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Péstuje se za prisludnych podminek bunééna
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lidsky proapolipoprotein A-I se izoluje.
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Zptsch vyroby proapolipeproteinu A-I lidského plavodu

Ohlast techniky

Vvnidlez se tyka zpisobu vyroby proapolipoproteinu A-I lid-
ského phvodu pomoci novych rekombinantnich sledd DNA, kiteré
obsahuji kdé&d pro proavolipoprotein A-I lidského plvodu, pomoci
vektortt pro klonovani a expresi, které tuto DNA obsahuji a ponmoci

host.itelskych bunédk, transformovaﬁ?ch t.8mito vektory pro expresi.

Dosavadni stav techniky

Proapolipoprotein A-I (apo A-I) lidského plavodu je hlavni
proteinovou sloZkou lipoproteint s vysokou specifickou hmotnosti
(LDH) a chylomikroni v lymfé&. Jitra a tenké stPevo jsou primdrni-
‘mi misty pro synté=zu apo-A-I. Tato 14tka se vvuveden?ch organech
systetizuje ve formd bilkoyinového prekursoru, naz?vaného.gggbro—
apo A-I. Ke 3tEpeni tohoto preparidtu dochazi uvnit? bunék a pfoa—

po BA-I je pak vyludovdn do plasmy a lymfy.

Proapo A-I obsahuje navic ZSest aminokyselin
(Arg-His-Phe-Trp-GIn-Gln), které jsou vazdny na aminotermindlni
zakon&eni apo g—I. Jakmile se tato 13tka dostane do krve, dochdz{

k jejimu rozéﬁ%eni




in vivo specifickym proteolytickym enzymem apo A=I=

propeptiddzou za vzniku apo 4A-I.

Apo A-~I je neglykosylovany polypeptid
se znamym sledem, ktery je sloZien z 243 aminokyselin,
jék bylo uvedeno v publikaci H.B. B;;wer a dalsi, Bio-
chem, Biophys. Res. Commun. 80 (1978), str. 623-630,
Tato ladtka je kofaktorem pro plésmatick? enzym ¥ lq:
citinu gﬁfigterolacyltransferézu, ktera je zodpovgdné
za vznik vétSiny esterd cholesterolu v krevni plasmé,
Pfi vzniku poruch ve struktufe nebo v biosyntéze spo-
lipoproteinu miZe dojit také k porucham v transportnim
systému plasmatickych lipidd a tim i k onemocnéni ko=
ronarnich tepen. Bylo prokazéno, Ze i kdyZ jsou mnoi-
stvi apo A=I a LHD v krevni plasmé pomérné nizka, pred-
stavuji zmény v mnoZstvi téchto X latek dileZité risi-
ko vzniku srdeénich krisi (infarktu myokardu) i pro

vznik jinych arteriosklerotickych onemocnéni cév.

Mutace genu, ktery je kodem pro apo
A-I byly spojeny se sniZenim mnoZstvi LﬁD v krévi a
také se snizenim predéasnych onemocnéni korondrnich
tepen.

Apo A-I a LHD jsou hlavnimi sloZkami,

’ rd v ’v rd
které se v krevni plasmé ucastni transportu choleste-



rolu do perifernich tkani, zejména do arterii smérem

k jatrdg, coZz byva také nazyvano inversnim transportem
cholesterolu, pro jeho vyluéovani z organismu. Vzhledem
k tomu, Ze nahromadéni cholesterolu v cévni tkdni arte=-
rii je charakteristickym mechanismem vzniku arterio-
sklerﬁzy, m&lo by byt moZné stimulaci inversniho trahse
portu.cholesterolu pisobenim apo A-I zpomalit nebo lé-
¢it arterioskleroticky proces a tim také sniZit vyskyt

srdeénich krisi.

Stépeni prekursoru proapo A=I na apo
A=-I maze kvantitétivné probihat mimo bunku po dosaiéni
krevniho feéisté za dobu krat§i nez 12 hodin, Vzhledem
kK tomu, Ze proapo A~I je hlavnim, ne-li jedinym prekur-
sorem zralého apo A=I, bylo by patrné moino tuto latku
vyuzit k substituéni 1é¢&bé ve vsech piripadech, pri nichi
dochazé ke snizeni mnozstvi LHD, napriklad pfi vrozenych
nebo ziskanych deficiencich této latky. V pripadé, Ze
by mél byt obecné vyuZit apo A=I k lé&ebnym udelim, by=
lo by zapotfebi navrhnout zpisob, jimZ by tuio latku
bylo moino ziskat ve velkych mnoistvich. AZ dosud se
uvedena liatka ziskdvala éisténim apo A=I z krevni plas-

mye



V celé radé publikaci, napriklad P. Cheung a L. Chan,
Nuc leic Acids Res. 11 (1983), 3703-3715, J.J.Seilhammer
a dalsi, DNA 8 (1984) 309-317 a v japonské patentové
pFihldgce &.96 998/86 bylo prokazano, Ze je moZno pii= f
pravit komplementarni DNA, ktera je kodem pro prepro=- |
apo A-I zpusoby, kterych se pouziva v‘genetidkém in~
Zenyrstvi.

R. Lorenzetti a dal§i v FEBS Lett. 194
(1086) 343-346 ukazali, Ze je moZzno dosahnout .exprese
apo A-I v E. coli ve formé bi lkoviny, ktera je vazana
na B-galaktosidazu a neni odétépitelna., AZ dosud pak
byly snahy o expresi zralé bilkoviny apo A-I, nenava-
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zané na dalsi latku neuspesne.

V japonské patentove prihlasce C.
96 998/86, uvedené svrchu se popisuje exprese bilkovi=-
ny,vkteré je podobnéa apolipoproteinu A~I lidského pi-
vodu. K expresi do$lo v E. coli, kterad byla transformo=~
vana pri pouziti plasmidu pHAIE-I, obsahujiciho gen se
strukturou genu pro apo A-I pod rizenim promotoru tac.
Struktura uvedenédho genu vsak nebyla uplna, gen sesta~
val z kodonti pro aminokyseliny +4 aZ +243, tyto kodony

predchazel kodon ATG pro potatek translace. V disledku




toho obsahoval ziskanf produkt exprese N-terminalni
methionin ( eodpovidajici kodonu ATG), ktery miZe vyvo-
lat vznik sekundarnich u&inkd v pripadé, Ze by tato

l4tka byla pouzita k 1éché.

V publikaci- J.B. Mallory a dalsi, J.
Biol., Chem. 262 (1987) 4241-4247 a v patentovych spi=
sech PCT WO 86/04920 a WO 87/02062 se popisuje exprese
lidského apolipoproteinu A~I v ovariédlnich bunkich &in-
ského kireika ( tkanmova kultura). Pfi pouzité konstruk.
ci bylo vyuzZito ﬁplného genu pro YA ﬁreproapolipopro-
tein A-I 1idskéh6 pivodu. Ovarialni bunky &inkého k%eé-
ka jsou pravdépodobné schopné transformovat prekursor
na zraly apo A~I, protoze pouze 3 aZ 10 % vyluéované
bilkoviny uvedeného typu je prJ%bo-A-I, kdezto zbytek
je zrald bilkovina apo A~I, Produktivita ziskaného sys-
tému je vsak pomérné velmi nizkd, protoZe mnoZstvi
0,5 x 10° bunék vyloudi pouze 25 az 30 ,ug/ml apo A~I
v pribéhu 24 hodin, V patentovém spisu PCT WO ¢.
87/02062 se nékolik prikladi provedeni vztahuje k ex=
presi apolivpoproteinu A~I lidského plvodu v bunkach
jinych hosti telf, napfiklad v bunkach bakterii ( E. co=

€
1i), v bunkadch kvasmic ( §. cerevisiae) a podobné,

wel




Presto vSak ani v jedné ze svrchu uvedenych konstruke
ci nebylo pouZito informace pro formu proapo a protei=
nem, k jehoZ expresi doslo, nebyl v Zadném z uvedenych

pripadd lidsky proapolipoprotein A~I,

Vyndlez se tyka prostredkd a metod pro
ziskani lidského proapolipoproteinu A~I pouZitim rek om-
binantni DNA tak, aby byl ziskin zraly.proapo A-I, kte~
ry je mozino $tépit specifickym proteolytickym enzymem
apo A-I propeptidéazou. Pod pojmem " zraly" se v pri=
béhu prihlaéky nerozumi pouze lidsky proapo A-I jako
takovy, nybrZz také odpovidajici bilkovina, v niZ je
prvni aminokyselinou methionin, jehoZ pritomnost je
disledkem pouzZiti iniciaédniho kodonu QTG pro pocatek

translace pri konstrukci vektoru pro expresi,

Vyndlez se rovnéZ tyka konstrukce veke
tord pro klonovani a pro expresi, které obsahuji sled
SNA, ktery je kodem pro proapo A~I lidského pivodu
tak, zZe ziskana konstrukce umoinuje amplifikaci a v di-
sledku toho také mxtxasx expresi zralého lidského pro=-
teinu proapo A=I, jakoZ i met-proapo A=I, pridemz takto
ziskané latky mohou byt konjugovany fuzi nebo mohou byt

konjugovany s N-termindlnim signdlem, Vyndlez sg_rovnéz




reupd® vyuZivd Zivotaschopnych tkanovych kultur, riz=nych bungk
nebo mikroorganisnmi, které byly gensticky pozmdndny vilen&ninm
svrchu uvedenych vektort a jsou proto schopny produkovat 1lidsky
polypeptid proapo A-1. Mimo to by m&lo byt =zplsobem podle vynale-
zu mo3no ziskat uvedenou l&tku v pom&rnd &istém stavu bez dalZich
bilkovin, jeko je tomu pri izoclaci =z p¥irodniho prost¥edi. Vzhle-
dem ke specifickému zplsobu pripravy je tedy moZno ziskat lidsky
proapo A-I, ktery je v podstatd prosty obvyklych endogennfch bil-
kovin a jinych materidlty obvykle obsaZenych p¥i jinych zplsocbech

vyroby.
Vynilez se tedy tyka zplsobu vyroby proapc A-I lidského plvodu
pri pouz2iti techniky s rekombinantni DNA. Tento =zplsob neni ome-

zen na specificky popsané priklady, kiteré ho toliko objasfiuji.

vPodstaLa vynalezu

Zrlsob vyroby proapolfpoproteinu A-I lidského ptvodu spolivé
podle vyndlezu v tom, Ze se 1) pé&stuje =a pfisluSnych podminek
bund&nd kultura nebo mikroorganismus =ze skupiny E. coli, Saccha-
romyces cerevisiae nebo bun&k Spodoptera frugiperda, transformo-
vany vektorem pro expresi, ktery obsahuje ret&zec rekombinantni
DNA, ktery je kédem pro lidsky proapolipoprotein A-I, vazany ope-
rativnim zplisobem na ¥i{dici sled DNA a zavzaty mezi signdly pro
iniciaci a pro ukon&en{ translace, pri&emZ ve sledu ~Feté&zce re-
kombinantni DNA, ktery je kédem pro lidsky apolipoprotein A-I, Jje
vypustdn fragment prirodniho kédového reté&zce pro aminokyseliny

-6 aZ +14 a je nahrazen fragmentem DNA

5 -ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTTAAGGAC-
TTG-3~

ktery je kédem pro tytédZ aminokyseliny, pricemZ tento sled obsa-
huje navic inicia&ni kodon ATG a modifikované kodony pro aminoky-

seliny v polohdch -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 a +12,
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i neho vvloudeni tLvorky strukiur s dvoii-

n
tym Petdzcem a 2) takto z=iskany lidsky apcolipoprotein A-I.se i-
[}

Podstatou vyndlezu je tedy zplsch vyroby hilkoviny, kterd
sestdvd =e zralédho proapc A-I lidského plivodu nebo tuto 14atku
obsahuje, pPiZem?® tLuto l14atku je moZno prevést in vitro nebo in

vivo na =raly lidsky apo-A-I plUsobenim proteolytickych en-



zymi, zejména apo A~I-propeptidazye. Produkt této re-
akce, kterym je lidsky proapo A=I je moZno vyuzit jako
takovy pro lécebné utely. Stejgb dobie je moZno vyuzit
také met-proapo A-Ilvzhledem k tomu, Ze pritomnost me-
thiohylového zbytku je z farmaceutického hlediska pri=
jatelna, protoie tento produkt je moino prevést za pri-
rodnich podminek a s velkou uéinnosti v krevnim obéhu
pisobenim prfirodni propeptidézy na autenticky zraly
lidsky avno A-I. Je-~1li to zadouci, je mozno ziskat lid-
sky proapo A-I v mikroorganismech nebo ve zvolenych
tkanovych kulturach bunék, které jsou schopné odstra=-
novat methionin na N-terminalnim zakonleni a v disledku
toho i produkovat lidsky proapo A-I ve formé, ktera jiz
neobsahuje N-termindlni methionin. Je také mozno postu=
povat tak, Ze jak v pfipadée, Ze tato latka obsahuje N~
terminalni methionin, tak v pripadé, Ze jej neobsahuje,
mize byt lidska proapo A=I in vitro roz$$pen za zis-
kani zralého lidského apo A-I, ktery je moimo vyuiit

k lé&ebnym uéeldm. Stejné v piipadé, Ze je tato latka
konjugovéna-fﬁzi a konjugat obsahuje N-termindlni sig-
nal proapo A-I, je moino $tépenim ziskat autenticky

lidsky apo A-I, prosty N-terminalniho methioninu,.




Dalsi ddlezité hledisko zpisobu podle
vynalezu spociva v tom, Ze se jako kadpro alespdﬁ c¢ast
molekuly lidského proapo A=-I uZuje modifikovaného ko~
dového sledu. Tanto modifikovany sled, ktery je KEdém
pro uvedénou latku zlepsuje uéinnost translace vzhledem
k tomu, Ze sniZuje nebo 6plné zabraﬁuje vzniku struke
tury s dvojitym fetézcem; Ja pravdépodohbné, Ze R. Lo=-
renzetti a dal$i v publikaci FEBS Letters 194 (1986)
343-346 nemohli pozorovat expresi zralé bilkoviny apo
A-I bez fuze proto, 2ebjejich konstrukce DNA vytvarela
struktury's dvojitym retézcem, coz mohlo vést k neu-
¢inné expresi. Bylo s prekvapenim zjiSténo, Ze je ﬁoi-
no dosahnout udonné exprese tak, Ze se provede prislusna
modifikace nékterych kodonl ve sledu, ktery je kodem
pro aminokyseliny =6 aZ +14 fetézce proapo A-I. uPojem
" prislu$nd modifikace" , tak jak je zde pouzivan zna-
ﬁené, Ze se nékteré z bfirodnich kodont v uvedené oblas~-
ti nahradi jinymi kodony, které jsou podle genetického
kodu kodem pro tytéZ aminokyseliny, prifemZ mimoto vsech-
n} takio provedené modifikace ve svém celku vedou ke
sni7eni nebo dokonce k potladeni moZnosti vzniku struk=
tury s dvojitym retézcem., Je také dilezité, ze vSechny

uvedené modifikace nemaji naprosto zZadny vliv na mise



to, v némZz je uvedena latka Stépena enzymem propepti=~
dazou, protoie misto v fetdzci DNA, kde se uvedené zmeny
provadéji jsou uskuteéndny na jiném misté, takze sled
aminokyselin, vytvaiejici misto pusobeni enzymu zistava
zachovan. ‘

Zpisobem podle vynédlezu je tedy mozZno
ziskat proapo A-I lidského pivodu jako produkt bunécné
kultury nebo geneticky modifikovaného mikroorganismu.
Tento proapo A-I lidského pivodu mhZe byt ziskan jako
zraly proapo A-I, ve formé proapo A~-I, pried nimZz je u-
lozen zbytek methioninu, ve formé slozené bilkoviny, K
kterou miZe byt napriklad beta-galaktosidaza-proapo
A=T a ve formé sloudeniny preproapo A-I. Takto ziskany
produkt je v podstaté prosty obvyklych endogennich
bilkovin a daldich latek, které se obvykle vyskytuji
v materidlech ziskanych z piirodnich zdroja, jako je
krewmi plasma v pfipadé svrchu ziskavané bilkovinye
Tkéﬁdvé kultury pro toto pouZiti nebo mikroorganismy,
vyuiivané kvprodukci uvedenych latek nejsou omezeny na
pouzité buné&éné linie nebo na specifické organismye.

K uvedenému uéelu je moZno pouzit jak bunky egkaryotic-

kych, tak bunky prokaryotickych organismi, co0Z znamena
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i moznost pouziti Zivogisnych a lidskych bunéénych linii,
Pouze jako priklad je moZno uvést moZrost exprese v mike
roorganismu Escherichia coli ( jako predstavitel pro=
karyotickych bunék), ddle kvasinky saccharomyces cere=
visiae a také hmyzi bunky, infikované bakulovirem jako

representanty eukaryotickych bunék,

Na bilkovinné urovni se vynalez t¥ka
zpasobu vyroby apo A=I lidskéh6 pivodu, Kktery je moino
ziskat tak, Ze se plsobi na proapo A-I lidského pivodu
enzymem ﬁkapo A-I-propeptidazou. Takto ziskany apo A=~I
z lidského proapo A-I, ziskaného zplsobem podle vyndlezu
je identicky s autentickou formou zralého, lidského apo
A-I a je také prosty methininového zbytku na N-termi=-

nalnim zakonceni,

Pokud jde o pouziti takto ziskanych la-
tek, je mozno proapo A-I, lidského plivodu, ziskany Zpl=
sobem podle vyndlezu a/nebo lidsky apo A~I zpracovat
na farmaceutické prostfedky, které budou kromé svrchu
uvedenych uéinnych latek obsahovat jesté alespoﬁ Jjeden
nosic, pfijatelny z farmaceutického hlediska, rozpou~
Stédlo, fedidlo a podobné podle predpokladaného zpiisobu
podani a podle pomocnych latek, obvykle ve framacii k

L4 v o” ”
uvedenému ucelu u’ivanych,




Na urovni DNA se vyndlez tyka ziskani
rekombinantniho siedu DNA s obsahem retézce, ktery je
kédem peo lidsky proapolipoprotein A~I, v némz byla dcast
pfirozeného kodového s ledu pro tuto latku nahrazena
fragmentem DNA, ktery je kodem pro tytéz aminokyseliny
jako prirodni sled, avsak éestévé z odlidného sledu nuk-
leotidd tak, aby byla sniZena nebo zcela vyloucena tvor-
ba struktur s dvojitym feté&zcem. Podle jednoho z velmi
vyhodnych provedeni se prirodni sled, ktery je kodem
pro aminokyselina v polohdch = 6 az +14 v proapo.AnI

nahradi nasledujicim sledem:

52ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGA-
‘GTTAAGGACTTG-3,

pri¢emz tento sled obsahuje navic iniciaéni kodon ATG
pro translaci a modifikované kodony pro zbytky aminoky=
selin a polohdch =6, =1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10,

+11 a +14.

Vynilez se rovnéz vztahuje k ziskani
vektord pro klonovani s obsahem uvedené rekombinantni
DNA a vektort pro expresi, které obsahuji svrchu uvedeny
sled, ktery je kodem pro lidsky proapo A-I. Vyhélez se

zv14$té tyka zpGsobu ziskani rekombinantnich plasmidd




pULB9292,
pULB9291,” pULB9296, pULB9299, pNIV1612 a pNIV1612, je=

jichZz konstrukce bude dale popséna. Prvni z uvedenych
plasmidi, pULB9291 a pULB9292 obsahuji gen s modifiko-
vanou strukturou genu pro proapo A-I, pred nimZ se na=-
chiazi kodon ATG pod rizenim promotoru PL z fagu lambda,
Tyto plasmidy jsou vektory pro expresi, které je mozno .
pouzit v pifipadé E. coli a které ridi syntézu lidského
proapo A~I, ktery miZe byt S$tépen propeptiddzou za vznie~
ku zralého lidského apo A~I v autentické formé. V pri=
padé, Ze se tento plasmid véleni do E. coli Fidi plasmid
pULB9296 expresi bilkoviny, ktera je vdzana na beta-ga-
laktosidazu pod rizenim oblasti lac promotaru z E.coli.
Vzhledem k tomu, Ze takto ziskany produkt, obsahujici
lidsky proapo A-I a beta-galaktosildzu obsahuje také re-
tézec, v némz dochazi ke §tépeni phsobenim propepntidazy,
je moZno jej rozs$tépit za vzniku zralého autentického

lidského nnpxnkix‘apo A-~1.

Plasmid pULB9299 je vektor pro expresi,
ktery je vhodny pro pouiiti u kvasinek a obsahuje ob=~
'lasti promotoru a termindtoru transkripce pro zajisténi
udinné exprese u kvasinek. Takto ziskany lidsky proapo
A=I je opét hoino rozstépit pisobenim propeptidazy a

ziskat tak zraly autenticky lidsky apo A-I.




Jako terminatoru transkripce se v pripadé

” w 2 » « » W v"\'- z
kvasinek s vyhodou uzije ARG3 k zajistenl ucinne exprese.

Plasmid pNIV1612 obsahuje gen pro struk=
turu prggo A~I, spojenépo se sledem DNA signalniho pep=
tidu pro bilkovinu OmpA z E. coli pod rfizenim promotoru
lpp ( lipoprotein) a promotoru operatoru lac. V této
konsirukci predchazi sled, ktery je kodem pro signalni
peptid OmpA sled pro proapo A=I bez kédonu ATG pro po-
tstek translace. Plasmid je pirislu$nym vektorem pro
sekreci pro E. coli a ridi syntézu lidského proapo A~I,
ktery miiZze byt vylucovan do periplasmatu bez te N=ter-
minédlniho methioninového zbytku. Plasmid pNIV1613 je
vektor pro,prenos a vélenéni sledu DNAc pfo proapo
A=I lidského piivodu do bakuloviru. Obsahuje polyhedri=
novy promotor bakuloviru a gen, ktery je kodem pro struke
turu proapo A~I é obsahuje kodon ATG pro pdéétek transe
lace., Ve spojeni s kmene, ktery je zdrojem bakuloviru
(Autographa californica polyhdrosis virus, AcNPV)

#1di plasmid pNIV1613 syntézu proapo A-I v bunkich hmyzu
a vzhledem ke zménam, k nimz dochdzi v hmyzich bunkach
je moZno jej timto zpisobem ziskat bez N-terminélhiho

methioninového zbytku.




Vyndlez se konetné také tyka zpiasobu
ziskavani bunéénych kultur a mikroorganismi, které byly
transformovany vektorem pro klonovdni nebo vektorem pro
expresi, tak jak byly svrchu popsany, vyndlez se zvlas=-
té tyka zplsobu péstovani bunélnych kultur a mikroorga=
nismi, transformovanych a schopnych produkovat proapo
A=I lidského ptivodu. Pod pojmem " transformovany" , tak
jak je v pribéhu prihlasky pouzivan se rozumi v Sirokém
smyslu organismus " geneticky modifikovany", takzZe neni
utelem prihlasky se omezit pouze na uzky pojem " bakte=
rialni transformace". ?Podle povahy pouZzitého vektoru
a podle zvoleného hostitele je moZno pouzit jak oukoliv
vhodnou techniku, kteri se v soucasné dobé v oboru ge=~
netiky pouziva, jako je napiiklad, transfekce, trans=

dukce a podobné.

Kultury bundk mikroorganismi které by=-
ly ziskdny zplisobem podle vyndlezu je mozno vyuzit k
produkci proapolipoproteinu A~I lidského pivodu tak, Ze
se uskuteéni fermentace pozménénych mikroorganismi v

[l

prumyslovém méritku,

ﬁéelu, ktery si vynalez klade za ukol

je zasadné mozino dosahnout také pri pouziti rdznych



kmentt mikroorganismt, napfiklad kmene MM 294 mikroor=-
ganismu E. coli K12 ( endoA thi~, hsdR, supE); tento
kmen byl uloZen ve verejné sbirce kultur American Type
Culture Collection ( ATCC &. 33 625) kde je Kk disposici
bez omezeni, pokud jde o4jeho dostupnost. Je véak‘moino
vyuzit jesSté dalsi mikrobialni kmeny, napriklad nékteré
znamé kmeny E. coli, jako E. coli B, E. coli x 1776 £
(ATCC &. 31537, kmen uloen 3. Servence 1979, dostup=
ny bez omezeni), dale E. coli AR3S, ktery je odvozeny
od kmene N99 ( ATCC &. 33956) s c¢III™, cI 857, bio~
funkce delta H-zbaven? lambda ( dodava PL~Pharmacia),
mikroorganismus byl popsdn v publikaci J.E. Mott a dalsi,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 82 (1985),88-92, G.Devare a
dal §i, Cell 36, (1984), 43-49, dale je moZno uzit kmen
E. coli JM101 ( ATCC &. 33876), popsany Vv publikaci
Messing a dal$i, Nucleic Acids Res 9 (1981), 309-321
nebo E. coli JA22l (1pp~, hdsM*, trpES, leuB6, LacY,
recAI/F’, lacI”, lac+, pro+), tento kmen byl popsén v
publikaéi J. Ghrayeb a daléi, EMBO J. 3 (1984), 2437~
2442 nebo jesté dalsi mikrobidlni kmeny,‘jichi byla ra=
da ulozena do sbirek a jsou dostupné v ruznych vefe jnych

sbirkach mikroorganismé, jako napriklad sbi rka American




Type Culture Collection (ATCC), kterd vyddva katalogy
mikroorganismil, které v ni jsou uloZeny. Z dalsich mikroe
organism& by bylo moZno uvést napfiklad nékteré Bacilli,
napriklad Bacillus subtilis a dalsi Enterobacteriaceae,

z nichZ je moZno uvést napiiklad Salmonella typhimurium
nebo Serratia marcescens, u nichZ je moZno dosdhnout

replikace a exprese retézcli heterolognich gentie

FPlasmidy pro expresi pro pouziti u bak=-
terii, naptiklad v prfipad& E. coli se obvykle ziskavaji
tak, Ze se vychazi z plasmidu pBR322, ktery se uzije
jako vektor ( je uloZen ve sbirce ATCC pod &islem 37017)
a do tohoto plasmidu se pak vélenuji piisludnym zpisobem
sledy heterolognich gen a soudasné také signaly pro
pocdatek a ukonéeni translace v prislugné fazi s funk=-
¢nim promotorem, pridemZ se vyuziva vyhod pritomnosti
piirozené se vyskytujicich mist pro pisobeni restriké=~
nich enzymi nebo se takova mista syntheticky vytvorie
Vektor miZe nést jeden nebo vét& polet geni, které'jsou
charakterizovany svym vybérem fenotypu a pocatkem repli=-
kace pro zajisténi amplifikace v bunkdch hostiteles
Heterologni vélenény sled je moZno uloZit tak, aﬁy do=-
chazelo k jeho expresi soucasné s predbéZnym sledem, s
nimz je pozadovany sled spojen, jako je tomu napriklad

v pripadé genl systému lac.



Vektory pro expresi pro bakulovirus,
naptiklad plasmidy pAcRP6 nebo pAdcYM1l, popsané v publi-
kaci Y. Matsuura a dal&i, J. Gen., Virol. 68 (1987),
1233-1250 a pro Autographa californica nuclear poly=
hedrosis virus ( AcNPV) je rovnéZ moZno Siroce pouZit.
Tyto vektory jsbu podrobné popsany v literature a je
mozno je ziskat z Texas Agricultural Experiment Sta-
tion, |

Pii provadéni zpGsobu podle vynalezu
je mozno jako hostitelskych bunék pro kompatibilni vek=
tory vyuzit také raznych hmyzich bunék, napriklad bunék
Spodoptera fruginerda Sf9, popsanych v publikaci MeDe
Summer a G.E. Smith: A manual of Methods for Baculovi~
rus Vectors and Insect Cell Culture Procedures, Texas
University College Station ( 1987). Kmen byl uldien
jako ATCC CRL 1711, |

Pii provadéni zpisobu podle vynalezu
je rovnéz moino vyuzit vektord pro expresi, které jsou
kompatibilni s rtznymi kmeny kvasinek, napiiklad plas~
mid YRp7, popsany v publikaci D.T.Stinchcomb a dalsi,
Nature 282 (1979), 39-43, ktery je schopny selekce a
replikace v E. coli i v kvasinkach, zejména v 8accharo=

myces cerevisiae.




Kvasinkové kmeny, které je mozno k
uvedenym uéeltm pouzit jsou kmen RH218, popsany v
publikaci‘G. Miozzari a dal&i, J. Bacteriol, 134 (1978),
48=59, ktery byl uloZen do American Type Culture Collec-
tion bez omezeni pod &islem ATCC 44076, dale kmen
10S44c, popsany v publikaci T, Cabezon a dal$§i, Proc.
Natl. Acad. Sci USa, 81 (1984), 6594-6598, ktery je
genotypem leu2-3, leu2-112, pep4~3 a byl popsédn v pub-
likact M. Hoylaerts a dals$i, FEBS Lett. 204 (1986),
83-87 a dale kmen Ic 1697d ( argl, leu2-1), bradytrof=
ni pro arginin ( ATCC 20 631).

V pripadé, Ze je zapotiebi dosahnout
exprese heterologniho genu, jako je DNAc pro proapo
A«I lidského pivodu v bunkach kvasinek, je zapotfebi
zkonstruovat vektor, ktef?m je obvykle plasmid s obsa~

hem ¢tyr sloZek.

Prvni sloZkou je fragment, ktery do=
voluje transformaci jak E. coli, tak kvasinek a ktery
proto musi obsahovat gen pro selekci, pivodem z kazZdého
z téchto organiimﬁ. MtZe to byt gen pro odlnost proti
ampicillinu z E. coli ( "AmpA") a gen leu2 z kvasinek.

Pak vyZaduje uvedena konstrukce jesté pocatek repli-




kace, plvodem z kaZdého z uvedenych organismi,ktery
je moZno zachovat jako plasmidovou DNA v obou uvew
denych organismechs Mﬁie\hi‘jit o poctatek z E. coli
z plasmidu pBR322 a 0 potatek arsl z chromosomu III
kvasinek nebo o polatek pro replikaci cirkuldarniho

typu DNA 2 /u.

Druhou sloikou plasmidu sled, uloZeny
v poloze 5°kvasinkového genu, u ndhoz dochdzi k silné
expresi za‘uskuteénéni transkripce genu se strukturou,
uloZenou za nim. Sledem, uloZenym v polozd 5 miiZe byt
sled z gent TDH3 nebo ARG3 z kvasinek. Fragmént se se~
stroji tak, Ze dojde k vynechani retézcl ze struktury
gentt TDH3 nebo ARG3, pricemZz tyto retézce se nahradi
Fetdzci, které obsahuji alternativni mista pro plsobeni
restrikénich enzymi, napriklad pro restrikéni enzymy
Ncol nebo BamHI, takZe je mozZno snadno zapojit tento

fetézec do polohy 5 ve struktufe svrchu uvedeného genu,

Treti sloZikou uvedené konstrukce je
gen, jehoZ struktura je zkonstruovadna tak, Ze obsahuje
soutasné signal ATG pro pocéatek translace a signal pro

ukonéeni této translace.




Ctvrtou slozkou svrchu uvedené konstruk=
ce je retézec DNA kvasinky, ktery obsahuje sled, uloZe=
ny do polohy S'genu kvasinky a obsahuje prislusSné sig-
naly pro ukonééni transkripce a pro polyadenylaci. Ng
priklad plasmidy, které.fidi produkci proapo A~I lid=-
ského ptivodu v kvasinkach mohou byt konstruovany tak,
7e se fragmenty genu pro polypeptid proapo A-I lidské=
ho ptvodu ulozi do mista pro pisobeni restrikéniho en=~
zymu BamHI plasmidu pRIT pxesxsxsxg 10774 pro expresi,

ktery byl popsan v evropském patentovém spisu ¢.151102,

Vynalez bude dale popséan v souvislosti
s priloZzenymi vykresﬁ\a také v souvislosti s popisem
vyhodnych provedeni zplidobu podle vyndlezu, zejména po=

kud jde o konstrukci vektorit a rekombinantni DNA.
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Na obr., 14 a LB je znazornén nukleoti=-
dovy sled a retézec aminokyselin pro iidsk? preproapo-
A=I. Nukleotidov§ sled pro m=-RNA lidského preproapo A~1
byl zji$tén na zakladé analyzy sledd DNA a cDNA klonu
pULB1609. Aminokyseliny jejichZ pifitomnost je pred=
pokliddana v signalnim peptidu, propetidu a vlastnim
ﬁplném polypeptidu apo A-I jsou uvedeny a oznaleny od
brvniho zbytku aminokyseliny bilkoviny apo A-~I. Podw
triena je oblast, kterd odpovida syntetickeé sondé DNA,

ktera byla uzita pro izolaci uvedeného klonu.

Byly uzity nasledujici jednopismenove
zkratky pro oznateni aminokyselinovych zbytka:
A-alanin, C=cystein, D-kyselina asparagova, E-kyselina
glutamovi, F«fenylalanin, G=glycin, H-histidin, I~iso~
leucin, K~lysin, L~leucin, M-methionin, N-asparégin,
P-prolin, Q-glutamin, R-arginin, S-sefrin, T-ﬁhreonin,
V-valin, Wetryptofan a Y=tyrosin,

Na obr. 2 je znadzornéno schema pro
s&ntézu oligonukleotidového Fetézce, ktery byl uzit
pro konstrukci fragmentu DN4, ktery je kodem pro 6
aminokyselin propeptidu a pro prvnich l4naminokyselin

ﬁplného nolypeptidu avo 4~I spolu s iniciaénim kodonem
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ATG., Jsou oznateny oligonukleotidy, n7ité pro syntézu

fragmentu NcoI-Ball s 65/61 pary bazi (pb).

Na obr. 3 je znadzornéna konstrukce
plasmidu pULB9291, ktery obsahuje ridici oblasti PL

lambda a nukledtidovy sled pro proapo A«I.

Na obr. 4 je znazornéna konstrukce plas=
midu pULB9296, ktery obsahuje promotor lac z E, coli
a nukleotidovy sled, ktery je kodem pro p-galaktosida-

zu,spojeny se sledem pro proapo A~1,

Na obr. 5 je znazornéna konstrukce plas-
midu pULB9299, ktery obsahuje ridici oblasti ARG3 kva=

sinek a mimoto nukleotidovy sled pro propo A=T1.

Na obr. 6A, 6B a 6C je znazorneéna lnstrukce plasmidu
pNIV1612, ktery obsahuje tidfci oblasti lac a lpp, dale
kodovy sled pro signalni peptid ompi a nukleotidovy
sied pro proapo A~I.

Na obr. 7 je zndzornéna konstrukce plas-
midu pNIV1613, ktery obsahuje #idici oblast polyhedrie~
nového genu a nukleotidovy sled, ktery je kodem pro

proapo A-I.




Priprava RNA

Celkova RNA z lidskych jater se pripra=-
vi zpdsobem s pouzitim guanidiniumchloridu, popsanym
v publikaci Cox R.A.,, Methods Enzymol. XII, Cast B
(1968), 120-129. Takto ziskana RNA se pak nechad projit
éloupcem s obsahem oligo(dT)-celluldzy k ziskani celkow=
vé polyA+RNA zpdsobem podle publikaée Maniatis a dalsi,
Molecular Cloning ( Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York 1982)., Z 10 g lidsk§ch
jater je timto znlisobem moZno Ziskat 200 /M8 celkové

polyA RNA,
Syntéza komplementarni DNA (cDNA) in vitro

Reversni transkripce se pri pouziti
0,1 az 5 jug polyA*RNA zahdji pii pouziti pribliZné
1 jug °lig°(dT)12~18 (Boehringer). Ziskanid cDNA s jed=-
nim retézcem se pak transformuje na cDNA s dvojitym
ret ézcem (cdbDNA) pisobenim enzymu reversni transkripe
tizy. Vzorky této latky v mnozstvi priblizné 1 /ug
se zpracovévaji pisobenim S1 nukledzy k ziskani vaznych -
zakonéeni. Tento postup je v oboru dobre znam a byl po-
drobné popsan v publikaci T. Maniatis a dalsi, tak jak

byla svrchu uvedena. Pak se na tato volnd zakonéeni




navaze oligo(dC) zplsobem, popsanym v publikaci
Villa~Komaroff a dal§i, Proc. Natl. Acad. Sci. US4,

75 (1978), 3727-3731. Obvykle se plisobi na 10 ng

cdbDNA enzymem deoxynukleotidyltransferézou (termindlni),
Na 3=zakonéeni molekuly cdbDNA se navaZe obvykle zbytek

o délce 15 bazi.

Klonovani cdbDNA s vaznymi zakoncenimi v plasnidu pBR322

DNA plasmidu pBR322 se linearizuje
pisobenim enzymu PstI a zakondeni se vyplni oligo(dgl
zpisobem podle publikaceLawn R.M. a dalsi, Nucleic Acids
Res, 9 (1981), 6103-6114. Pak se cdbDNA s vaznymi zakon~
¢enimi 6ligo(dC) smisi v ekvimolekuldrnim poméru s DNA
z plasmidu pBR322 s vaznymi zakondenimi oligo(dG).
Obvykle s k recirkularisaci plasmidu hybridizuje 50/ug
smési. Podminky této reakce jsou v oboru dobre znamy
a byly podrobné popsédny v publikaci R.M. Lawna, tak
jak byla svrchu uvedena, Hybridizadéni smés se pak uZie=
je k transformaci prislu$nych bunék kmene MM294 E, coli,
napriklad zpfisobem, popsanym ve svrchu uvedené publi-
kaci R.M. Lawna a daléich.‘ Selekci péstovanim na pro=
st fedi s obsahem tetracyklinu je mozno ziskat ndkolik

stovek transformantt, odolnost proti tomuto antibioti=



ku je vlastni gr plasmidu pBR322. Transformanty byly
rovnés zkouSeny na svou citlivost proti ampicilinue.

Ty, které byly citlivé, obsahuji chimérni plasmid, tak-
3e vilenéni cizorodé DNA do vektoru inaktivuje gen pro

odolnost proti ampicilifu,

Tridéni ziskané sestavy cDNA.

Transformanty E. coli byly tiidény pri
pouziti synthetickﬁch oligonukleotidd a oznaceny na
svém a-zakon eni pem001 32P, zakonleni odpovida frag-
mentu genu pro apo A-I. Sled nukleotidd peo apo A-I
lidského ptvodu je znam napiiklad ze svrchu uvedenych
publikaci Cheunga a Chana a také J.Je Seilhamera a dal-
gich a je tedy v disledku toho moZné jej chemicky syn=-
thetizovat zplsobem, popsanym V publikaci N.Sinha a
daldi, Nucleic Acids Res. 12 (1984), 4539 - 4557 ve
formé nukleotidové sondy, ktefé obsahuje 22 bazi, odpo=
vidajicich 5-zakoncen1 uveden ého genu. Vybrany retézec
ma nasledu31c1 sled: 5-GCTGCGGTGCTGACCTTGGCCG-S.

Pied pouzitim k hybridizaci byl syntheticky oligonuk=
leotid fosforylovan na svém 5-zak onteni pisobenim T4-

polynkuleotidkinazy ( P-L Biochemicals) a (gammaSQP)ATP.




Podminky pro znateni a hybridizaci jsou v oboru znamy
a byly podrobné popsany ve svrchu uvedené publikaci
T. Maniatise a dal&ich a v publikaci A. Bollen a dal ~

i, DNA 2 (1983), 255-264.

Konstrukce plasmidl pro expresi

ZpGsoby vyroby DNA, izolace fragmenti
DNA, jakoZ i podminky analyzy pisobenim restrikcnich
enzymi a podminky navazani fragmentd jsou v oboru zna-
my a by podrobné popsany v publikacich Re.M.Lawna a
dal&ich a T, Cabezona a dalSich, tak jak byly svrchu
uvedeny a je mozno je v tomto piipadé pouzit,

Didle bude popsana syntéza fragmentd
pro vazbu promotoru vektorid pro extresi na 5=zak onéeni

genu,

Syntéza fragmentu NcoI-Ball.

Na obr. 2 jsou podrobné popsany princi=-
py, které jsou podkladem pnro oligonukleotidy s obsahem
35, 30, 18 a 43 bazi kterych se uzivd pri syntéze frag-

mentu NcoI-~Ball s 65/61 pb, Synthetické fragmenty s




30 a 18 bazemi se na svych 5-zakonéenich fosforyluji
pisobenim enzymu T4-polynukléotidkinézy ( P-L Biochemiw
cals). ?ék se 1 jug kazdého oligonukleofidu vietné
oligonukleotidd a 35 a 43 bazemi, které nejsou fosfo=~
rylovany hybridizuje 3 minuty pfi teploté 95% C ve

300 mM octanu sodném o pH 7,0, nafeZ se smés necha po=
malu zchladnout na teplotu 4% ¢, Pak se hybridizadni
smés urije jako takova v pribéhu klonovani pro konstruke

ci plasmidd pro expresi,

Zjisténi sledu DNA

Analyza sledu DNA byla provéddéna zpi~
sobem, popsanym v publikacich A.M. Maxam a W. Gilbert
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 560~564 a
F. Sanger a dalgi, Proc. Natl., Acad. Sci. USA 74 (1977),
5463 - 5467, |

Analyza bilkovin

Usazeniny bunék s hustotou 1 jednotky
pfi 630 nm ( 1 0D630)se ziskaji v rdznych stupnich

v pribdhu fermentace kmenl, které obsahuji plasmidy




pro exvresi proapo A-~I lidského plhvodu, pULB9291,
pULB9292, pULB9296 a pULB9299 (uZité k transformaci
kmenh AR58 a JM10l E. coli a kmene 10S44c kvasinek),
Kazdy vzorek se znovu uvede do suspenze v pufru 50 mM
tris-HCl o pH 6,8 s obsahem 2 % dodecylsiranu sodného
(DSS), 6 M modoviny, 10 % glycerolu a 5 % 2-merkap=
toethanolu, smés se zahreje na 3 minuty na teplotu va=~
ru, naceZz se vzorky podrobi elektroforéze na polyakryl=-
anidovém gelu podie publikace U.K Laemmli, Nature 227,
(1970), 680 - 685, K detekci bilkovin se uzije cooma=
éiové modf a synthetizovany proapo i-I lidského pidvodu
se identifikuje po elektroforetickém prenosu imunolo-

gicky ( A. Bollen a dali, svrchu),

Konstrukce rekombinantnich vektorli pro expresi proapo
A~I lidského plvodu v bakteriich, kvasinkdch a v bun-

kdch hmyzu, infikovaného bakulovirem,

1. Klon ¢DNA pro lidsky preproapo A~I: pULB1609 (obr.l).

Nékolik stovek transformantd, ziskanych
+
klonovanim cdbDNA, odpovidajici polyA RNA z lidskych
jater, v misté po Stépeni enzymem PstI plasmidu pBR322

se tridi pomoci synthetického oligonukleotidu jako son=-



dy s 22 nukleotidy pro apo A-~I, tak jak byla svrchu po=
psana. U jednoho z klonid bylo mozno pozorovat v prﬁbéhu
sledovani intensivni hybridizalni signdl. Tanto klon,
ktery byl oznaden pULB1609 byl izolovan a viélenéna DNA,
obsaiené v tomto plasmidu byla charakterizovana analy~
zou svého sledu. Délka tohoto vilenéného sledu je 878
part bazi (pb). Tato DNA je kodem pro uplny polypeptid
preproapo A=~I lidského p&vodu; Jak je inézornéno na
obr. 1}, klonovany fragment cDNA obsahuje nekodové
oblasti na 32 a 5=zakonéeni o 19 bvo a 55 bp, déle sled
o 54 pb, ktefy jeukédem pro prekursor ( aminokyseliny
-24 az =7, sled pro‘propeptid o 18 pb ( aminokyseliny
-6 az =1) a sled o 732 bp, ktery je kodem pro uplny
apo A=I ( aminokyseliny 1 aZ 243) spoiu S tenninaénim
kodonem pro ukonceni translace, Retézec bilkoviny,
odvozené od tohoto sledu DNA piesné odpovida sledu a=
minokyselin, které jsou obsaZeny v preproapo A~1 v ne=
zavisle izolovanych klonech ¢cDNA ( W.C,Barker a dalsi,
Comp. Biochem- Physiol. 57B, (1977), 309-315, Japonska
patentova pihladka &, 96998/86, P. Cheung a L. Chan,

svrchu a J.Je Seilhamer a dal&i, svrchu),




2, Konstrukce vektoru pro expresi Vv bakteriich s obsahem
sledu cDNA proapo A=I lidského pavodu: pULB9291

( obr. 2 a 3).

Plasmid pULB9291, pri jehoz expresi
vznika proapo A=I lidského pivodu je moino zkonstruo-
vat tak, Ze se ulozi segment z klonu pULB1609 za ri=
dici oblast promotoru PL lambda, jak je zndzornéno na
obr. 3. Konstrukce tohoto rlasmidu pro expresi vyZzadu-
je syntézu fragmenti DNA, které obsshuji misto ptsobeni
restrikéniho enzymu Ncol, iniciac¢ni kodon ATG pro po-
tatek translace a sled nukleotid®, ktery je kodem pro
aminokyseliny genu se strukturou pro proapo A;I lid~-
ského pavodu az do prvniho mist a plisobeni restricni

endonukleazy Ball, jak je znazornéno na obr. 2.

Pomocny retézec se pripravi synthetic~-
kym Zpﬁsobem ( N.Do Sinha a dalgi, svrchud. Pripravi
se Ctyri syntﬁetické oligonukleotidy; po hybridizaci
jsou kodem pro methionin, odpovidajici iniciaénimu ko~
donu ATG pro poéatek translace, pro 6 aminokyselin,
odpovidajicich propeptidu a pro 14 prvnich aminokyselin
uplného apo A~I lidského pavodu, jak je znazornéno na

obr., 2. Pomocny retézec byl synthetizovan proto, aby




byla na nejniZz$i miru sniZena tvorba sekunddrnich struk-
tur na 5-zak onéeni génu. K tomuto uéelu byly vybrany
kodony, které jsou kodem pro aminokyseliny -6, -1, 1,

3, 4, 5, 6, 7, 10, 11 a 14 tak, Ze neodpovidaji pfirod-
nim kodonim pro tyto aminokyseliny, které je moZino na~

1ézt v ¢DNA klonu pULB1609.

Svrchu uvedeny pomocny fetézec se uiije
pro spojeni fragmentu DNA o 744 pb z plasmidu pULB1609

S promotorem PL lambda v plasnidu pro expresi pULBl22l.

Konstrukce vektoru pro expresi pULBl221
je popsdna v evropském patentovém spisu ¢, 186 643, .
Tato‘konstrukce sestavd ze tii zdkladnich etap, vychazi
se z plasmidu pCQV2. Plasmid pCQV2 je popsan v publika-
ci Ce Queen, J. Mol. R&#¥¥ Appl. Genet, 2 (1983), 1~10

a je volns dostupny.

Voiba uréi tého vektoru neni zavazna.
Je moino uzit jakykoliv jiny vektor, ktery obsahuje pro-
motor a ofed nim prislu$né misto pro pdsobeni restriké-
niho enzymu -NcoI. NavdZe se pribliZiné O,l/ug svrchu po-
psanych synthetickych fragmenti plisobenim DNA-ligazy T4
na priblizné 1 /U8 fragmentu BalI-PstI o 744 pb z plas-
midu pULB1609 a priblizné 1 /N8 vektoru, kterym je plas~

mid pULB1221, rozstépeny Ncol a Ball.




Pred uskuteénsnim vazby se fragment
BalI-PstI o 744 pb zpracovava plsobenim T4 DNA=-polyme-
razy, Ze se zakondeni zméni na 3<vazna zakonleni. Ten-
to postup je v oboru anadm a byl bopsén v publikaci

T. Maniatis a dal§i, uvedené svrchu,

Po amplifikaci v_pfisluénych hostitel=-
skych bunkach kmenéLAR58 E. coli byly rekonstruované
plasmidy charakterizovany analyzou restrikénich mist a
stanovenim sledu DNA synthetickych fragment( a mist
spojeni, Jeden z rekombinantnich plasnidi, pULB9291
splnoval vSechna kriteria, protoZe obsahoval vSechny
fragmenty ve spravném poradi a sméru, tento plasmid

byl pouzit pro studie exprese.

3. Konstrukce vektoru pro expresi v bakteriich s obsa=-
hem sloZeného sledu pro beta-galaktosiddzu a pro

lidsky proapo A-I: plasmid pULB9296 ( obr. 4),

Pri této konstrukci se sled DNA, ktery
je kodem pro lidsky proapo A-I ulozi pred sled DNA,
kter§ je kodem pro beta-galaktosidazu ve spravném po=-
tadi a s timto sledem se spoji. Gen pro beta~galakto=

sidédzu se nachazi v plasmidu pro expresi v E. coli



pUR28S, ktery je volné dostupny, byl popsédn v publikaci
U. Ruther a B. Muller-Hill, EMBO J., 2 (1983), 1791~
1794 a nese promotor lac Vv uéinné formé a mimoto obsa=
huje prislus$nd restrikéni mista pro sled beta~ galak=~
tosidazy. Prislu$ny rekombinamni plasmid se zkons tm=
uje tak, jak je znazornéno na obr. 4, Predevsim se DNA
plasmidu pUR288 roz&tépi pasobenim enzymu BamHI, pak se
zpracoiévé piisobenim T4-DNA~-polymerazy, nateZ se zno=
vu rozstépi enzymém Sall., Pak se postupné izoluje
fragment o velikosti 805 pb =z plasnidu pULB9291 s&té-
penim p&sbbenim restrikéniho enzymu KpnI, pflisobenim
T4-DNA—polymerézy a nakonec $§tépenim restrikiénim enzy-
mem Sal.I. Oba fragmenty se navazi v moldrnim poméru
pisobenim T4~-DNA-ligézy a ziskany plasmid se uZije k
transformaci hostitelskych bunék kmene JM101 E. coli,
co? je volné dostupny kmen ATCC ¢. 33 876. Ziskané
transformanty se ov&fi analyzou pisobenim restrikénich
enzymt k prikazu sprdvné orientace sledu pro proapo A-I
lidského pivodu vzhledem ke genu pro beta=galaktosida-
zu a na piitomnost mista pro plsobeni restrikéniho en=
vzymu BamHI, které je rekonstruovano ve spojeni obou .
uvedenych sledd. To znamend, Ze sled, ktery je kodem

pro poapo A-I lidského piivedu je zarazen pred sled




pro beta-galaktosidazu ve spravné fazi. Jeden z trans=-
formantt, obsahujici plasmid pULB9286 splnoval v§echna

kriteria a byl pak pouzit pfi studiich na expresi,

4, Konstrukce plasmidu pro expresi u kvasinek pULB9298,
ktery pbsahuje sled DNA, ktery je kodem prOrproapo-A-i

lidského otvodu ( obr. 5).°

Pri této konstrukci se sled cDNA, ktery
je kodem pro proapo A-I lidského plivodu klonuje mezi
signalem promotoru a terminaéniho kodonu v plasmidu
pro expresi u kvasinek. K témto pokusim byl vybrédn bek=
tor pro expresi u kvasinek pRIT10774. Konstrukce plas=
midu pro expresi pRIT10774 je popsdna v evropské pa-
tentové prihlasce ¢&. 151 102. Tento vektor byl zkon=-
struovan na jedné strané z plasmidu pRIT 10749, uloZe=-
ného ve sbirce ATCC pod &islem 39133 podle Budapestské
ﬁmluvy a nadruhé strané z vektoru YEpl3 pro E~ coli=-
éaccharomyces cerevisiae, ktery byl popsdn v publikaci
J.R. Broach a dal%i, Gene, 8 (1979), 121~133, a kte-
ry je dostupny ve sbirce ATCC'pod gislem 37 1154 Vek=

tor pRIT 10774 je schopen replikace v E, coli i v kva=




sifkidch a nese promotor e terminator transkrioce orni=
rhinkarbamoyltransferiazy (ARG3), ktery je oddéleny
jedinym mistem pro pﬁsobehi restrikéniho enzymu BamHI,
vhodnym pro vélenéni cizorodé DNA spolus prislusnym
iniciat¢nim kodonem ATG pro podatek translace. Mimoto
obsahuje vektor sledy 2/)u kvasinek, metabolické znale«
ni pro selekci v kvasinkéach a znadéeni AmpA pro selekci
po transférmaci E. coli timto vektorem. Neni tovSak
jediny vektor, jehoZ by byloc moZno uzit pro domazeni
exprese proapo A-I lidského pivodu v kvasinkach. Je
zasadns moZno uzit jakykoliv jiny vektpr pro kvasinky,
ktery obsahuje ridici signadly a jeho pouziti pak pove=
de k ziskani kvalitativné obdobnych vysledkl., Konstruk-
ce, ktera je znazornéna na obr. 35 se provadi nasledu-
jicim zpisobem: DNA z plasmidu pRIT10744 se linearizu-
je pisobenim restrikéniho enzymu BamHI a pak se na ni

pisobi T4 polymeradzou DNA.

Dale byl izolovan z plasmidu pULB9291
pitsobenim restrikénich endomukleaz Asp 718 a Sall frag~
ment DNA o velikosti 810 pb a tento fragment byl pak
podroben pisobeni T4 polymerdzy DNA. Tento fragment
je kodem pro proapo A-I lidského plcovu a soutasné ob=~
sahuje i iniciac¢ni kodon ATG pro poctatek tramslace.

Oba fragmenty, ziskané svrchu uvedenym zpusobem se




vzajemné navazi v ekvimolarnich pomérech plsobenim
T4 DNA-ligazy a ziskand smés se pouzZije k transforma=-
ci prislusnych bundk E. coli Kmene MM 294. Transfor-
manty se sleduji pbmoci restrikéni analyzy, aby bylo
moZno ovérit sprdvnou orientaci sledu DNA pro proapo
lidského ptvodu vzhledem ke sledu promotoru ARG3, Je=
den z transformantd obsahoval rekombinantni plasmid
pULB9299, ktery splnoval véechny poZadavky. Tento plas-
mid pUL89299 byl schopen amplifikace v E. coli a pak
byl pouiit'k transformaci sferoplastl kvasinky Sacchaw
romyces cerevisiae, kmen 10S44c (pep4=3, leu2-3,
leu2=112) podle svrchu uvedené publikace T. Cabezona
a dal&ich.

Pouziti kmene Ic 1679d ( ATCC &. 20631)
vedlo k ziskani kvalitativné obdobnych vysledki. Trans-
formaty kvasinek pak byly zkoumdny na schopnost ex=-

prese proapo A~I lidského phvodu.

5, Konstrukce vektoru pro pouziti u bakterii s obsa-~
hem sledu DNA pro proapo A-I lidského pivodu:
pNIV161l2 ( obr. 64, 6B, 6C).



Pri provadéni této konstrukce se sled
DNA, ktery je kodem pro proapo A-I lidského phvodu
zaradi ve spriavné fazi ia sled DNA signalniho peptidu
bilkoviny OmpA z E. coli. K tomuto sledovagi byl vy~-
bran vektor pro sekreci pIN-III-ompi-2, popsany v pu=
blikaci J. Ghrayeb a daldi, EMBO J. 8 (1984), 2437~
2442, Tento vektor a timto vektorem transformovany kmen'
E. coli JA221 jsou dostupné na pozaddani v Department
of Biochemistry of the State University of New Yourk

(Stony Brook),

Tento vektor pro sekreci obsahuje Qelmi
ﬁéinny promotor lpp ( lipoprotein), frament promotoru-
operatoru lac, sled lacIl represoru lac a prislusna
mista pro piisobeni restrikénich endonukleaz, uloZena
bezrﬁostfedné za sledem, ktery je kodem pro signalni
peptis genu ompA.Pfisluény rekombinéntni plasmid je
mo#no gkonstruovat zpisobem, ktery je zndzornén na obr.
6A, 6B a 6C. V prvni fadé se vektor pro sk sekreci
pINnIII-ombA-z linearizuje pfsobenim restrikéniho en-
zymu EcoRI a pak se pdrobi pisobeni T4~DNA-polymerazye
Pak se z plasmidu pULB9291 vyjme fragment o velikosti

805 pb tak, #e se postupné pisobi restrikénimi endo=




nukledzami KpnI a Sall, nafeZ se na ziskanou smés pu=
sobi T4=-DNA-polymerazou. Uvedeny fragment je kodem pro
proapo A-I lidského plGvodu a obsahuje iniciac¢ni kodon
ATG pro podatek translace.Oba takto ziskané fragmenty
se navzajem navazi v ekvimoldrnim poméru pisobenim T4~
DNA-ligazy a tgkto;ziskané smés ée pak pouzije k trans=
formaci prislu®nych bunék kmene JA221 E. coli, pésto-
vanych na Zivném prostredi M9, popsaném v publikaci
J.H. Miller, " Experiments in Molecular Genetics",

Cold 3pring HérborLaboratory, Cold Spring Harbor, New
York 1972, str. 431. Prostfedi obsahuje 20 mg/l T,yp=-
tofanu, 20 mg/l leucinu, 2g/1 laktozy a 50 mg/l ampi=-
cilinu. Ziskané transformanty se podrobi selekci pod-
le své odolnosti proti ampicilinu a pak se tiidi pri
pouziti oligonukleotidu s obsahem 18 bazi. Jde o synthe-
ticky oligonukleotid, ktery byl pouzit také pri synté=

ze pomocného Fetézce, jak je znadzornsno na obr.2,

Transformanty, které byly ziskany se-
lekci se pak podrobi kontrole analyzou svého sledu
piisobenim restrikénich endonukledz k ovéreni spravné
orientace sledu DNA pro proapo A-I lidského ptvo du
vzhledem ke sledu DNA, ktery je kodem pro signalni pep-

tid, obsaZeny ve vektoru pro sekreci ( v misté spojeni




obou sled je rekonstitucvano misto pisobeni restrikce-
niho enzymu EcoRI). Jeden z transformantd nese rekom-
binantni plasmid, ktery splnuje v&echny pozadavky.
Rizenou mutagenezou se pak odstrani prebgtecny sled,
ktery pochdzi z konstrukce pomocného retézce a ktery

je v nasledujicim nukleotidovém sledu podtrzen:

5°= GTA GCG GAG GCC GCT GAA TTC ATG AGA CAT TTC TGG 3°

Val Ala Gln Ala Ala Glu Phe Met Arg His Phe Trp

aa_g
K tomuto udelu se konstruuje ndsledujici oligonukleo=

tid s obsahem 24 bazi

signdlni peptid-~f=~----- proapo A~I

5° GTA GCG GAG GCC AGA CAT TTIC TGG 3~
Val Ala Gln Ala Arg His Phe Trp
zbaveny 12 pfebyte®nych bazi a tento sled se pak uZije

k odstranéni prebyteiného sledu s obsahem 12 bazi z

pomocného retézce.




K provedeni mutegenezy se uZzije Amerse
hamova systému. Tento systém je zalozen na postupu,
ktery byl uveden v publikaci F. Eckstein a dalsi, Nuc=
leic Acids Res, 13, (1985), 8765-8785. Tento postup
poskytuje vysoké Qitéiky a jeho celkova uéinnost je

az 95 %o

V prvni fadé se ta oblast DNA, ktera
ma byt podrobena mutagenezi klonuje ve vektoru M1l3.
K tomuto uéelu se véleni fragment DNA mezi misty pl=
sobeni reétrikénich enzymi XbaI~Ball rekombinantniho
plasmidu pIN~III-ompi~2, ktery obsahuje gen pro proapo
A-I do vektoru M13mpl®, rozS$tépeného pisobenim rest-
rikénich endonuklééz Xbal a HindII. Vektor M12mplS
se beZné dodava a je mozno jej ziskat na objednavku
(Amersham, Buckirhamshire, Velka Britanie). Pak se
6ligonukleotid s obsahem 24 bazi, ziskany mutagenezou
hybridizuje s matrici s jednim Fetézcem a prodlouzi
se pri pouziti Klenowova fragmentu DNA~polymerazy za
pritomnosti T4~DNA-ligdzy za vzniku heteroduplexni

mutanty.

Selektivni odstranéni nemutovaného

sledu je mozno provést vélenénim thionukleotidu do




mutovaného sledu v pribshu syntézy in vitro s néasled-
nym &tépenim Fetézce, ktery neobsahuje fosfothionat
pisobenim restrikéni endonukledzy NCil. Tento Fetézec
obsahuje misto pro §tépeni exonukleazou III, ktera
nemutovany retézec roz&tépi. Mutovany retézec se tedy
uzivad jako matrice pro rekonstrukci cirkuladrni moleku-
ly s dvéma retézci, ¢imZ dochazi ke vzniku homoduplex=
ni mutované molekuly. Pribéh mutagenezy je moino ové-
fit analyzou sledu mezi signdlnim peptidem a podatkem
genu, ktery je kodem pro proapo A-I. Rekombinantni |
plasmid pNIV1612 se rekonstruuje tak, Ze se navazZe
fragment vektoru pIN-III-ompA=2 po étépeni'restrikéni~
mi enzymy Xbal a HindIII s fragmentem po Stépeni enzy-
my XbaI-BaiI, ktery byl zbaven 12 prebyteinych bazi

a s fragmentem genu pro proapo A~I po Stépeni enzymy

Ball a HindIIT,

VSechny tii fragmenty se navaii plso-
benim T4=DNA-ligazy a zdskand smés se uzije k trams=-
formaci prislusnych bunék E. coli kmene 14221, jak
jiZ bylo uvedeno svrchu, Ziskané transformanty se po-
drobi selekeci na svou resistenci proti ampicilinu a

pak se tiidi pzi pouziti oligonukleotidu s obsahem 18




bazi, jak jiZz bylo svrchu uvedeno., Jeden ze ziskanych
transformant® obsahuje plasmid pNIV1612 . Jde o rekom=
hinantni plasmid, v jehoZz konstrukci Jje uloZen sled,
kter§ je kodem pro signalni peptid ompA pfed uplnym
sledem pro‘proapO'A~I bez iniciac¢niho kodonu ATG, jak
je znazornéno na obr. 64, 6B a 6C, Tékto ziskané transe
formanty E. coli se pak sleduji na svou schopnost ex-

prese lidského proapo AxI.

6., Konstrukce vektoru pro prenos pro vilenéni sledu

cDNA pro lidsky proapo a-I do bakuloviru:

pNIV1613, obr. T.

Plasmid pNIV1613, ktery obsahuje sled
DNA, ktery je kodem pro lidsky proapo A~I je moZno
zkonstruovat tak, Ze se ulozi retézec z klonu pULBS291
pied polyhedrinovy gen bakuloviru, jak je zndzornéno
na obr. 7. Pri téchto pokusech bylo uZito vektoru pro
_prenos pACRP6 bakuloviru, ktery byl popsdn v publikaci
Y. Matsuura a dal$i, J. Gen Virol, 67, (1986), 1515~

1529, Tento plasmid je moZno ziskat z Department of




Microbiology and Immunology university v Ottawé.
Plasmid obsahuje promotor polyhedrinového genu ag

do nukleotidu =7 ve svém signdlnim sledu na 5~zakon=
¢eni. Chybi mu kodon ATG polyhedtinového genu a prvnich
170 nukleotidd sledu, ktery je polyhedrinovym genem.
Piisludné misto pro &tépeni restrikénim enzymem BamHI
je uloZeno pred nukleotidem -7. Konstrukce, ktera je
zndzornéna na obr, 7 se realizuje nasledujicim zplsobem:
DNA plasmidu pAcRP6 se linearizuje pisobenim enzymu
BamHI., Pak se vyjme frasment DNA o velikosti 810 pb

z nlasmidu pULB9291 plsobenim restrikCnich enzymi
Asp718 a Sall, Tento fragment je kodem pro proapo A-I
lidského ptivodu a obsahuje iniciaéni kodon ATG pro po-
gatek translace., @kss Oba fragmenty se v ekvimoldrnim
poméru smisi a podrobi plsobeni T4~-DNA~polymerazy, na-
vazi se plsobenim T4-DNA-ligdzy a pak se uziji pro
transformaci pfislusnych bunék E. coli kmene AR58.
Transformanty, které se timto zplisobem ziskaji, se pod-
robi selekei na svou resistenci proti ampicilinu a pak
se tifidi pri pouziti synthetického oligonukleotidu s

32?, jak je znadzornéno na

obsahem 35 bazi, znaceného
obr. 2, ktery odpovida &asti sledu DNA, ktery je ko=

dem pro proapo A-I lidského pivodu, naceZ se provede




kontrola analyzou sledu DNA pii pouZiti restrikénich
enzymt k ovéféni sprdvné orientace sledu DNA, ktery je
kodem pro lidsky proapo A=I vzhledem k promotoru poly=-
hédrinového genu. Jeden z takto) ziskanych transforman=
td obsahuje rekombihantni plasmid pNIV1613, ktery odpo=
vidé témto pozadavktm. Tento plasmid se pak uzije 'k po~

kusim na expresi.

7. Produkce proapo A-I lidského phvodu transformovan ymi

mikroorganismy

20 ml kultury kmene AR58 nebo JM10l
E. coli, transformované plasmidem pULB9291 nebo plas~
midem pULB9296 se péstuje na bohatém Zivném prpstfedi,
doplnéném 50 /ug/ml ampicilinu ( Zivny bujon LB, pod-
robnosti jsou uvedeny ve svrchu zminéné publikaci Te
Maniatise a dalsich). Bunky se péstuji az do optické
hustoty 0,6 pfi 630 nm, V pfipadé plasmidu pULB9291
se indukce promotorem PL lanbda uskuteéni tim, Ze se
kultura nejprve péstuje pri teplote v rozmézi 30 az
42° C tak, aby do$lo k inaktivaci represoru promotoru

P, lambda, tak jak je uvedeno Vv publikaci M.Rosenberg

L




a dalsi, Methods Enzymol, 101, (1983), 123-138, In~-

tasa—

dukce se provadi celkem 20 minut.

V pripadé plasmidu pULB9296 se prova-
di indukce promorotu lac tim zpisobem, Ze se ke kul~-
ture, inkubované pri teploté 37° ¢ pridd chemicky in=
duktor IPTG ( isopropyl-beta-D-thiogalaktosid) aZ do
dosazeni koneiné koncentrace 1 mM ( podle svrchu uve=
dené publikace R- Lorenzettiho a dalsich). Indukce se

v tomto pripadd provadi 60 minut.

20 ml kultury kvasinkovych bunék kmene
10S44c, transformované plasmidem pULB9299 se péstuje
pfi teploté 30° c v prostifedi pro péstovani kvasinék
(Difco) s obsahem dusikatych bazi a } % glukozy tak
dlouho, a? je dosazeno optické hustoty 0.3 pri 630 nm,
V tomto pripadé neni zapotfebi pouzit Zadné indukce,
protoze v tomto zvla&tnim pripadé je exprese konstitu=

tivni.

Pak se odeberou vzorky takto ziskaného
materidlu o objemi 1 ml a tyto vzorky se odstredi 5
minut pfi 15 000 g. Pak se ziskana usazenina rozrusi
pisobenim vrouciho dodecylsiranu sodného (DSS). Pak

se usazenina znovu uvede do suspenze v 50 /ul pufru




obsahujiciho DSS ( 50 mM Tris-HC1 o pH 6,8, 2 % DSS,

6 M moloviny, 5 %>2-merkaptoethanolu a 10 % glycerolu)
a pak se smés zahriva na teplotu varu 100°C celkem 3
minuty. Pak se extrakty odstiedi pfi 15 000 g celkem

10 minut. Tim jsou vzorky piipraveny k provadéni ana=
lyzy elektroforézou na polyakrylamidovém gelu o koncen~
traci 15 % nebo 7,5 % za pritomnosti DSS za denaturale
nich podminek ( svrchu uvedend publikace Laemmliho a

daléich).

Po ukonéeni elektroforézy se polyakryl=
amidové gely promyji 40 ml destilované vody a pak 46 ml
pufru s fosforeénanem sodnym o koncentraci 50 mM a o
pH 7,5. Pak se bilkoviny elektrickym zplisobem prienesou
z gell na listy nitrocelulézy v pribdhu dvou hodin pri
pouziti napéti 60 V a proudu 1,5 A v tomtéz fosfatovém
pufru ( svrchu uvedend publikace T, Cabezona a dalSéch).
Listy nitroceluldzy se pak nasyti 1% albuminem v 50 m
pufru s fosforeénanem sodnym o pH 7,5, natez se inkubyi
pri teploté mistnosti pfes noc za pritomnosti kralidi-
ho séra s obsshem protildtek proti apo A~I lidského
piivodu v Ffedsni 1/500 ( a za pritomnosti monoklondlnich

protilatek proti beta-galaktosidaze my$§iho pivodu v pri=




padé plasmidu pULB9296), a to v tomtéZ pufru, ktery byl

zbaven albuminu,.

Listy nitrocelulozy se pak pétkrat pro-
myji 40 ml téhoZ fosfatového puffu a pak se inkubuji
ve 40 ml fosfatového pufru, ktery obsahuje 10 /ug/ml
kozi protilatky proti protildtce krdlika ( nebo proti
protilatce my£i), a oznali se peroxidézou. Po &tyrech
hodinach inkubace pri teploté mistrnosti se listy nitro=
ce1ulozy znovu pétkrat promygl 40 ml fosfatového pufru
a .pak se vyviji pridénim 50 ml chiomogenniho substratu
( 10 mg diaminobenzidinu, 100 /ul paroxidu mocoviny a

koncentraci 10 % a 100 mM tris-HCl o pH 7,6.(.

V pripadé plasmidd pULB 9291 a pULB9299
je mozno nalézt jediny produkt, ktery reaguje s proti=-
latkami proti apo A-I lidského plivodu. Tento produkt ma
molekulovou hmotnost, ktera odpovida molekulové hmot-
nosti vzorku prirodniho apo-A-I lidského plvodua. V pri=
padé plasmidu pULB9296 je moino prokazat sloZeny poly~.
peptid, jehoZ velikost odpovida predpokladané velikosti
polypeptidi beta-galaktosidazy a proapo a~I lidského
piivodu ( 144 kjednotek), tento sloZeny polypeptid rea-

suje se sérem s obsahen protilatek proti apo A-I lid-




ského pfivodu a se sérem s obsahem protildtek proti beta-
galaktosiddze. Rozméry uvedenych latek byly stanoveny
piredbéZnd pomoci kalibraénich krivek, zaloZenych na
migraci rGznych vzorkd s odlisnymi molekulovymi hmot~
nostmi pri pouziti tychz gelﬁ, které byly uiity pro zpra~

covani molekuldrnich extraktie.

V dal&im pokusu bylo péstovano 20 ml
kultury kmere E. coli JA221, transformované plasmidem
pNIV1612 v bohatém prostredi, doplnéném 50 /ug/ml Ay %
ampicilinu ( Zivny bujon LB, svrchu uvedena publikace
T. Maniatise a dalsich) aZ do dosaZeni optické husto-
ty 0,6 prfi 630 nm, Indukce promotoru lac byla provadé~
na tak, Ze ke kultufe, inkubované prfi teploté 37° ¢
byl priddn chemicky induktor IPIG ( isopropyl~beta-
D-thiogalaktosid) aZ do konelné koncentrace 2 mM. In-
dukce byla provédén?) 60 minuts Pak byly odebrany vzor-
ky téchto kultur o objemu 1 ml a tyto vzorky byly odst-
tedovany pri 15 000 g celkem 5 minut, Ziskana usazeni-
na byla podrobena osmotickému Soku, aby bylo mozZzno od-
dslit periplasmatickou frakci, postup byl uvgden v pub-
likaci D, Koshland a D, Botstein, Cell 20, (1980),

746 - 760, Uvolnéna frakce se znovu uvede do suspenze




ve svrchu uvedeném pufru s obsahem DSS, aviak bez mo=-
¢aviny, smés se uvede na teplotu varu, pak se odstre=-
di a podrobi se elektroforéze na polyakrylamidovém £
gelu o koncentraci 12,5 % za pritomnosti DSS, nacez

se po elektroforetickém prenosu provadi detekce imuno~
logickym zplsobem. Frakci proapo A-~I, synthetizovaného
timto zplsobem je moZmo prokdézat v»buﬁkéch, avsak ni=-
koliv v periplasmé, Tento jev je pravdépodoyné zpaso~
ben tim, Ze nedochazi k sekreci proapo A~I. Je také
moZzné, e nebyla zvolena optimdlni uéinnost osmotickéw-
ho Soku., Hlavni frakci proapo A=l jé mozno volné proka=-
zat v prostredi po provedeni osmotického Soku, cozZ

znamena, Ze do$lo k sekreci této bilkoviny bunkami.

8, Produkce proapo A-~l lidského plvodu hmyzimi bunkami,

infikovanymi bakulovirem

Rekombinantni plasmid pNIV1613 byl u~
7it spolu s kmenem, ktery je reservoarem bakuloviru k
spoleéné infekci bundk Spodoptera frugiperda ve tkano=
vé kulture., Tfidénim rekombinant viru, zbavenych po=-
lyhedrinu byly ziskany rekombinantni plaky. Rekombi=-

nantni virus, ziskany ¢is$ténim z jednoho plaku, se pak




uzije k infekci hmyzich bunék. Tento postup je v obo=- -
ru dobfe znam a byl podrobné popsan v publikaci M.D,
Summers a GeE. Smith, “Manud of Methods for Baculovirus
Vectors and Insect Celi Culture Procedures", Texas Uni~
versity College Station, (1987). Rekombinantni virus
byl zkoumadn na svou schopnost prosukce proapo A=-] imu~
nologicky po elektroforetickém prenosu élektroforézou
na 12,5% polyakrylamidovém gelu za piritomnosti DSS¢ po
rozrufeni bunék pisobenim pufru RIPA ( 0,05 M pufru
Tris=HCl o pH 7,2 s obsahem 0,15 M NaCl, 1 % Tritonu
X100, 0,1 % DSS, C,l % desoxycholatu sodného a 1 mM
fenylmethylsulfonylfluoridu (FPMS)) s naslednym pliso~
benim vrouciho DSS. Bylo moino prokazat jediny produkt,
ktery reagoval s protilatkami proti apo A=~I lidského
pivodu, Tento produkt mél molekulovou hmotnost, ktera
odpovidala molekulové hmotnosti standardniho vzorku
prirodniho lidského apo &-I. Bilkovina, k jejiZz expresi
do&lo, tvorila hlavni sloZku celkovych bilkovine Kone
centrace proapo A~=I v 1 litru kultury, mérené jedno=
duchou radialni imunodifuzi ip&sobem podle publikace

G. Mancini a dal i, Immunochem, 2, (1965), 235 ~ 25%

byla pfibliznd 100 mg.




9., Cytoplasmaticka produkce lidského proapo A=I1 v E.

coli., Pouziti minimdlniho definovandho prostredi,

Plasmid pULB9292 byl uzZit pro cytoplas=
matickou produkci proapo A~I lidského plivodu mikroor-
ganismem E. coli v prostredi, oznaleném jako minimélni,'
jehoZ sloZeni bude dadle uvedeno. Plasmid pULB9292 je
moZno zkonstruovat tak, Ze se vyméni fragment po Stépe~
ni enzymy EcoRI a NcoI plasmidu pULBS291, ktery je ko=
dem pro promotor PL lambda za fragment, ziskany z pias-
midu pOTS rovnéZ &tépenim pomoci enzymu EcoRI a Ncol
pode publikace M. Rosenberg a dals§i, Methods Enzymol,
101, (1983); 123 -~ 138, Fragment plasmidu pO0TS, ziskany
§tépenim pomoci enzymi EcoRI a Ncol a popsany v publi-
kaci G. Devare a dal§i. Cell, 36, (1984), 43 = 49 ob-
sahuje rovnéz promotor PL fagu lambda, ktery je ﬁéinn?

a riditelny. Pak se péstuje ma dale definovaném ﬁini«
malnim prostfedi 20 ml kultury kmene ARS8 mikroorganis=-
mu E. coli, transformovanédho plasmidem pULB9292,
Minimdlni prosttedi obsahuje na 1 litr nésledujiéi mnoz~
stvi jednotlivych sloZek: 3 g NaQHP04. 2 H20, 3 g

KH,PO,, 0,5 g NaCl, 1 g NH,Cl, 1,37 mM Y4gSO,. 7 H

2" 747 4 2
29,5 /uM FeCl3 s 6 HQO, 236 /uM MnSO4 ° H20, 10 g glu=~

0,



kézy, 1 mg vitaminu B,, 50 mg ampicilinu, Zivné prost-
tedi LB 1/20 ( objemovy pomér), Bunky se péstuji ve
svrchu uvedeném minimadlnim Zivném prostiedi tak dlouho,
az optickd hustota dosdhne hodnoty 0,5 pri 630 nmd
Indukce promotoru PL lambda se provadi tak, Ze se na
podatku kultura péstuje pfi teplotnim rozmezi 30 °c

az 42°C, ¢imZz dojde k inaktivaci represoru promotoru
PL lanbda, jak bylo popsano ve svrchu uvedené publi-
kaci M. Rosenberga a dalsich, Indukce se provddi cel=~
kem 60 minut, Pak se odeberou vzbrky ziskané kultufy

s objemem 1 ml a tyto vzorky se nechaji projit FrenQ
chovym lisem nebo se odstiedi celkem 5 minut pri

15 000 g. Celkovy ziskany bundény extrakt nebo ziskana
usazenina se pak zpracovavaji pisobenim vrouciho DSS,
tak jak bylo popséino v odstavci 7). Po provedeni e=
lektroforézy a po elektroforetickém prenosu je moino
prokazat jediny produkt, ktery reaguje s protilatkami
proti apo A-I lidského pGvodus Tento produkt mad moler
kulovou hmotnost, kterd je v souladu s molekulovou
hmotnostni standardniho vzorku prfirodniho lidského

apo A-I., Podil proapolipoproteinu A-I, ktery se po

expresi dostal do svrchu definovaného minimalniho Ziv=-




ného prostiedi je 13,5 % celkovych bilkovin, stanove-
ny obsah proapo A-I je priblizné 270 mg na litr kul-

tury.

10. Izolace, ¢idtdni a charakterizace lidského proapo

A-I, produkovaného transformovanymi mikroorganismy

10,1 Izolace a ¢isténi

Surové extrakty takto ziskaného suroveé=-
ho rekombinantniho pEppz proapo A-~I se odstfe&uji
celkem 15 minut pii &5z@€8 4 000 g a usazenina se
odlozi. Supernatant se pak odstifeduje dvé hodiny
pfi 100 000 g, Ziskanad usazenina se znovu uvede do
suspenze v co nejmensim objemu pufru (TEN100), se
slozenim 20 mM Tris~HCl o pH 7,5, 1 mM EDTA, 100 mM
NaCl, 1,75 ,ug/ml FPMS a 100 jug/ml merthiolatu
sodného ( sodné sal kyseliny ethylmerkurithiosali=
cylové), nadei se oddélend upravi objem suspenze
a supernatantu na pavoedni objem extraktu pridéanim
téhoz pufru. Pak se bilkovina vysrazi z obou sus-
penzi piridanim zvy$ujici se koncentrace isopropyl=

alkoholu. Pak se stanovi pri pouziti radidlni imu-



nodifuze, popsané ve svrchu uvedené publikaci

G. manciniho a dalgich frakce bilkoviny, vysraZe=
na z kazdé suspenze, ktera obsahuje hlavni podil
imunologické reaktivity, odpovidajici apo A-I
lidského ptvodu pii pouziti b&Zné dodavaného auten=
tického vzorku lidského apo A-I, Kazda takto zis~
kand frakce se s vyhodou éisti chromatografii na
sloupci pryskyrice Sephacryl S200, jako elucni
¢inidlo se opét uzije svrchu uvedeny pufr. Odebi-
raji se frakce s objemem 0,9 ml a pak se v kazdé

z téchto frakci stanovi pomoci radidlni imunodifuze
mnoistvi celkové bilkoviny, kterd mad imunologickou
reaktivitu, ktera odpovidd imunologické reaktivite
apo A-I lidskc¢ho pivodu, Molekulovd hmotnost bil-
koviny ve frakcich, ziskanych vymyvanim chromato-
grafick ého sloupce se stanovi kalibraci slbupce
pomoci sloufenin se znadmou molekulovou hmotnosti,
jako jsou napfiklad_aldoléza, sérovy albumin skotu,
vajeény albumin, chymotrypsinogen a Cytochrom C,
kalibrace se provadi za stejnych podminek. Cisto=
ta lidského proapo A-I na 1 mg celkové bilkoviny

v hlavnich frakcich, které obsahuji rekombinantni




proapo A~I lidského pGvodu, vyjadreno v mg bilko-
viny se stejnou imunologickou reaktivitou, jakou
ma bézné dodavany vzorek autentického lidského

apo A-~I byla stanovena jako 95 %.

10,2, Charakterizace

10,2,1s Fysikdlni vlastnosti rekombinantniho

proapo A-=I
_—______________—/

V pripadé, Ze se podrobi‘rekombinantni
proapo A~I, CisStény a izolovany ze super=-
natantu a z usazeniny po odstrfedéni pri
100 000 g isoelektrické fokusaci zptsobem,
popsanym v publikaci N.Catsimpoolas, Anal.
Biochem 26 (1969), 54 = 62 pi'i postupné
se zvySujicim pH v rozmezi 4 aZ 6, ziska
se jednotny pas, jehoZ isoelektricky bod
lezi pti pH 4,95. Apo A~I z lidské plasmy
je o néco kyselejsi a jeho isoelektricky
bod lezi pri %y pH 4,75. Celkovy rozdil
mezi hodnotou isoelektrického bodu pro
rekombinantni proapo A~I a pro proapo A~I,

izolovany z lidské plasmy &ini pouze 0,2




jednotky pH, coZz je v dobré shodé s roze-
dilem, ktery je znam pro hodnoty isoelekt~
rickych bodd pro plasmaticky apo A~l a
plasmaticky proapo A-I, ktery byl stano-
ven jako 0,17 jednotky pH podle publikace
G.L, Millis a dalsi, Lab, Tech. Biochem.

M.Olo Biol., L@_; (1984), 244"2450

Pokud jde o molekulovou hmotnost, se=
stava jak rekombinantni proapo A-I z usaze-
niny, tak proapo A-I ze supernatantu z je~
diného polypeptidového retézce, ktery}mé
v obou pripadech stejnou molekulovou hmot~
nost 29,9 & 1,4 kjednotek. Apo A~I 2z lid-
ské plasmy ma o néco men$i molekulu, jeho
molekulovéa hmotnost je rovna 29,3 % 1,3

kjednotek.

10.2.2, 2Zjisténi peptidového sledu pro re-=

kombinantni proapo A~I pfi pouZiti

BNPS~skatolu

cnrer———

Stépeni chemickym zplhsobem bylo pro-
vedeno pri pouziti 3-brom=3-methyl=2-

«/(2=-nitrofenyl)thio/=3H=~indolu, tje.




BNPS~skatolu zplisobem, popsanym v publi-
kaci A. Fontana, Methods Enzymol 25 (1972),
419-~423., 5 az 10 /ue vzorku ¢isSténé bile
koviny se rozpusti ve 100 /ul roztoku fe=
nolu o koncentraci 15 % objemovich ve vode
ném roztoku kyseliny octové o koncentraci
50 % objemovych. Pak se prida 50 /ul roz-
toku s obsahem 4,8 mg BNPS-skatolu na 1 ml
ledové kyseliny octové a smés se inkbuje
72 hodin pfi teploté 25° C. Pak se prida
50 /ul 2-merkaptoethanolu a smés se podru=-
hé inkubuje 5 hodin pii teplots 37° C.
Vzorky se odpafi, znovu se rozpusti ve

100 /ul vody a roztok se extrahuje trikrat
200 /ul ethylacetdtu. Organické faze se
odloZi, vodné faze se lyofilizuji a analy-
zuji elektroforézou na polyakrylamidovém

gelu s obsahem DSS.

V pripadé chemického $tépeni plsobenim
BNPS~skato lu jsou polet a rozméry frag-
menth apo A-I vice nebo méné predem dany,
protoZe za pouZitych experimentdlnich pod~
minek nastava plisobenim BNPS~skatolu se~

lektivni &tépeni za tryptofanovym zbytkem,



Pfi predpokladané 100% uéinnosti $tépeni
v kazdém $tépeném misté je nejvétSim frag-
men tem, jehoZ piitomnost je moZno oceka-
vat, C-termindlni fragment o velikosti
15,4 kjednotek, Molekulovad hmotnost zby~
vajicich fragmentd se pohybuje Vv rozmezi
0,5 aZz 5,3 kjednotek, tyto fragmenty jsou
tedy prilis§ malé pro detekcis

V pripadé neuplného &tépeni miZe bYt\
fragment o velikosti 15,5 kjednotek "pro=
dlouzen" ve sméru Kk N-terminélnimu za=
konéeni, tvori se fragmenty o velikosti
20,7 kjednotek, 23,1 kjednotek a 27,6
kjednotek. Tento jev je moZno pozorovat
jak v pripadé lidského apo A-I z krevni
plasmy, tak pro rﬁzné éiéténé vzorky re-

kombinantniho proapo A=~I.
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ska republika
PATENTOVE MNAROKY

1. ZpGsob vyroby proapolipoproteinu A-I lidského plvodu v vy -
znadcuijieci s e t i m, Z2e se 1) pé&stuje =z=a p¥isludnych

i

podminek bun&&nd kultura nebo mikroorganismus =ze skupiny E. coli,
Saccharomyces cerevisiae nebo bundk Spodoptera frugiperda, trans-
formovany vektorem pro expresi, ktery obsahuje ¥Fet&zec rekombi-
nantni DNA, ktery 3je kédem pro lidsky proapolipoprotein A-I, va-
zany operativnim zpldsobem na ¥idici sled DNA a zavzaly mezi sig-
nidly pro iniciaci a pro ukondeni translace, pricemz ve sledu Ye-
t&=ce rekombinantni DNA, ktery je kédem prc lidsky apolipoprotein
A-I, je vypudtdn fragment p¥rirodniho kddového PFetézce pro amino-

kyseliny -6 a2 +14 a je nahrazen fragmentem DNA

5 -ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTTAAGGAC-
TTG-3

ktery je kdédem pro tytéZ aminokyseliny, pri&emZ tento sled obsa-
huje navic inicia&ni kodon ATG a modifikované kodony pro aminoky-
seliny v polohdch -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 a +12,
&im2 dochdzi ke sniZ%eni nebo vylou&eni tvorby struktur s dvoji-

tym Yetdzcem a 2) takto ziskany lidsky apolipoprotein A-I se i-

zoluje.

2. Zplsob podle ndroku 1, vy zna d¢uijici s e
t { m, 3e veklor pro expresi obsahuje ¥idici sled DNA s obsahen

oblasti promotoru Pi fagu lambda.

3. Zplisob podle ndroku 1, vy zna &uijici s e
t i m, 2e vekbLor pro expresi obsahuje ¥idici sled DNA proc proapo-

lipoprotein A-I lidského plvodu, uloZeny p¥ed sledem DNA pro beta-

galaktosidizu a #idici sled DNA obsahuje oblast lac promctoru.
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4, ZpGsob podle niroku 1, vy zn a & uj { ¢ i = e
t { m , e vektor pro expresi obsahuje Fidici{ sled DNA s oblasti

promotoru a termindtoru transkripce ARG3 =z kvasinek.

e

Zplisob podle ndroku 1, vy zna & uj i ci s e
t 1 m , Ze vektor pro expresi obsahuje ¥{dici sled DNA s oblast i
pro proapolipoprotein A-I lidského plvoduy, prosty kodonu ATG, u-
lo%eny pired sledem DNA pro signdln{ peptid bilkoviny OmpA E. co-
1i, priZem3 ¥{dic{ sled DNA obsahuje oblasti promotoru lpp a pro-

notoru-operdtoru lac.

&. Zpltisob podle ndroku {1, vy zna &uijlec i s e
t { m , Ze vektor pro expresi obsahuje ¥idici sled DNA s oblasti

promotoru polvhyvdrinového genu bakuloviru.

7. Zplisob podle ndroku 1, vy zna & u j i c i s e
tt i m , Z2e jako vekior ©pro expresi se voli rekombinantni plasmid
ze skupiny pULB9291, pULB9292, pULB9296, pULB9299, plNIVietlZ,
pNIV1613.

Advokatm a\pajs fovarkancelsr
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