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Spbsob pripravy dipeptidového medziproduktu

Oblast techniky -

Vynalez sa tyka spdsobu pripravy dipeptidového medziproduktu ziGCeniny,

zaloZenej na dipeptide.

Doterajsi stav techniky

Priemyselna priprava zlG¢enin, ktoré s0 zaloZzené aspoil sCasti na
dipeptidovych medziproduktoch vyZzaduje okamzitd dostupnost velkeho mnozstva
dipeptidovych medziproduktov za nizke ceny. Za tymto GCelom mozno pripravit
dipeptidy prakticky akychkolvek aminokyselin, avSak syntéza dipeptidu mdze byt
¢asovo naroéna a nakladna, ¢o znizuje efektivnost pripravy produktu a zvySuje
naklady vyroby. Tieto nevyhody st zvlast délezité pri masovej priemyselnej vyrobe

zlu&enin zaloZenych na dipeptidovych medziproduktoch.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvori spdsob pripravy zlG€enin zaloZzenych na baze
dipeptidovych  medziproduktov.  ZliCeniny zaloZzené na  dipeptidovych
medziproduktoch sU pripravované postupmi rekombinantnej DNA a pripravuju sa
zo syntetickej sekvencie DNA alebo z prirodzene sa vyskytujicej sekvencie DNA,
z ktorych obe kédujd: protein alebo. peptid so S$pecifickou opakujucou sa
dipeptidovou sekvenciou. Dipeptidové medziprodukty sa enzymaticky uvofnuju
z vagsieho proteinu alebo peptidu a dalej sa spracovavaju s cielom ziskat
koneény produkt.

Tento vynalez sa tyka spdsobu pripravy zlu¢enin zaloZenych na
dipeptidovych medziproduktoch. Tieto intermediarne zliceniny méZzu byt dale;
spracovavané, aby sa ziskala kone¢na zli¢enina. Dipeptidové medziprodukty sa

pripravuji v rekombinantnych hostitefskych bunkach exprimovanim rekom-
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binantnej molekuly DNA ktora koduje aspori jeden dipeptidovy medziprodukt.
Rekombinantna molekula DNA mdZe byt bud syntetickd molekula DNA alebo
prirodzene sa vyskytujuca sekvencia DNA. DNA kédujica dipeptid sa klonuje do
exprimaéného vektora na exprimovanie v rekombinantnej hostitelskej bunke. Po
exprimovani v rekombinantnom hostitefovi "s.a dipeptid purifikuje na dalSie
spracovanie. MéZe sa stat, Ze pred purifikaciou bude potrebne dipeptid od
vacsieho polypeptidu odseparovat. V&acsi polypeptid obsahujici dipeptidovy
medziprodukt mdze pozostavat z mnohonasobne opakovanej sekvencie dipeptidu,
alebo dipeptid mdze byt pritomny v jednej alebo viacerych kopiach ako sucast
vadsieho proteinu obsahujiceho aminokyselinové sekvencie, ktoré nie su
dipeptidovou sekvenciou. Opakujice sa dipeptidové .sekvencie mozno
odseparovat do jednotlivych dipeptidov enzymatickym alebo chemickym
Stiepenim. Jednotlivé dipeptidy mozno potom Cistit na dalSie spracovanie.

‘Rekombinantné hostitel'ské bunky pouzivané na pripravu dipeptidu méZu
byt akékolvek hostitelské bunky, ktoré si schopné exprimovat molekuly
rekombinantnej DNA. Pre tych, ktori st zbehli v problematike, je hned zrejmé, zZe
prakticky akykolvek rekombinantny hostitel je vhodny na pouZitie prirealizacii
tohto vynalezu. Vyhodné bunky zahfiiaji, no neobmedzujd sa iba na bunky
baktérii a plesni vratane kvasiniek. Bakterialne a plesfiové hostitelské bunky, ktore
st vhodné na pouzitie v tomto vynaleze, si komercne dostupné a zahfiajd, no
neobmedzuju sa iba na Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Escherichia
coli, Aspergillus niger, Streptomyces lividans a Bacillus subtilis.

Pre tych, ktori su v problematike zbehli, je zrejmé aj to, ze exprimacnym
vektorom na exprimovanie DNA kodujucej dipeptid mdze byt prakticky akykolvek
exprimaény vektor vhodny na pouzitie vo zvolenéj hostitelskej bunke. Vyhodné
vektory zahffiaji, no neobmedzuju sa iba na tie, ktoré si vhodné na pouZitie
v bunkach baktérii a plesni vratane kvasiniek. Bakteridlne a plesiiové exprimacné
vektory, ktoré st vhodné na pouZitie v tomto vynaleze a si komeréne dostupné,
zahffiaju, no neobmedzuju sa iba na tie, ktoré su tu uvedene.

Odseparovanie dipeptidu od ostatnych nedipeptidovych sekvencii, alebo

odseparovanie jednotlivych dipeptidov od opakujlcich sa dipeptidov sa uskutoc-



-3-

fiuje enzymaticky pbmoéou enzymu, ktory Stiepi polypeptid v prisluSnej polohe bez
destrukcie dipeptidového medziproduktu. Enzymy vhodné na pouzitie v postupe
tohto vynalezu mézu byt tie, ktoré st komeréne dostupné alebo st produkované
nejakym organizmom s prisluSnou enzymatickou aktivitou. Vyber vhodného
enzymu bude zavisiet od konkrétnej exprimovanej dipeptidovej sekvencie.

Dipeptid sa modze Cistit bud pred alebo po odseparovani od zvysku
polypeptidu alebo 6d opakujuceho sa dipeptidu. Standardné chromatografické
spbésoby su vhodné na pouZitie v postupe tohto vynalezu na distenie jednotlivych
dipeptidov alebo polypeptidu obsahujuceho dipeptid. Takéto Standardne
chromatografické spdsoby zahffiaji, no neobmedzuji sa iba na frakcionaciu soli,
ionexovu chromatografiu, vefkostn vylu€ovaciu chromatografiu, hydroxylapatitovi
adsorpénu chromatografiu, a hydrofébnu interaktivnu chromatografiu.

Klonovana DNA ziskana tu opisanymi spdsobmi sa mdze rekombinantne
exprimovat molekulovym klonovanim do exprimaéného vektora obsahujuceho
vhodny prométor a iné vhodné transkripéné regulacné elementy, a preniest -sa do
prokaryontnych alebo eukaryontnych hostitefskych buniek s ciefom vytvorit
rekombinantny peptid. Postupy na takéto manipulacie su plne opisané v publikacii .
Sambrook, J., et al., supra, a sl v tejto problematike dobre zname.

Exprimaéné vektory si tu definované ako DNA sekvencie, ktoré su
potrebné pre transkripciu klonovanych képii génov a pre translaciu ich molekul
mRNA vo vhodnom hostitefovi. Také vektory m6ézu byt pouzité na exprimovanie
eukaryontnych génov v celej palete hostitefov ako st napriklad baktérie, sinice,
rastlinné bunky, hmyzie bunky, bunky plesni a zivoCiSne bunky.

Specialne skonstruované vektory umoZiujd. pendlovanie DNA medzi
hostitel’rrii ako su baktérie - kvasinky alebo baktérie - zivoCiSne bunky alebo
baktérie -plesnové bunky alebo baktérie - bunky bezstavovcov. Vhodne
skonstruovany exprimaény vektor by mal obsahovat pociatok replikacie na
autonémnu replikaciu v hostitelskych bunkéach, volitelné markery, obmedzeny
pocet uzitocnych miest pre restrikéné enzymy, potencial pre vysoky pocet képii, a
aktivne klony. Promotor sa definuje ako sekvencia DNA, ktora nariaduje RNA

polymeraze viazat sa k DNA a zahajit syntézu RNA. Silny promotor je taky, ktory
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spdsobuje, ze moiékuly mRNA su iniciované vo vysokej frekvencii. Exprimacné
vektory moézu zahfiiat, no neobmedzuju sa iba na klonovacie vektory,
modifikované klonovacie vektory, Specialne skonstruované plazmidy alebo virusy.

Na exprimovanie rekombinantného peptidu v cicavéich bunkach mozno
pouzit rozne cicavéie exprimacné vektory. Komeréne dostupné cicavcie
exprimacné vektory, ktoré mézu byt vhodné na exprimovanie rekombinantného
peptidu, zahfiajua, no neobmedzuju sa iba na pcDNA3 (Invitrogen), pMClneo
(Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSGS5 (Stratagene), EBO-pSV?-neo (ATCC
37593) pBPV-1(8-2) (ATCC 37110), pdBPV-MMTneo(342-12) (ATCC 37224),
pRSV gpt (ATCC 37199), pRSVneo (ATCC 37198), pSV2-dhfr (ATCC 37146),
pUCTag (ATCC 37460), a ZD35 (ATCC 37565).

Na exprimovanie rekombinantného peptidu v bakteriadlnych bunkach mozno
pouzit rézne bakterialne exprimacne vektory. Komeréne dostupné bakterialne
exprimacné vektory, ktoré mézu byt vhodné na exprimovanie rekombinantného
peptidu, zahfiiaju, no neobmedzuju sa iba na pET11a (Novagen), lambda gt11
(Invitrogen), pcDNAII (Invitrogen), pKK223-3 (Pharmacia).

Na exprimovanie rekombinantného peptidu v plesiiovych bunkach mozno
pouzit rdozne exprimacné vektory plesfiovych buniek. Komeréne dostupné
plesiové exprimacné vektory, ktoré mbzu byt vhodné na exprimovanie
rekombinantného peptidu, zahffiajd, no neobmedzuji sa iba na pYES2
(Invitrogen), exprimacny vektor Pichia (Invitrogen).

Na exprimovanie rekombinantného peptidu v hmyzich bunkach mozno
pouzit rézne exprimacné vektory hmyzich buniek. Komeréne dostupné hmyzie
exprimacné vektory, ktoré mézu byt vhodné na rekombinantné exprimovanie
peptidu zahfnajd, no neobmedzuji sa iba na pBlue Bac llI (Invitrogen). '

Exprimacny vektor obsahujici DNA koédujiucu dipeptidovy -medziprodukt
mozno pouzit na exprimovanie peptidu v rekombinantnej hostitelskej bunke.
Rekombinantne hostitel[ské bunky moézu byt prokaryotické alebo - eukaryotické,
vratane baktérie, no neobmedzujuce sa iba na baktérie, ako je napriklad E. coli,
bunky plesni ako su kvasinky, cicavéie bunky zahffiajice, no neobmedzujice sa

iba linie Tudského, hovadzieho, prasacieho, opitieho a hlodavéieho pévodu, a
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hmyzie bunky zahfﬁéjﬂcie, no neobmedzujlice sa iba na bunkové linie odvodené
z octomilky (Drosophila) a priadky morusovej. Bunkové linie odvodené z cicavcich
druhov, ktoré mézu byt vhodné a ktoré su komerCne dostupné, zahffaju, no
neobmedzuju sa iba na L bunky L-M(TK-) (ATCC CCL 1.3), L bunky L-M (ATCC
CCL 1.2), 293 (ATCC CRL 1573), Raji (ATCC CCL 86), CV-1 (ATCC CCL 70),
COS-1 (ATCC CRL 1650), COS-7 (ATCC CRL 1651), CHO-KI (ATCC CCL 61),
3T3 (ATCC CCL 92), NIH/3T3 (ATCC CRL 1658), HeLa (ATCC CCL 2), C127I
(ATCC CRL 1616), BS-C-1 (ATCC CCL 26) a MRC-5 (ATCC CCL 171).

Exprimacny vektor mbze byt zavedeny do hostitelskych buniek pomocou -
ktoréhokolvek z mnozZstva postupov vratane, no neobmedzujuc sa iba na
transformaciu, transfekciu, lipofekciu, fuziu protoplastov a elektroporaciu. Bunky
obsahujuce exprimacny vektor sa klonovanim namnozia a jednotlivo sa analyzuju,
aby sa urilo, ¢i produkuju protein. ldentifikovanie klonov hostitelskych buniek
exprimujucich peptid sa moéZe uskutoCnit niekolkymi spdsobmi vratane, no
neobmedzujlic sa iba na imunologicki reaktivitu s protilatkami proti peptidu, a
pritomnost B, aktivity spojene] s hostitelskymi bunkami, ako je napriklad vazba
péptid-épeciﬁckého ligandu alebo signalna transdukcia definovana ako odpoved
sprostredkovana interakciou B,-8pecifickych ligandov na receptore.

Exprimovanie DNA sa méze uskutoCnit aj pomocou in vitro vytvorenéj
syntetickej mRNA alebo nativnej mRNA. Synteticka mRNA alebo mRNA izolovana
z buniek produkujucich peptid mdze byt ucinne translatovana v réznych
bezbunkovych systémoch vratane, no neobmedzujic sa na extrakty z pSeni¢nych
klickov a extrakty zretikulocytov, ako aj méze byt (Cinne translatovana
v bunkovych systémoch vratane, no neocbmedzujic sa na mik(o,injekcie do Zabich
oocytov, pricom vyhodné si mikroinjekcie do Zabich oocytov.

Na zistehie sekvencie (sekvencii) DNA, ktord dava optimalne hladiny
proteinu, vratane molekuly DNA zahffiajac, no neobmedzujic sa iba na ne, mozno
skonstruovat nasledovné: otvoreny Citaci rdmec (reading frame) DNA v plnej
dizke a niekolko konstrukii obsahujlcich Casti DNA kodujuce protein.

Hladiny exprimovania proteinu mozno stanovit po zavedeni, bud jednotlivo

alebo v kombinacii, tychto konstrukcii do vhodnych hostitelskych buniek. Po



stanoveni DNA kazéty dévajﬂcej optiméalne exprimovanie, napriklad v prechodnych
postupoch, tato DNA konstrukcia sa prenesie do réznych exprimacnych vektorov
na exprimovanie v hostitelskych bunkach vratane, no neobmedzujic sa iba na
cicavCie bunky, hmyzie bunky, E. coli, a bunky kvasiniek ako je napriklad S.
cerevisiae. '

Transfekované hostitel'ské bunky a mikroinjikovane oocyty sa mdézu
otestovat na mnozstvo proteinov nasledovnymi postupmi. Po uplynuti
dostatoéného &asu na umozZnenie expresie, stanovi sa mnozstvo peptidov. Jeden
zo spbsobov na stanovenie peptidov zahfiia priame meranie mnozstva peptidov
v celych bunkach alebo bunkovych lyzatoch pripravenych z hostitelskych buniek
transfekovanych s DNA.

Dipeptid alanyl-prolin, Ala—-Pro, je vychodzi material .pre syntézu ACE
inhibitora enalaprilu. Dipeptid Lys—Pro je vychodzim materialom pre syntézu ACE
inhibitora lysinoprilu. Komer€ne dostupny dipeptid sa bezne chemicky syntetizuje.
Bol vyvinuty novy bioproces, ktory UspesSne eliminuje potrebu chemickych
postupov na pripravu Ala-Pro alebo Lys—Pro. V postupe sa pouziva rekom-
binantny hostitef na nadbyto€né exprimovanie peptidu obsahujiceho opakujice sa
sekvencie dipeptidu Ala-Pro alebo Lys—Pro, ktory sa potom hydrolyzuje na zlozky
Ala-Pro alebo Lys—Pro pomocou bakteridlnych prolylpeptidaz. Escherichia coli
bola zvolena ako hostitel kvdli dostupnosti exprimacnych vektorov. Chemicky
syntetizovany oligonukleotid, ktory kdéduje opakujuce sa sekvencie Ala—Pro a.
vhodné miesta pre ligaciu, sa naklonoval do komeréne dostupného exprimacného
vektora pMAL. Vysledkom fermentacie rekombinantnej E. coli obsahujlicej tuto
konstrukciu bol pozadovany ft]zny produkt ako to bolo stanovené, proteinovymi
gélmi. Potom sa pouZilo enzymatické spracovanie ﬁa uvolnenie jednotiek Ala—Pro.
Pouzil sa komer€ne dostupny faktor X na uvolnenie peptidu (Ala~Pro), 5, aj ked
sa mohli pouzit tak isto aj prdlylpeptidézy. Predbezné skrinovanie na
prolylpeptidazy viedlo k zisteniu kmenov Lactobacillus helveticus a Xanthomonas
maltophilia, ktoré mali aktivitu proti substratu AIa—Pro-—pNA a syntetickému (Ala—
Pro),. Zistilo sa, ze surové extrakty z kaZdej kultiry UspesSne spraclvaji (Ala—
Pro),_,, na Ala-Pro, ako sa to stanovilo pomocou HPLC analyzy. Ak sa extrakty

z oboch kultar skombinovali, bol pozorovany synergicky Ucinok. Predpokladalo sa,



kultﬁr skombinovalt bol pozorovany synérgicky ucinok. Predpokladalo sa, Ze
prolyIpeptidézoVé aktivita z L. helveticus bola zapri€inend exopeptidazovou
aktivitou, na rozdiel od endopeptidazovej aktivity zistenej u X. maltophilia. Opisany
bioproces ma ti vyhodu, Ze sa v flom nepouzivaju toxické materialy pouZivane
Y cheﬁwickej syntéze, a da sa prisposobit aj pre iné peptidy. |

Po exprimovani dipeptidového medziproduktu v rekombinantnej hostitelskej
bunke, rekombinantny protein mozZno vytazit scielom ziskat dipeptidbvy
medziprodukt v Cistej podobe. Je znadmych a vhodnych niekofko purifikacnych
postupov. Ako to tu bolo opisané, rekombinantné dipeptidové medziprodukty
mozno purifikovat z bunkovych lyzatov a extraktov réznymi kombinaciami alebo
individualnou frakcionaciou soli, ionexovou chromatografiou, velkostnou vyluCo-
vacou chromatografiou, hydroxylapatitovou adsorp&nou chromatografiou ‘3
hydrofébnou interaktivnou chromatografiou.

Po disteni dipeptidového medziproduktu jednym alebo viacerymi
z horeuvedenych spdésobov, a spdsobmi, ktoré si zndme osobam oboznédmenymi
s problematikou purifikacie peptidov, sa dipeptidové medziprodukty dalej spracuju
na finalny produkt. V pripade dipeptidového medziproduktu Ala—Pro sa dalSie
spracovanie na findlny produkt znamy ako enalapril a pribuzné zlGCeniny
uskutoéniuje ako to bolo opisané v patentoch U. S. Patent No. 4,374,829 a U. S.
Patent No. 4,555,502; oba s tu zaClenené ako referencné patenty pre tento Gcel.
V pripade dipeptidového medziproduktu Lys—-Pro sa dalSie spracovanie na finainy
Iprodukt znamy ako lisinopril a pribuzné zlG¢eniny uskutoCiiuje ako to bolo opisané
v patentoch U. S. Patent No. 4,374,829 a U. S. Patent No. 4,555,502; oba su tu
zaglenené ako referenéné patenty pre tento ucel. .

Nasledujuce priklady sa uvadzaju na ilustrovanie st&asného vynalezu

avsak bez jeho akéhokolvek obmedzovania.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
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Zostavenie vektoré. na éxprimovanie dipeptidu

Na zostavenie vektora exprimujuceho sekvencie DNA alebo opakujlcich sa
sekvencii dipeptidu sa moze zvolit plazmid. Zvoleny vektor bude obsahovat Start
replikacie pre daného hostitefa, alebo vektor méZze obsahovat Starty na
exprimovanie vo viacerych rodoch a bude potom fungovat ako sfriedavy vektor..
Plazmid musi obsah'ovat’ gény pre rezistenciu vocCi antibiotikam a/alebo auxotrofné
markery, aby sa dalo overit, Ze transformacia alebo vstup vektofa do bunky sa
uskutoCnil, a aby sa selektivnymi tlakmi udrzala stabilita vektora. Silny prométor,
ako je napriklad prométor tac, ktory je indukovatelny, umozni maximalnu expresiu
prisluSného downstream génu (génov). Zahrnie sa aj dohodnuté vazbové miesto
ribozému a Specificky sa rozpozna vyhodnym hostitefom. M6Zu sa zahrndt aj
terminacné sekvencie downstream transkripcie a stop kodoény, aby sa zaistila
spravna dizka rekombinantného peptidu.

Podobne, fazny protein méze byt zakédovany v exprimaénom vektore.
Dany vektor bude kodovat skrateny peptid, ktory sa vo véeobecnosti znaéne
exprimuje vo vyhodnom hostitelovi zo svojho nativheho prométora alebo iného
silného promotora. Klonovacie miesta pre gén alebo oligonukleotid kddujuci
dipeptidovy medziprodukt, ako je napriklad opakovana sekvencia Ala—Pro alebo
Lys-Pro sa mdzu vytvorit syntetickymi postupmi, alebo mdzu byt na mieste na
zaklade 5 alebo 3' DNA sekvencii opakovanych Usekov. Vysledna DNA
konstrukcia v pripade expresie dava protein obsahujlci skrateny enzym alebo
vazbovy protein ako je protein viazdci maltdzu z E. coli sfuzovany so sekvenciou
dipeptidového medziproduktu. Odseparovanie mozno urobit fahko, vyuZivajuc
k tomu fuzny partner, a nasledny postup, odstrani &' peptid. U niektorych hostitefov
mozno pouzit na sekretovanie pozadovaného produktu signaine alebo lider
peptidy, aby sa umoznil mimobunkovy prenos.

V hostitefskom organizme mozno zmanipulovat kodénové preferencie, aby
sa zvySila expresia. PouZivanie kodonov vo vSeobecnosti nebude v hostitelskej
bunke - nahodné, nakolko pocCas expresie S$pecifickych génov sa prednostne
pouziva jeden alebo viacero kodonov. Silne exprimované gény s vy$§im vytazkom

proteinov alebo peptidov su typicky kédované kodénmi, ktoré st uprednostiiované
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alebo pouzivané ééstéjéie ako iné. U E. coli su pre lyzin k dispozicii dva kodoény, a
to AAA a AAG; Styri kodény si mozné pre prolin, a to CCA, CCC, CCG a CCU.
Kodonova sekvencia CCG je CastejSie pouzivanym kodonom, a tak rezidua Pro
v syntetickom oligonukleotide Lys—Pro by sa navrhli ako CCG. Lys je kédovany iba
dvomi kodénmi bez vyraznej preferencié, preto ako AAA, tak aj AAG by sa mohli
zvolit ak by sa navrhoval oligonukleotid, ktory sa stane opakovanou sekvenciou
Lys—Pro exprimovanou ako polypeptid Lys—Pro. Pre‘oligonukleotid Ala—Pro su
zvyhodniovanymi kodonovymi sekvenciami GCT a GCA a boli by tak volené pre

maximalnu expresiu u E. coli.
Prikiad 2
Naklonovanie DNA do exprimaénych vektorov v E. coli

Rekombinantny peptid je produkovany v E. coli po prenose exprimacénej
kazety peptidu do exprimaénych vektorov E. coli véitane, no bez obmedzenia iba
na sériu pET (Novagen). Vektory pET davaji expresiou peptidu pod kontrolu
pevne regulovaného prométora bakteriofagu T7. Po prenose tejto konstrukcie do
hostitela E. coli, ktory obsahuje jednu chromozémovu képiu génu RNA polymerazy
bakteriofagu T7 riadenlt indukovatelnym lac prométorom, expresia peptidu sa
indukuje ak sa do kultury prida vhodny lac substrat (IPTG). Hladiny exprimovaného
peptidu sa stanovuji pomocou postupov, ktoré su tu opisané.

cDNA kodujuca cely otvoreny ¢itaci ramec pre peptid sa vsunie na miesto
Ndel vektora pET 11a. KonStrukcie v pozitivnej orientacii sa urcujd sekvencnou
analyzou a pouzivaju sa na transformaciu exprimacného hostitel[ského kmenia
BL21. Transformanty sa potom pouZiji na inokulovanie kultir na produkovanie
proteinov Kultiry mozno pestovat v médiu M9 alebo ZB, ktorych zlozenie je pre
tych, ktori v tejto problematike pracuju, zname. Po rozrasteni sa kultury az na
hodnotu OB, = 1,5 sa exprimovanie peptidu indukuje pomocou 1 mM IPTG po
dobu 3 hodin pri 37°C.
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Priklad 3
Naklonovanie DNA do vektora na exprimovanie v hmyzich bunkéach

Vektory bakulovirusov, ktoré su odvodené z gendmu virusu AcNPV, sU
uréené na zabezpecenie vysokej hladiny .exprimovania cDNA v linii Sf9 hmyzich
buniek (ATCC CRL# 1711). Rekombinantné bakulovirusy exprimujice DNA, ktora
koduje dipeptidovy medziprodukt, si produkované nasledovnymi $tandardnymi
metddami (In Vitrogen Maxbac Manual): DNA konétrukcie st pospajané do génu
polyhedrinu v celom rade bakulovirusovych prenosnych vektorov véitane vektorov
pAC360 a BlueBac (In Vitrogen). Rekombinantné bakulovirusy sa vytvaraju
homologickou rekombinaciou po kotransfekcii bakulovirusového prenosného
vektora a linearizovanej gendémovej DNA AcNPV [Kitts, P. A., Nuc. Acid. Res. 18,
5667 (1990)] do -buniek Sf9. Rekombinantné pAC360 virusy sa zistuju
nepritomnostou inkliznych teliesok v infikovanych bunkach, a rekombinantné
pBlueBac virusy sa zistuji na zaklade expresie p-galaktozidazy (Summers, M. D.
a Smith, G. E., Texas Agriculture Exp. Station Bulletin No. 1555). Po vygisteni
plakov sa exprimovanie peptidu meria pomocou dvoch postupov, ktoré su tu
opisané.

cDNA kodujuca cely otvoreny ¢itaci ramec pre peptid sa vsunie na miesto
BamHI vektora pBlueBacll. KonStrukcie v pozitivnej orientacii sa zistuju
sekvenCnou analyzou a pouzijd sa na transfekciu buniek Sf9 v pritomnosti
linearnej ACNPV DNA divého typu. ,

Autenticky peptid sa nachadza v spojeni s infikovanAymi bunkami. Peptid sa
z infikovanych buniek vyextrahuje hypotonickou lyzou alebo pomocou detergentu.
Podobne, peptid sa exprimuje vbunkovej linii Schneider 2 (Drosophila)
kotransfekciou ScHneider 2 buniek svektorom obsahujlicim peptid DNA
downstream a za kontroly indukovatelného metalotioninového prométora, a

vektora koédujuceho gén G418 ktory je rezistentny voéi neomycinu. Kultivaciou
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v pritomnosti génu G418 sa ziskaju rezistentné bunky a indukuji sa
k exprimovaniu peptidu pridanim CuSQO,.
Priklad 4

Naklonovanie DNA do exprima¢ného vektora kvasiniek

Rekombinantny peptid sa produkuje v kvasinkach S. cerevisiae po vsunuti
optimalneho DNA cistronu do exprimadnych vektorov uréenych na riadenie -
vnutrobunkovej alebo mimobunkovej expresie heteroldgnych proteinov. V pripade
vnutrobunkovej expresie, vektory ako napriklad EmBLyex4 a pod. sa pripoja
k cistronu [Rinas, U. et [., Biotechnology 8, 543-545 (1990); Horowitz B. et al., J.
Biol. Chem. 265, 4189-4192 (1989)]. V pripade mimobunkovej expresie sa cistron
pripoji. ku kvasinkovym exprimaénym vektorom, ktoré fuzuju sekre¢ny signal.
Hladiny exprimovaného peptidu sa stanovuji pomocou postupov, ktoré si tu

opisané.
Priklad 5
Cistenie rekombinantného peptidu

Peptid vytvoreny rekombinaciou méze byt Cisteny protilatkovou afinitnou
chromatografiou.

Peptidove protilatkove afinitné koloény sa zostavia pridanim protilatok proti
peptidu 'k Affigelu-10 (Biorad), €o je gélova podpora, ktora je predom aktivovana
estermi N-hydroxysukcinimidu tak, aby protitatky vytvorili kovalentné vazby
s gulickovou podporou z agarézového gélu. Protilatky sa potom pripoja ku gélu cez
amidové vazby s distanénym ramenom. Zostavajice aktivované estery sa potom
odaktivuji pomocou 1 M etanolaminu HCI (pH 8). Koléna sa premyje s vodou,
- potom s 0,23 M glycinom—HCI (pH 2,6), aby sa odstranili v§etky neskonjugované
protilatky alebo vedlajSie proteiny. Koldna sa potom vyvazi vo fosfatmi timenom

fyziologickom roztoku (pH 7,3) spolu svhodnymi c¢inidlami na solubilizaciu
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membran, ako stly'napr.iklad detergenty, a supernatanty z bunkovych kultar alebo
bunkové extrakty obsahujice solubilizovany peptid sa pomaly nechaju prejst
koldnou. Koléna sa potom premyje s fosfatmi timenym fyziologicky roztokom spolu
s detergentami az kym optické hustota A280 neklesne na uroven pozadia, potom
sa protein vyeluuje s 0,23 M glycinom-HCI' (pH 2,6) spolu s detergentami.
Purifikovany protevin sa potom dialyzuje proti fosfatmi timenému fyziologickému

roztoku.
Priklad 6
Rekombinantna priprava dipeptidu Ala—Pro

Exprimovanie Ala—Pro. Stratégia pre pripravu polypeptidu Ala-Pro v E. coli
zahffiala klonovanie opakovanej sekvencie kédujicej Ala—Pro. K dispozicii je
viacero komeré&ne dostupnych systémov. Aby sa ¢as vyvijania minimalizoval, kapil
sa komer&ne dostupny exprima&ny systém p-MAL (New England Biolabs). Systém
vyuZziva vektor obsahujici gén pre protein viaZuci maltézu, ktory sa nachadza
vedla polyvazbového miesta, na ktoré sa da naklonovat dané sekvencia DNA, ako
je napriklad koddn pre opakovanu sekvenciu Ala-Pro. Po indukcii klonu
obsahujiuceho uvedeny vektor by sa exprimoval flzny protein (maltéza—Ala-Pro),
doména viaZuca maltdzu by sa pouzZila na viazanie maltézovej kolény, a maltézova
doména by sa po vyizolovani rozstiepila faktorom X.

Pripravili sa dva komplementarne oligonukleotidy (87 mer a 91 mer), ktoré
koduji 14 Ala—Pro jednotiek a stop—kodon. Oligonu_klegtidy‘ boli syntetizované
Standardnymi postubmi. Oligonukleotidy boli purifikované pomocod SDS—PAGE a
vyextrahované z gélu. Bolo pouzité usmernené kionovanie s pouZitim tupého
konca a kohezivneho konca, aby sa zabezpecilo spravne zoradenie a ligacia génu
ala—pro do plazmidu. Klony boli vyberané po transformacii bakterii E. coli. Analyza
proteinov a indukéné experimenty s jednym klonom (AP/2) ukazali, Ze po indukcii

sa vytvarali fuzne proteiny. Velkost prizkov na géloch SDS-PAGE naznaluje , Ze
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ide o viac ako jeaéh produkt fuzie. AvSak indukcia a priprava fazneho |:">roteinu je
jasna.

Starosti o opéatovné usporiadanie klonovanej sekvencie a spravne
rozpoznanie sfop—k_odénu vloZzeného do oligonukleotidu viedli k sekvenovaniu
véunutej DNA. DNA zklonu bolo sekvenované pomocou univerzalneho primeru
M13. ._Je zaujimavée, Ze sekvencia inzertu kéduje 20 koépii sekvencie ALA-PRO
namiesto 14 kopii Ala—Pro. Stop-kodén TAG je umiestneny na konci 20 kopii.
Predpoklada sa, Zze sekvencia (Ala—Pro),, je pritomna pre tie dva oligonukleotidy,
ktoré boli pospajané postupne, a vysledné medzery boli potas rekombinacie
vyplnené polymerdzou. Spajanie nie je neobvyklé, pretoze ide o vysoko
opakovanu sekvenciu. V tomto pripade to méze byt vyhodné, pretoze vysledkom

je dIhsi gen (CiZe aj viac opakovanych Ala—Pro sekvencii).

Hydrolyza Ala—Pro substratov. Tri bakteridlne kultary, Lactobacillus helveticus, L.
sp., a Xanthomonas maltophilia, ktoré podla literatlry vykazuju prolyldipeptidazovi
aktivitu, boli ziskané z ATCC. Kultiry sa pestovali v 250 ml flagiach a testovali sa
na hydrolyticki aktivitu proti komeréne dostupnému kolorimetrickému substratu
Ala-Pro—pNA (zdroj). Vo v8etkych troch kultirach bola zistena aktivita, z ktorej
vacsina bola asociovana s bunkami (Tabulka 1). Vzapati sa pripravili zasobné
kultdry na Sikmych pddach a v zmrazenych FVM. Laktobacily pre optimalny rast
potrebovali mikroaerofiind komorku pre Sikmé kultiry a stacionarne kultivovanie

v tekutych médiach vo flasiach.

Tabufka 1. Specificka aktivita prolylpeptidéz na (ALA-PRO)2

Kultara* Spec. aktivita [U/L Optimalne Optimalna
(U/mg)"- pH 2 teplota®

L. helveticus 0,156 8 5,6 50°C

L. nezn. druh 0,085 14,7 6,0 40°C

X. maltophilia |0,446 107 6,6 45°C

1

2

Citratovy pufor pri optimalnej teplote

Kde U — pmol ALA-PRO vyli¢enych/min pri 37°C a optimalnom pH
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3 Urobené pfi pH 8,0

Enzymové extrakty z homogenizovanych buniek

Bolo potrebné ziskat substraty, ktoré by mohli odrazat aktuainy oligomérny
Ala—Pro substrat, ktory by bol dostupny po kultivacii rekombinantnej E. coli.
V tomto ohl’ad:e peptidové oligoméry na pouZitie ako‘prolylpeptidézové substraty
boli syntetizované v Biosynthesis Inc. Bol vyvinuty HPLC postup na odseparovanie
peptidov s nizkou molekulovou vahou a volnych aminokyselin na vyhodnotenie
enzymovéj aktivity proti autentickym Ala—Pro substratom. Peptidové polymerazy
firmy Biosynthesis sa potom purifikovali pomocou HPLC. Po zhromazdeni frakcii
z HPLC sa ziskali Ala—Pro peptidy so sekvenciami opakovanymi 2, 4 a 6-krat.
Teploty peptidov a optimalne pH boli stanovené pre kazdy surovy extrakt (tab. 2).
L. helveticus poskytol najvy$si enzymovy vytazok a Specifické aktivity. Vo v3etkych
§tudiach boli pouzité komplexné média odporicané z literatary, neurobila sa nijaka
optimalizadcia média alebo skriningu. Na =zéklade rozdielov vo vzhfade
hydrolytickych produktov sa zda, ze laktobacily produkuji endo-prolyldipeptidazu
a Xanthomonas produkuju exopeptidazu. Prinos tohto pozorovania vidiet

z kombinacie enzymov na dosiahnutie synergického Gcinku v hydrolyze Ala—Pros.

Zdroj enzymu Protein Ulliter! Specificka aktivita (U/mg)’
(mg/mi) (A-P), (A-P), (A-P), (A-P)s
Lactobacillus helveticus 2,04 186 1,82 2,15 0,94
Lactobacillus neznéhy druh 3,02 156 1,53 1,53 0,87
Xanthomonas maltophilia 0,70 28 0,17 0,35 0,43

! Jednotky definované ako mmol uvolfiovanie ALA-PRO za minutu pri 35°C a

pH 7,0

z Enzymové extrakty z homogenizovanych buniek.

Bolo zistené, Ze ak nadbytok enzymu (600x koncentrovaného v porovnani
s normalnymi testovacimi podmienkami) sa pridal k Ala—Pro, substrat Ala—Pro sa
hydrolyzoval na alanin a prolin. Inhibitory metaloproteaz a cysteinovych proteaz

boli a¢inné v inhibovani hydrolyzu Ala—Pro, kym na druhej strane mali maly G€inok
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na hydrolyzovanie AIa—Pro‘3 na Ala-Pro, €o naznacovalo, se étiepenié Ala—Pro
ufah&uje daldi samostatny enzym. Ciastoéna purifikacia by mala tiez odstranit
neziaduce aktivity tychto extraktov.

V pripade dipeptidového medziproduktu Ala—-Pro daldie spracovanie na
finalny produkt zndmy ako enalapril a pribuzné zli&eniny sa robi ako to je opisané
v U.S. Patente ¢.4,374,829 a U.S. Patente &. 4,555,502, z ktorych oba su za tymto

ucelom referenéne zaclenené.
Priklad 7

Rekombinantna priprava dipeptidu Lys—Pro zrekombinantného rastlinného

proteinu

Prirodzene sa vyskytujlice sekvencie bohaté na sekvencie kddujice Lys—
Pro sa nachadzaji v skupine génov kédujicich proteiny bunkovej steny soéje
(Glycine max) [Z: Hong et al, J. Biol. Chem.,1990). Tri proteinové gény sdje
bohaté na prolin st SbPRP1, SbPRP2, a SbPRP3, ktoré st dlhé 256, 230 a 90
aminokyselin. Aminokyselinové zloZenie tychto proteinov ukazuje, ze 34 az 40 %
zvysSkov su prolin, a 18 az 25 % su lyzin. Je zvlast zaujimavé, Ze SbPRP1
obsahuje 37 Lys—Pro aminokyselinovych parov v peptidovej sekvencii a je preto
vybornym zdrojom dipeptidu Lys—Pro. Gén SbPRP3 koduje 12 dipeptidovych
sekvencii Lys-Pro vratane dvoch opakovanych sekvencii Lys—Pro-Lys—Pro
kddovanych v géne na mieste 183 a 195 bp.

Klonovanie génu;SbPRP1 génu bohatého na Lys—Pro sa robi generovanim
PCR primerov na zaklade DNA sekvencii uvadzanych v literatire. DNA fragmenty
obsahujuce pozadované sekvencie sa generuji pomocou primerov a kniZnice
obsahujucej DNA soje. Vyslednd DNA bohatad na koddny Lys-Pro je pripojena
k vhodnym restrikEnym v exprimaéhom vektore. S pouzitim E. coli ako hostitela su
sojové peptidy exprimované a ziskané zlyzovanych buniek. Pomocou Lacto-

bacillus helveticus alebo prolylpeptidazy odvodenej ztohto kmefa sa protein
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hydrolyzuje na jedn'otli\)é aminokyseliny a malé peptidy vratane 'ZVyékoV Lys—Pro.
Chromatograficky alebo extrakciou sa da ziskat relativne Cisty Lys—Pro.

Alternativny spdsob je syntéza oligonukleotidov zodpovedajucich opako-
vanym sekvencidm Lys—-Pro-Lys—-Pro v SbPRP3 (alebo pouzitie dvoch setov
chrbtami k sebe ktoré vSak }v prirodzenej sekvencii nesusedia) zostavenych
s vhodnymi restrikénymi miestami pre vsunutie do daného exprimacného vektora.
Vysledkom expresie v spravnom hostitefovi s velké  mnozstva Lys-Pro ako
oligopeptidqv. Pouzitim Lactobacillus helveticus alebo prolylpeptidazy odvodenej
od tohto kmeria sa peptid bohaty na lyzin a prolin hydrolyzuje na zvySky Lys—Pro.
Podobne, na hydrolyzu peptidu sa pouziva peptidaza Specifickd pre prolin
z Flavobacterium menigosepticum (Yoshimoto, T. et al., Agric. Biol. Chem.,
42:2417, 1978). Chromatograficky alebo extrakciou sa dé ziskat pomerne Cisty
Lys—Pro.

V pripade dipeptidového medziproduktu Lys—Pro dalSie spracovanie na
_fin&lny produkt znamy ako lysinopril a pribuzné zlu€eniny sa robi ako to je opisane
v U.S. Patente ¢.4,374,829 a U.S. Patente ¢. 4,555,502, z ktorych oba st za tymto

ucelom referenéne zaclenené.
Priklad 8

Rekombinantna priprava dipeptidu Ala—-Pro zrekombinantného proteinu

obojzivelnikov

Kysly polypeptid velkosti priblizne 75 kDa vyskytujuci sa v zasobnych
granulach koznych ‘buniek Zaby Xenopus laevis, ktory je uvadzany ako APEG
protein, je bohaty na dipeptidy Ala—Pro (Gmachl, M. et al., FEBS Letters, 260:145—
148). Aspon 80 % hmoty je alanin, prolin, kyselina glutamova a glycin v pomere
2:2.1:1.

Na izolaciu pozadovaného fragmentu sa exprimacna kniznica cDNA
v lambda—vektore moéZe prezerat pomocou oligonukleotidovych préb z opubli-

kovanej sekvencie. Podobne, na prezeranie takej exprimacnej cDNA kniznice sa
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méZu pouzit aj protilatky proti APEG. ‘Hradany fragment sa méZe vyizolovat
zdaného klonu a mbze sa vsunit do exprimacného vektora. (Spracovanie
vysledného peptidu je ako v Priklade 6 — hydrolyza substratov Ala-Pro).

Vyhodnym spésobom je syntetizovat oligonukleotid ~zodpovedajici
prirodnym  DNA sekvenciam APEG pre  Ala-Pro-Ala—Pro-Ala—Pro
(CACCAGCTCCAGCACCAG). V oligonukleotide ‘s vhodnymi  restrikénymi
miestami sa DNA naklonuje do exprimaéného vektora na exprimovanie
v rekombinantnej hostitelskej bunke ako je to -uvedené 'vysSie. Polypeptid
obsahujuci opakované sekvencie dipeptidového medziproduktu sa enzymaticky
hydrolyzuje ako to je opisané vy33ie, a dipeptidovy medziprodukt Ala—Pro sa
vyizoluje na dalSie spracovanie na vysledny produkt.

V pripade. dipeptidoveho medziproduktu Ala-Pro dalSie spracovanie na
- finalny produkt znamy ako enalapril a pribuzné zlu¢eniny sa robi ako to je opisané
}v U.S. Patente €.4,374,829 a U.S. Patente ¢&. 4,555,502, z ktorych oba st za tymto

Ucelom referencne zadlenené.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spbsob pripravy dipeptidového medziproduktu zligeniny zaloZenej na
dipeptide,vyznacujuci sa tym,zZezahfia: |
a) exprimovanie rekombinantnej molekuly DNA kodujicej mnohodetné opakovanie
sekvencie dipeptidového medziproduktu ako polypeptidu v rekombinantnej hosti-
telskej bunke;

b) rozstiepenie polypeptidu zbodu a) enzymom do volného dipeptidového
medziproduktu;

¢) vyizolovanie a vycistenie dipeptidového medziproduktu z bodu b); a

d) modifikovanie dipeptidového medziproduktu na pripravu zltéeniny zaloZenej na

dipeptide.

2. Spbsob podra naroku 1,vyznacujtci sa tym,Ze dipeptidovy

medziprodukt je volény zo skupiny pozostavajucej z Ala—Pro a Lys—Pro.

3. Spbsob podla naroku 1, vyznadujldci sa tym,Ze rekombinan-
tna molekula DNA podfa naroku 1, je volena zo skupiny pozostavajticej z SbPRP1,
SbPRP2, SbPRP3 a APEG.
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