskand =z hybridomu 1116NS-19 (ATCC No.HB 8059), v PBS
v koncentraci 12 mg/ml, byla naredéna 0,5 objemem boratového
pufru (100 mM boritanu sodného, pH 9,1). Koncentrace bilkovin
byla stanovena mérenim absorbance pfi 280 nm a pH smésného

roztokubylo (pH = 8,7 az 8,9, s preferenci pH 8,8).

Linker ( N-sukcinimidyl 3-(2-pyridyldithio) butyrat) byl
rozpustén v sﬁchém, redestilovaném dimethylformamidu nebo
acetonitrilu v koncentraci 10 mg/ml a ihned pridan k roztoku:
protilatky za michéni v poméru 8 mold linkeruna mol
protildtky. Vznikly roztok byl inkubovan pfi . 20°C po dobu 1
hodiny a potom nanesen na vyludovaci odsolovaci kolonu
ekvilibrovanou 50 mM fosfore¢nanem sodnym/ 150 mM chloridem
sodnym/ 1 mM EDTA pH 8,0 na odstranénivpfebyteénYCh reakénich
€¢inidel a pufr vyménil derivatizovanou protilatku. Odsolena
derivatizovand protildtka byla Jjimana a koncentrace bilkovin
byla stanovena mérenim absorbance pri 280 nm. Mira vazby
linkeru byla stanovena pridavkem prebytku dithithreitolu ke
vzorku derivatizované protilatky a mérenim uvolnénych
thiopyridylovych skupin spektroskopicky pfi 343 nm. Mira
vazby linkeru byla v rozmezi od 3 do 6 moll ( prednostné

okolo 4 molu ) skupin linkeru na jeden mol protilatky.

Rekombinantni analog toxinu byl navazan na
derivatizovanou protildtku michdnim roztoku rekombinanthiho
analogu toxinu (v PBS s PH upravenym hydroxidem sodnym na pH
8,0) a roztoku derivatizované protilatky ve vadhovém poméru
obou sloZek 1:1. Nadobka byla o&isténa argonem a inkubovana
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pri 15°¢ po dobu 40 hodin.

Roztok bilkovin byl naredén stejnym objemem PBS o pH
8,0 (upraveno hydroxidem sodnym) a po té byl Kk nému pridan
cystein do konec¢né koncentrace dostacujici k prekryti
prebytku skupin linkeru na protildtce, aniz by pritom doslo
k redukci disulfidickych vazeb vazajicih toxin na
derivatizovanou protilatku. Uskutec¢néni cysteinové reakce
bylo ovéreno osetrenim vzorku prekrytého imunokonjugatu
prebytkem dithiothreitolu a mérenim absorbance
spektrofotometricky pri 343 nm. 'Nebylo detegovano zadné

uvolnovani thiopyridylovych skupin.

Roztok imunokonjugatu byl zakoncentrovan membranovou
filtraci a nanesen na vyluéovaci chromatografickou kolonu
ekvilibrovanou 50 mM fosforecnanem sodnym/25 mM chloridem
sodnym/1mM EDTA, pH 6,3 a s frakcionaénim rozmezim 10 - 200
kd. Pik bilkovin obsahujici imunokonjugat byl Jjiman
a koncentrace bilkovin stanovena méfenim absorbance pri 280

nm.

Priklad 8 Biologické stanoveni analogl ribotoxinu

Okolem bylo stanovit podminky, za kterych by mohla byt
testovdna biologicka aktivita vzorkd v bezbuné&ném in vitro

stanoveni inhibice syntézy bilkovin.

Lyzaty Xkrdlicich retikulocytlh byly pfipraveny podle
metody Allena a Schweeta (J.Biol.Chem (1962), 237, 760-767).

Pri stanoveni je inhibice syntézy bilkovin demonstrovdana
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nedostate¢nou inkorporaci 14c  znaceného leucinu do nové se

syntetizujici bilkoviny.

8.1 Popis stanoveni

Zakladni roztok : 1 mM smés aminokyselin bez leucinu.
Roztok obsahujici vSechny aminokyseliny v koncentraci 1 mM
kromé leucinu (pH upraveno na pH 7,4 pomoci NaOH a roztok

uchovavan pri -70°c).
Roztok A
40 mM octan horec¢naty
2 M octan amonny
0,2 M Tris
(pH 7,4, upraveno HCl, uchovavan pri 4°c)

Roztok B

‘ATP (adenosintrifosfat) (Sigma A5394) 246 mg/ml
GTP (guanosintrifosfét) (Sigma G8752) 24,4 mg/ml
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Smés pro stanoveni: 1 ml smési aminokyselin

1 ml Roztoku A

0,1 ml Roztoku B

103 mg kreatin fosfatu

1 mg kreatinkinasy

510 ul vody

600 wul ( 60uCi) L-14c  1eucin (New England Nucleér,
NEC-279E)

Reakéni smés : Vzorek 25 ul
Smés pro stanoveni 12,5 ul

Lyzat kralicich retikulocytl 25 ul

Slepy poku je 2 mg/ml serum hovéziho albumunu (BSA) ve
fosfatovém pufru s fysiologickym roztokem.

VSechny stanoveni byly provadény paralelné.

12 ul smési pro stanoveni bylo preneseno do sterilnich
sklenénych zkumavek

25 ul BSA v PBS bylo pridano do kazdé prvni zkumavky ze &tyfr
(slepy pokus)

25 ul testovanych vzorkd bylo pridano do ostatnich zbylych
“zkumavek ‘

1 ml 0,1 M hydroxidu draselného bylo priddno do prvnic svou
zkumavek (pozadi slepého pokusu) _

Zkumavky byly vytemperovany na 28°C ve vodni lazni ,
25 ul lyzatu kralicich retikulocytt (ponechanych tani
z teploty tekutého dusiku) bylo pridano do kazdé zkumavky ve
20 vterinovych intervalech. KdyZ se prvni zkumavka inkubovala
12 minut, 1 ml 0,1 M KOH bYl pridan do kaZdé zkumavky znova

ve 20 vterinovych intervalech, tak aby vsechny zkumavky byly
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inkubovany 12 minut. Dvé kapky 20% peroxidu vodikubylo pridén
do kazdé zkumavky néasledované pridavkem 1 ml 20%
trichloroctové kyseliny (TCA).

Zkumavky byly promichany a ponechany v klidu alespon hodinu
nebo pres noc pri 4°c. srazenina byla zfiltrovana na 2,5 cm
kruhovém disku ze sklenénych vlaken, promyta 3 x 4 ml 5% TCA,
pfenesena do scintilac¢nich ampulek a bylo k ni pridéano 10 ml
scintilaéniho roztoku (Ready-Solv.MP, Beckman). Po 1 hodiné

byly ampulky protrepdny a promérena radioaktivita.

8.2 Techniky pro pouziti lyzatu E.coli

10 ml kultury v L-mediu se kultivuje pres noc pri 37°c.
400 ul alikvoty se odstreduji pri 13000 rpm po dobu 30 vterin

a vétsina supernatantu se dekantuje.

Pelety Jjsou podrobeny dvéma za sebou nasledujicim
rychlym zmrazenim ve smési tuhého kysli¢niku uhlic¢itého
a ethanolu nasledované rozmrazovanim pri 37°C. Po té se pfidé
12 ul 25% sacharozy v 50 mM Tris HC1 ©pH 8,0 a dale 4 ul
roztoku lysosymu (10mg/ml).

Po inkubaci v ledu 15 minut, se prida 8 wul 0,25 M EDTA
a inkubace pokracuje dalsich 15 minut. Lyze je zplsobena
osmoticky fedénim vzorkl na 400 ul vodou. Tento postup dava
80~100 Zivotnych bunék na ml.

Kdyz 25 'ul alikvotu tohoto 1lyzatu je pridano do smési
pro stanoveni, hladina inkorporace l4c_leucinu  do nove
syntetizované bilkoviny Jje priblizné 10% slepého pokusu bez

lyzatu. Vysledek 3jasné ukazuje, Ze minimdlné 16 -ti nasobné
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redéni je nutné k redukci vlivu lyzdtu ve srovnani s blankem.

Aby se dalo duvéryhodné prohlasit, 2Ze 1lyse E.coli
a lysaty E.coli nevyrovnavaji toxicitu ribotoxinu, byly
provedeny dvé Kkontrolni stanoveni. V prvnim byl ribotoxin
pridan k 16 X redénym bunéénym peletam E.coli, tak aby daval
ve snési pro stanoveni, po lyzi bunék, koncentraci 8 ng/ml.
Obe tyto kontroly ukazvaly zhoubny vliv 1lyzdtu nebo postupu

lyze na inhibic¢ni puUsobeni ribotoxinu.

Tyto techﬁiky byly pouzity pro ovéreni syntézy

biologicky aktivnich bilkovinnych analogu.

8.3 Bioaktivita purifikovanych analogl restriktocinu

Analog prﬁmér IC50 (M x 10E-11)
TR1 41,1 s.d. 14,3 (n=6)
TR3 10,5 s.d. 4,7 (n=7)
TR4 | 10,8 | s.d. 4,5 (n=6)
TRS5 | 13,4 s.d. 6,2 (n=6)
TR6 4,95 s.d. 0,68 (n=4)

Rekombinannti 2,27 s.d. 1,04 (n=6)
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Restriktocin

Kazda hodnota IC50 byla spoéitana ze serie 5 redéni
ribotoxinu, trojmo provedenych, kdy spo¢itanda hodnota IC50
byla vyss$i neZ alespon hodnota jednoho fedéni a také nizé&i
nez alespon hodnota jednoho fedéni. To rika, Ze hodnota IC50

byla poc¢itdna ze serie 5 redéni bez uziti extrapolace.

Hodnoty pro specifickou aktivitu analogi TR5 a TR6 byly
korigovany pro’ 10 a 15% kontaminujicich bilkovin
A% purifikovaném. produktu s ohledem na to, Zze kontaminujici
bilkovina nema zZadnou aktivitu hpfi stanoveni syntézy
bilkovin. Ostatni testované analogy nevykazovaly 2&adnou
vyznamnou kontaminaci. Analogy restriktocinu TR5 a TRG6 byly
oddéleny od kontaminantd pouzitim HPLC na reverzni fazi
a promérovanim eludtu pri 214 nm. Vznikajici piky byly
identifikovany sekvenovanim N-konce. Procento kontaminace

bylo spoc¢itdno mérenim ploch jednotlivych pikii.

Tak analogy TR1, TR3, TR4, TR5 a TR6 obsahovaly %,
22%, 21%, 17%, a 46% aktivitu prirodniho rekombinantniho
restriktocinu. AvSak  tento test neukazuje nezvratnou
prospésnost analogi bilkovin, ponévadZ in vitro stanoveni
cytotoxicity, dokumentovano dale, vyuziva pro stanoveni
prospésnosti, konjugdtu imunotoxinu. Napf. potence analoga
TR1, ve vztahu k rekombinantnimu restriktocinu, je

signifikantné zlep$eno v in vitro testu cytotoxicity
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Priklad 9 Cytotoxicita imunotoxinu

9,1 In vitro cytotoxicita

Tento test wukazuje 1in vitro cytotoxicitu imunotoxinu
proti lidskym bunkdm nddoru tlustého streva a kone¢niku (Colo
205-ATCC No.CCL 222), kdy ribotoxin je navazan na protiléatku,

kterd rozpoznd vnitrni antigeny bunéc¢né linie.

Colo 205 bunky rostou v  suspenzi v RPMI1640 mediu s 2,0
g/l bikarbondtu sodného, bez .glutaminu, s 5% tepelné
inaktivovaného zarodec¢ného teleciho séra, 2 mM L-glutaminu
50 ug/ml gentamicinu. Bunky se vystavi uc¢inku trypsinu po
dobu 15 hodin a poté se odstredi a promyji za uUc¢elem Jeho
odstranéni. Bunky se poc¢itaji v komirkdch hemocytometru.

Pro stanoveni inhibice bilkovin se burnky nandseji na
desticku s 96 Jjamkami v koncentraci 2-5 x 104_bunék/jamku
v objemu 100 ul. Vzorky imunotoxinu se pridaji do 4
replikacnich jamek. Imunotoxin se prida ve 12 dvojnasobnych
redénich od 2 000 do 0,98 ng/ml. 100 ul kultivaéniho media se
prida do nékterych jamek jako kontrola. Drive neZ se prida do
kazdé jamky 2 ucCi 3H—L—leucinu, je kazda desticka inkubovana
24 hodin pri 37°c. Destiéky jsou inkubovany pri 37°C dalsich
24 hodin. 50 wul trypsinu se pridda do kazdé jamky a desticky
se inkubuji po dobu dalSich 15-20 minut. Bunky se prenesou
z kazdé jamky destic¢ky na tkaninu ze sklenénjch vlaken
a radioaktivita se stanovi beta scintildtorem takovym jaky
vyrabi LKB. Krivky inhibice syntézy bikovin se vynesou

a hodnoty ICgy jsou odvozeny ( viz nize).
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primér IC50 (M x 10E-11)

analog-19.9 Ab analog samotnj

imunokonjugat

TR1 - 206 58300
TR3 55,1 23300
TR4 ; 77,5 49800
TRS5 . 85,9 29700
TR6 20,2 | 21700
kontrola

19.9 Ab samotny vice nez neZ 100 000

Tak analogy TR1, TR3, TR4, TR5 a TR6 jsou vyuzitelné na

pripravu potentnich imunotoxint.

9.2 In vivo cytotoxicita

Tento test wukazuje in vivo cytotoxicitu imunétoxinu
proti 1lidskym naddorogym bunkdm, COLO 205, rostoucich umély
podkozni roub u mySi bez brzliku. Soucasné se sleduje
kontrolni skupina, vyuzivajici protilatku samotnou nebo
fosfatovy pufr ve fysiologickém roztoku.
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5 x 10% COLO 205 bunék se injektuje do jednoho
podkoziniho mista ve slabinach mysi bez brzliku. U rostoucich
nador se proméruji kaliperem kazdé 3-4 dny dva rozméry.
Testované latky se neinjektuji dfive nez nador dosahne rozmer
0,7-1,0 cm?®. Tento moment se oznacli jako den 0 a testované
latky se injektuji intravenosné do ocasni 2zily ve dnech O,i
a 2. Velikost nadorl se dale proméruje ve dvou rozmérech
a vysledky se presentuji jako relativni objem nadoru. Méreni

se provadi kazdé 3-4 dny aZ do ukonc¢enl pokusu.

Tento test ‘srovnava vliv fosfatového pufru ve
fysiologickém roztoku, protilatky samotné (1,2 mg/kg)
a imunotoxinu (priprava popsana vyse) (2,0 mg/kg) na rust

nadoru.

Imunotoxin mnUZe zvy$it zmensovani velikosti nadoru ve
srovnani s fosfatovym pufrem ve fysiologickém roztoku (PBS)

a protilatkou samotnou.

Priklad 10 SloZeni

Dale je wuvedena representativni farmaceuticka forma
obsahujici imunokonjugadt (imunotoxin) predkladané prihlasky
vynalezu, kterd muZze byt pouZita pro terapeutické ucely

u lidi.



45
Injektovany roztok

Sterilni vodny roztok, urceny k injektovani, obsahuje

Analog restriktocinu/selektivni protilatku k nadoru 1,0 mg

Octan sodny trihydrat 6,8 mg

Chlorid sodny 7,2 mg

Tween 20 _ 0,05 mg/ml
roztoku

SEZNAM SEKVENCI
(2) UDAJE O SEQ ID NO:1l:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 38 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovléaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:1:

CCCTCAGCTG CAGCTACTTG GACTTGYATC AAYCARCA

(2) UDAJE O SEQ ID NO:2:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 51 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
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(D) TOPOLOGIE : linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:2:

CACCGACGTC GACTATTATT ARTGRSWRCA CAGNCGCAGR TCRCCYTGRT T

(2) UDAJE O SEQ ID NO:3:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 41 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPQLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:3:

AATTCGAGCT CGCCCGGGGA TCCTGCAGCT ACTTGGACTT G

(2) UDAJE O SEQ ID NO:4:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 45 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:4:

CCAAGCTTGG GTTGCAGGTC GACTATTATT AGTGGCTACA CAGTC
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(2) UDAJE O SEQ ID NO:5:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 17 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:5:

GTTTTCCCAG TCACGAC

(2) UDAJE O SEQ ID NO:6:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 17 béazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(x1) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:6:

CAGGAAACAG CTATGAC

(2) UDAJE O SEQ ID NO:7:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 17 bazi
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(B) TYP : nukleovd kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(x1) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:7:

ACGGGAATGG CAAGCTC

(2) UDAJE O SEQ ID NO:8:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 17 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:8:

GGTCTGGCTG TGCTTCG

(2) UDAJE O SEQ ID NO:9:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
- (A) DELKA : 17 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovldknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni



(xi) POPIS SEKVENCE

GAACCAGTGC GGGTAGC

(2) UDAJE O SEQ ID NO:10:

GCT
Ala

Asn
15

GCC

Ala

ACC
Thr

GGG
Gly

ACT
Thr

Lys

GAA
Glu
30

GGT

Gly

Asn
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SEQ ID NO:9:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
456 bazi

(xi)

TGG

Trp

TGG
Trp

AGC
Ser

AGC
Ser
45

GGC
Gly

(a)
(B)
(C)
(D)’

DELKA

TYP
RETEZEC
TOPOLOGIE

POPIS SEKVENCE

ACT
Thr

GAA
Glu

Asn

AGC

Ser

Lys

TGT
Cys
5

GAC

Asp

TCC
Ser

TAC
TYyr

CTC

Leu

ATC
Ile

AAG
Lys
20

CAC

His

CCG
Pro

ATC
Ile

AAC
Asn

CGG
Arg

CAC
His
35

CAC

His

Lys

nukleova kyselina

jednovlaknovy

linearni

SEQ ID NO:

CAA
Gln

cTT
Leu

GCA
Ala

TGG
Trp
50

GGT
Gly

CAG CTG
Gln Leu
10

CTA TAC

Leu Tyr

CCT CTT

Pro Leu

TTC ACT
Phe Thr

CGC ACG
Arg Thr

AGT
Ser
25

TCC

Ser

AAC

Asn

ccc

Pro

ccc

Pro

Gln

GAC

40

GGC

Gly

ATC
Ile

AAG
Lys

GCC
Ala

GGC
Gly

TAC
Tyr
55

AAA
Lys

ACA
Thr

Lys

GAC
Asp

TTC
Phe

42

84

126

l68

210



GGA
Gly

GGC
Gly
85

TTT
Phe

Asn

CcAA
Gln

(2)

Lys

ATG
Met

CCaA
Pro
100

GAA
Glu

AAG
Lys

GGC
Gly

GCC
Ala

GGC
Gly

GAT
Asp

GAC
Asp
115

GTG

vVal

GAT
Asp

UDAJE ©

60
GAC

Asp

AAG
Lys

GGC
Gly

CCG

Pro

TTT
Phe
130

CTG
Leu

SEQ

TGT
Cys
75

GAT
Asp

CAC
H;s

GGC
Gly

TGC
Cys

CGA
Arg
145

GAC
Asp

GAC
Asp
90

GAC
Asp

ceca
Pro

GGC
Gly

CTG
Leu

CGT
Arg

CAC
His

TAT
Tyr
105

GCG
Ala

ATT
Ile

TGT
Cys

ID NO:11:

50

ccce
Pro

TAC
Tyr

AAG
Lys

AGG
Arg
120

GTG

val

AGC
Ser

65

CCG
Pro

CTG
Leu

TTT
Phe

GTC
Val

GCC
Ala
135

CAC
His

Lys
80

CTG

Leu

GAC
Asp

ATC
Ile

CAT
His

TAA

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE:
(A) DELKA

51 bazi

CAC

His

GAG
Glu
95

TCG
Ser

TAT
Tyr

CAG
Gln

TAA

AGC

Ser

TTC
Phe

Lys
110

ACT
Thr

CGG
Arg

TAG

CAG
Gln

CCG

Pro

AAA
Lys

TAT
Tyr
125

GGG
Gly

70

AAC

Asn

ACT
Thr

ccc

Pro

ccc

Pro

Asn
140

252

294

336

378

422

456
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(B) TYP : nukleova kyselina

(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : lineéarni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:11:

CAATCTAGAG GGTATTAATA ATGTTCCCAT TGGAGGATGA TTAAATGGTA C

(2) UDAJE O SEQ ID NO:12:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 51 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:12:

CATTTAATCA TCCTCCAATG GGAACATTAT TAATACCCTC TAGATTGAGC T

(2) UDAJE O SEQ ID NO:13:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE

| (A) DELKA : 21 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni
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"(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:13:
CCGAAGCACT GCCAGAACGG C
(3)UDAJE O SEQ ID NO: 14
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE

(A) DELKA : 21 bazi

(B) TYP : nukleova kyselina

(C) RETEZEC : jednovlaknovy

(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:14:

CACGACTATT GCTTTGACTC G

(2) UDAJE O SEQ ID NO:15:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 21 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlédknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:15:

CTGAATCCCT GCACAAACAA A

(2) UDAJE O SEQ ID NO:16:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
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(A) DELKA : 30 bazi

(B) TYP : nukleovd kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:16:

CTGTGTAGCC ACTGCGGTTA ATAATAGTCG

(2) UDAJE O SEQ ID NO:26:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE:
(A) DELKA :24 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlédknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:26:

GCAGTTACTT GGACTTGCCT GAAC

(2) UDAJE O SEQ ID NO:27:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 63 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovldknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni
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(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:27:
GTTTCGTATT TGTTAGTTTT CGGGTTTTTC TGGTCGTTCA GGCAAGTCCA

AGTAACTGCT GCA

(2) UDAJE O SEQ ID NO:31:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 30 bazi
(B) TYP : nukleovad kyselina
(C) RETEZEC : jednovléaknové
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:31:

GTCCGCCGAA ACACTGCAAA GACGGTAACG

(2) UDAJE O SEQ ID NO:34:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE

| (A) DELKA : 30 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:34:

GGTCACGACT ACTGTTTCGA CTCTAAAAAA

50

63

30

30
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(2) UDAJE O SEQ ID NO :35:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 30 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:35:

ACCAGAAAAA CCCGTGTACT AACAAATACG

(2) UDAJE O SEQ ID NO:36:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 30 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:36:

CTGTGCTCTC ACTGCGGTTG ATGGATCCCC

(2) UDAJE O SEQ ID NO:37:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 50 bazi
(B) TYP : nukleovad kyselina
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(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPQLOGIE ¢ linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:37:

GTAAAACTGG TTCCTCTTAC CCGCACTGGT TCACTAACGG TTACGACGGT

(2) UDAJE O SEQ ID NO:38:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 50 bazi
(B) TYP : nukleovd kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

(xi) PPOPIS SEKVENCE : SEQ ID NO: 38:

AGTGAACCAG TGCGGGTAAG AGGAACCAGT TTTACCGTCA GACAGCGGAG

(2) UDAJE O SEQ ID NO:39:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 55 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:39:

50
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GATCCGTCGA CTCAGTGAGA GCACAGTTTC AGTTCACCCT GGTTTTCTTT AGTGT

(2) UDAJE O SEQ ID NO:40:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 36 bazi
(B) TYP : nukleovad kyselina
(C) RETEZEC : jednovldknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) PPOPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:40:

AGGGTGAACT GAAACTGTGCN TCTCACTGAG TCGACG

(2) UDAJE O SEQ ID NO:41:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 21 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D).TOPOLOGIE : linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO:41:

TTTGACTCGT GCAAACCCAA G
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(2) UDAJE O SEQ ID NO:42:

(1) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE
(A) DELKA : 30 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednovlaknovy
(D) TOPOLOGIE : linearni

(xi) POPIS SEKVENCE : SEQ ID NO

ACAAATTCGA CTCTTGTAAA CCGAAAGAAA

42:
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PATENTOVE NAROKY

Bilkovinny analog prirodniho ribotoxinu, v y z n a -

1.
ze jak bilkovinny analog tak

cujici s e tim,
prirodni ribotoxin mohou S§tépit pouze jednoduchou fosfodies-
terovou vazbu 28S rRNA v 60S ribosomdlni podjednotce, a ze

bilkovinny analog obsahuje pouze jeden cystein vhodny pro ko-
. .
valentni vazbu na jinou ldtku, pfricemz uvedeny cystein neni

pritomen v prirodnim ribotoxinu.

2. Bilkovinny analog podle ndroku 1, vy znac¢u -
jici se tim, ze prirodnimribotoxinem Jje res-

triktocin, mitogillin nebo alfa-sarcin.

Bilkovinny analog podle naroku 2, vy znadcu -

3.
jici s e tim, Ze
(a) analogy restriktocinu jsou:
i) analogy restriktocinu, v nichZz je namisto libovolného

z ndsledujicich zbytkd pritomnych v pfirodnim restriktocinu
13, Lys 20, Lys 28, Lys 60, Lys 63,

obsazen cystein: Lys
110 a Lys 128,

Lys 69, Ser 82, Lys 88, Lys 106, Lys

(1i) prirodni restriktocin prodlouzZeny na C-konci o Cys 150-

¢ -Gly 151 a
(iii) prirodni restriktocin prodlouzeny na N-konci o Gly-Cys

restriktocin,

(b) analogy mitogillinu jsou:
(i) analogy mitogillinu, v nichZz je namisto libovolného z nd-
sledujicich zbytkd pritomnych v pfirodnim mitogillinu obsazen

cystein: Lys 13, Lys 20, Lys 28, Lys 60, Lys 63, Lys 69,

Ser 82, Lys 88, Lys 106, Lys 110 a Lys 128,
(ii) prirodni mitogillin prodlouzeny na C-konci o Cys 150 -
- Gly 151 a



(iii) prirodni mitogillin prodloufeny na N-konci o Gly-Cys

mitogillin, a

(c) analogy alfa-sarcinu jsou:

(i) analogy alfa-sarcinu, v nichZ je namisto libovolného z
ndsledujicich zbytkd pritomnych v pfirodnim alfa-sarcinu ob-
sazen cystein: Lys 14, Lys 21, Lys 29, Lys 61, Lys 64, Lys 70
Ser 83, Lys 89, Lys 107, Lys 111 a Lys 129,

(1i) prirodni alfa-sarcin prodlouZeny na C-konci o Cys 151 -
- Gly 152 a ' '
(iii) prirodni alfa-sarcin prodlouzeny na N-konci o Gly-Cys

alfa-sarcin.

4. Bilkovinny analog podle ndroku 3, vy znacu-

jicli s e tim, ze
(a) analogy restriktocinu isou:

(i) analogy restriktocinu, v nichZ je namisto libovolného z
ndsledujicich zbytkd pfitomnych v pfirodnim restriktocinu ob-

sazen cystein: Lys 13, Ser 82, Lys 106 a Lys 110, a

(ii) pfirodni restriktocin prodlouZeny na C-konci o Cys 150 -
- Gly 151,

(b) analogy mitogillinu jsou:

(i) analogy mitogillinu, v nichZ je namisto libovolného z né-
sledujicih zbytkd obsaZenych v prirodnim mitogillinu obsaZen

cystein: Lys 13, Ser 82, Lys 106 a Lys 110, a

(ii) prirodni mitogillin prodlouZeny na C-konci o Cys 150 -
- Gly 151, a

(c) analogy alfa-sarcinu jsou:

(1) analogy alfa-sarcinu, v nichZ je namisto libovolného z
ndsledujicich zbytkd prfitomnych v p¥irodnim alfa-sarcinu ob-

sazen cystein: Lys 14, Ser 83, Lys 107 a Lys 111, a

(ii) prirodni alfa-sarcin prodlouZeny na C-konci o Cys 151 -
- Gly 152.



Q. 7

- III -

-

5. Konjugdat, vyznadcuijici s e t im,
ze obsahuje partnerskou 1ldtku vdzanou kovalentni vazbou na

bilovinny analog definovany v ndrocich 1 az 4.

6.Konjugdt podle ndroku 5, vy znacdu jici se
t im, Ze partnerskou ldtkou je ¢inidlo schopné selektivné

se vdzat k nddorum.

7. Polynukleotidovd sekvence, vy znadc¢u3jici
s e t im, Zze je schopna kodovat bilkovinny analog defi-

novany v narocich 1 az 4.

8. Replikativni klonovaci vektor, vy znadu3ji-
c i s e t im, Zze obsahuje polynukleotidovou sekvenci

definovanou v ndaroku 7.

9. Replikativni expresni vektor, vy zna d¢u jici
s e t im, Ze obsahuje polynukleotidovou sekvenci defi-

novanou v naroku 7.

10. Rekombinantni hostitelské bunky, vy zna & u -
jici s e tim, ze jsou transformovdny replikativ-

nim expresnim vektorem definovanym v ndroku 9.

11. Zpisob vyroby bilkovinnych analogl podle n&rok 1
az 4, vy znacuijici se tim, ze se kultivuji

rekombinantni hostitelské bunky definované v ndroku 10.

12. Farmaceuticky prostfedek, vy znaduijici
s e t im, ze obsahuje jako u&innou sloiku konjugdt de-
finovany v ndroku 6, v kombinaci s farmaceutickym nosidem ne-

bo/a pomocnou latkou.

13. Konjugdt definovany v ndroku 6, pro pouZiti k 1&&-

bé nddorovych onemocnéni v humdnni a veterindrni medicind.
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