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Zpiisob produkce eukaryotické alkalické fosfatizy v kvasinkovych buiikach

Oblast techniky

Vynalez se tyka zphsobu produkce eukaryotické alkalické fosfatazy v kvasinkovych bunkach.
Tento zplisob zahmuje kroky: a) klonovani genové sekvence do riznych vektoril, b) transformace
kvasinek, ¢) exprese a d) purifikace alkalické fosfatazy. Ziskan4 fosfatdza ma specifickou aktivitu
vetii nez 3000 U/mg,.

Dosavadni stav techniky

Alkalické fosfatazy (AP) jsou dimerni, zinek obsahujici nespecifické fosfomonoesterazy, které se
vyskytuji v prokaryotickych, a také v eukaryotickych organismech, napf. v E. coli a savcich
(McComb et al., Alkaline Phosphatases, Plenum Press, New York, 1979). Srovnani primarnich
struktur riiznych alkalickych fosfataz ukazalo vysoky stupett homologie (25 az 30 % homologie
AP mezi E. coli a savei, Millan, Anticancer Res. 8, 995 az 1004, 1988, Harris, Clin. Chim. Acta,
186, 133 az 150, 1989).

U Jidi a vyssich Zivotichi obsahuje rodina AP &tyfi Cleny, které jsou lokalizovany v raznych
genovych lokusech (Millan, Anticancer Res., 8, 995 az 1004, 1988, Harris, Clin. Chim. Acta,
186, 133 az 150, 1989). Rodina alkalické fosfatazy zahrnuje tkafiové specificka AP (placentarni
AP (PLAP), AP zarode¢né linie (GCAP) a intestinalni AP (IAP)) a tkafove nespecifické AP
(TnAP), které jsou primarné lokalizovany v jatrech, ledvinach a kostech.

Rozhodujici viastnosti doposud znamych AP je velka variabilita katalyticke aktivity savei AP,
ktera ma 10 az 100 krat vy3&i hodnotu Kgs, nez AP E. coli. Ze savdich AP projevuje nejvy3si
specifickou aktivitu bovinni intestinalni AP (blAP). Tato vlastnost &ini bIAP atraktivni pro bio-
chemické aplikace, jako je naptiklad pouZiti odpovidajicich enzymovych konjugati jako diag-
nostické reagencie nebo pro defosforylaci DNA. Je popsan vyskyt riiznych bovinnich intestinal-
nich alkalickych fosfataz, které maji rizné velikou specifickou aktivitu v EP 0 955369 a v praci
Manes et al. (J. Biol. Chem., 273, &. 36, 23353 az 23360, 1998). Doposud byla popsana rekombi-
nantni exprese eukaryotickych alkalickych fosfataz s nizkou aktivitou (do 3000 U/mg) v riznych
eukaryotickych bunéénych liniich, jako jsou napfiklad buiiky CHO (bIAP I/'WO 93/18139,
Weissig et al., Biochem. J., 260, 503 aZ 508, 1993), buiiky COS (lidska placentarni AP/Berger et
al., Biochemistry, 84, 4885 az 4889, 1987) nebo bakulovirové expresni systémy (lidska placen-
tarni AP/Davis et al., Biotechnology, 10, 1149 aZ 1150, 1992). Byla také popsana exprese aktiv-
n&jiich bovinnich intestindlnich AP (specificka aktivita > 3000 U/mg) v buiikach CHO (bIAP, I,
111 a IV/Manes et al., J. Biol. Chem., 273, &. 36, 23353 az 23360, 1998). Ale nevyhodou exprese
alkalické fosfatazy v téchto expresnich systémech je nizky vyté¥ek exprese, ktery ¢ini rekombi-
nantni produkci obzviasté vysoce aktivni AP neekonomickou.

A&koliv je v principu mozné exprimovat eukaryotické alkalické fosfatazy v prokaryotickych
expresnich hostitelich, jako je naptiklad E. coli (lidska placentarni AP/Beck a Burtscher, Protein
Expression a Purification, 5, 192 az 197, 1994), alkalické fosfatdzy exprimované v prokaryotech
nejsou glykosylovany, coZ je esencialni zejména pro pfipravu enzymovych konjugata.

Podstata vynalezu

V disledku toho je cilem predkladaného vynalezu vyvinout robustni a stabilni expresni systém
pro produkei glykosylovanych eukaryotickych alkalickych fosfataz, které maji vysokou specific-
kou aktivitu, coz diky vysokému vytéZku exprese umoziiuje ekonomickou produkci takové alka-
lické fosfatazy a navic poskytuje enzym, jehoz vlastnosti jsou srovnatelné s nativni alkalickou
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fosfatazou s vysokou nebo nizkou aktivitou (komeréné& dostupna napiiklad od firmy Roche Diag-
nostics GmbH, Biozyme, Oriental Yeast), co se tyée napriklad specifické aktivity a tepelné stabi-
lity.

Predmétem vynalezu je zplsob produkce eukaryotické alkalické fosfatazy v kvasinkovych buii-
kach, jehoz podstata spogiva v tom, Ze se

I) a,)genova sekvence eukaryoticke alkalické fosfatazy klonuje do prvniho vektoru majiciho
gen rezistence pro prvni selekéni marker;

a,) genova sekvence eukaryotické alkalické fosfatazy se klonuje do druhého vektoru majiciho
gen rezistence pro druhy selekéni marker;

piicemz prvai selekéni marker se li§i od druhého selekgniho markeru;

b) kvasinkové buiky se transformuji prvnim vektorem z kroku a;) a transformanty, které
integrovaly gen rezistence pro prvni selek&ni marker a genovou sekvenci eukaryotické alkalické
fosfatazy do genomu se vybiraji riistem na zivném médiu obsahujicim nizkou koncentraci prvni-
ho selekéniho markeru,

¢) pocet kopii genu v buiikach ziskanych v kroku b) se zvy3i n¢kolikanasobnou transformaci
prvaim vektorem, pfiemz nékolikanasobné transformanty se vybiraji ristem na Zivném médiu
pfi zvy3eném selekénim tlaku,

d) nékolikanasobné transformanty z kroku c) se transformuji druhym vektorem z kroku as)
a transformanty, kieré integrovaly gen rezistence pro druhy selekéni marker a genovou sekvenci
eukaryoticke alkalické fosfatazy do genomu se vybiraji rlistem na Zivném médiu obsahujicim
nizkou koncentraci druhého selekéniho markeru,

e) pocet kopii genu v burikach ziskanych v kroku d) se zvy3i nékolikandsobnou transformaci
druhym vektorem, pficemz nékolikanasobné transformanty se vybiraji riistem na zivném médiu
pfi zvyieném selekénim tlaku,

) vyberou se ty klony, které do genomu stabilné integrovaly nékolik kopii genové sekvence
eukaryotické alkalické fosfatazy a geny rezistence pro selekéni markery;

1) v klonech z kroku D)f) se exprimuje genovd sekvence eukaryotické alkalické fosfatazy; a
Iil) alkalicka fosfataza ziskana z kroku II) se purifikuje.

Ve vyhodnych provedenich tohoto zplsobu

—  pouzitd genova sekvence odpovida sekv. id. €. | nebo sekv. id. &. 5: a

~  pouziva se methylotrofnich kvasinek, zejména kvasinkového kmene Pichia pastoris nebo
Hansenula polymorpha.

Vyhodna genova sekvence je DNA sekvence, kierd kdduje eukaryotickou alkalickou fosfatazu,
ktera ma specifickou aktivitu vétsi nez 3000 U/mg a ve specidinich pripadech vétsi nez
7000 U/mg az ptiblizn€ 10 000 U/mg. Napriklad bylo prokazano, Ze podle vynalezu je vyhovujici
DNA sekvence podle sekv.id.C.l1. Obzviasté je vyhodna DNA sekvence s optimalizovanymi
kodony, ktera odpovidd genové sekvenci sekv. id. ¢. 1 na drovni aminokyselin. Optimalizace
kodoni znamend. Ze kazdy kodon napiiklad ze sekv. id. ¢. 1 byl optimalizovan umléenymi muta-
cemi, tj. zménami na Urovni DNA, které ale nemaji Zadny (¢inek na aminokyselinové drovni, aby
se zvysila translace podle pozadavki vybraného expresniho hostitele, coZ ma za nasledek napii-
klad vznik genové sekvence podle sekv. id. & 5. Ale do vektoru je také mozné zavést jiné sek-
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vence ne sekv. id. ¢. 1, které koduji aikalické fosfatazy a jsou volitelné s optimalizovanymi
kodony, jako je naptiklad bIAPIL, III, IV (DE 198 19 962 a EP 0955 369). Pro zpisob podle
vynilezu je obzvla§té vyhodné pouZit genovou sekvenci s optimalizovanymi kodony podle sekv.
id. &. 5. Odpovidajici genova sekvence je pak klonovana do jednoho vektoru nebo n&kolika vek-
tord, které pak jsou vybirany v zavislosti na transformovaném hostiteli.

Methylotrofické kvasinky, napt. Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, a také dalsi kvasinky,
jako je napiiklad Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica nebo Schizosaccharomyces
pombe, jsou obzvlasté vhodné jako kvasinkovy hostitel. Odbornikovi jsou znamy vhodné vekto-
ry, jako jsou napiiklad pPICTaA, plIC9K, vektory Yes, pTEF1/Zeo, pYDI (napf. Invitrogen).
Expresni vektor, ktery je takto vytvofen, je vyhodné transformovan do riiznych kmenli Pichia
pastoris a stabilng integrovan do genomu. Stabilni integrace do kvasinkového genomu ma vyho-
du, e béhem nasledné produkce napiiklad eukaryotické vysoce aktivni alkalické fosfatizy ve
velkoobjemovych fermentech neni vyzadovéan selek&ni tlak. Stabilni integrace do genomu zna-
mena, e expresni vektor je zaveden do genomu napfikiad Pichia pasteris prostiednictvim
homologni rekombinace a je tedy dédiéné pfenaden jako permanentni sloZka z generace na gene-
raci (Cregg, J. M. et al., Mol. Cell. Biol., 5, 3376 az 3385, 1985).

V methylotrofickych kvasinkach byl podet kopii genu zvySen mnohonasobnou transformaci za
souc¢asného zvyiovani selekéniho tlaku vhodnym selekénim markerem, napf. antibiotikem, jako
je naptiklad Zeocin® nebo Genticin (G418) nebo auxotrofnim markerem, ve kterém mohou pfezit
pouze ty klony. které integrovaly stabilné nékolik kopii expresniho vektoru do genomu. Aby byly
rezistentni na vy38i koncentrace antibiotika pouzitého jako selekéni marker, je nutné, aby klony
produkovaly stoupajici mnozstvi proteinu. To miize byt dosazeno napfiklad mnohonasobnou
integraci expresniho vektoru, ktery obsahuje gen rezistence na antibiotikum pouzité jako selekéni
marker navic k expresni kazeté pro vysoce aktivni alkalickou fosfatazu.

Cile ekonomické produkce eukaryotické alkalické fosfatazy v robustnim a stabilnim expresnim
systému s vysokym vytéZkem exprese nemiize byt dosaZeno, dokud nebudou kombinovina opat-
feni (a) az (f). Tudiz napfiklad transformace kmenu X-33 Pichia pastoris expresnim vektorem,
ktery obsahuje gen bIAPII podle sekv. id. €. 1, nevede bez téchto opatieni k Zidoucimu vysledku
(viz pkiklady | a 2). Ackoliv tento proces umoinil vyznamné zvySeni vytéZku exprese ve srov-
nani s expresi bIAPII v buikach CHO (Manes et al., J. Biol. Chem., 273, €. 36, 23353 az 23360,
1998), neposkytl ekonomickou produkcei rekombinantni alkalické fosfatazy.

Jedno z nezbytnych opatfeni zpisobu podle vynalezu je syntéza genové sckvence s optimalizova-
nymi kodony. Kompletni syntéza de novo genu dlouhého pfiblizné 1,5 kb, ktery koduje eukaryo-
tickou vysoce aktivni alkalickou fosfatazu, byla nezbytna, aby se optimalizoval kazdy kodon pro
expresi v kvasinkach. Bylo moné optimalizovat kazdy kodon, jak bylo vyZzadovano, retranslaci
aminokyselinové sekvence eukaryotické vysoce aktivni alkalické fosfatazy podle sekv. id. €. 4
(bIAPII) a s pouzitim degenerovaného kodu. Za timto Glelem byl gen rozdélen na 28 oligo-
nukleotidil, které byly dlouhé 54 az 82 nukleotidii. Oligonukleotidy byly navrzeny jako stfidave
sekvence fragmentd 5 a 37 koncil sense vlakna a antisense viakna, které se komplementarng
piekryvaly se sousednimi oligonukleotidy. Piekryvajici se Gisek byl pokazdé vybran tak, aby bylo
velkou mérou zabranéno nespecifické vazbé v priibéhu nasedani primert v nasledné reakci PCR.
Oligonukleotidy na 5" a 3” koncich genu byly opatfeny misty rozpozndvani pro restrikéni endo-
nukleazy v protisméru a po sméru od kddujici oblasti, které mohly byt pouzity pro pozdéjsi
inzerci syntetického genu podle sekv. id. &. 5 do expresnich vektorG. Tedy v protisméru bylo
zavedeno misto rozpoznavani pro restrikéni endonukledzou EcoRI a po sméru bylo zavedeno
misto rozpoznavani pro restrikéni endonukledzu Asp718. Sekvence oligonukleotidii jsou ukazany
v sekv. id. &. 6 a2 33.

Syntéza genu byla provadéna prostiednictvim reakce PCR. Za timto delem byla kédujici oblast
nejdiive rozdélena na tii segmenty (oligonukleotidy 6 az |5, 16 az 23, 24 az 33) a tyto segmenty
byly vytvateny v oddélenych reakcich PCR. Béhem syntézy genu pomoci reakce PCR s pouZitim
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prekryvajicich se komplementarnich oligonukleotidl je genovy fragment po krocich prodluzovan
za vzniku kompletniho produktu, ktery je pak amplifikovan v dalich cyklech. Teplota pro nase-

T

dani primerd v tomto procesu zavisi na piekryvajicim se aseku s nenizii teplotou tani.

Tii segmenty pak byly analyzovany elektroforézou na agarézovém geln, produkty, které mély
otekavanou délku, byly izolovany z gelu pomoci soupravy pro extrakci z gelu QIAquick gel
extraction kit (Qiagen) a syntetizovany v dalsi reakci PCR, aby vznik] kompletni genovy produkt.
V tomto procesu byla reakce PCR provadéna v prvnich 5 cyklech bez pfidani primeri na 5° konci
a na 3" konci celého genu, takze zpocatku bylo z téchto tfi segmentd vytvofeno pouze nékolik
fragmentd genového produktu, ktery mél ofekavanou délku. Teplota pro nasedani primeri zavi-
scla na prckryvajicim se dseku s nejnizsi teplotou tani. Pak byly pfidany koncové primery
a teplota pro nasedani primerd byla zvyiena tak, aby odpovidala teploté pro nasedani primert
toho primeru, ktery mél nejnizsi teplotou tani. Genovy fragment, ktery méf o¢ekavanou délku,
byl silné amplifikovan v dalich 25 cyklech.

PCR smés byla analyzovana elektroforézou na agarézovém gelu a byl izolovén genovy fragment
majici ofekavanou délku (QlAquick gel extraction kit/Qiagen).

Klonovani tohoto PCR fragmentu, transformace do Pichia pastoris a exprese je popsana
v piikladu 3.

Gen vysoce aktivni alkalické fosfatdzy s optimalizovanymi kodony umoZnil, Ze vytéZek exprese
byl zvySen tfikrat ve srovndni s prvnimi experimenty s genem divokého typu.

Av3ak tyto klony neposkytly ekonomicky zpiisob produkce vysoce aktivni alkalické fosfatazy.

Jedno opatfeni. které milze zvysit vytézek exprese heterolognich a homolognich proteind
v Pichia pastoris, je zvy3eni poétu kopii genu v bufice mnohonasobnou transformaci. Toto opat-
feni mize zmnoZit transkrip¢ni produkt, tj. mRNA cilového genu. Podet kopii genu je zvysen
mnohonasobnou transformaci klonu obsahujiciho expresni vektor pF sou¢asné stoupajicim
selekénim tlaku béhem nasledujiciho ristu transformantd na Zivnych miskach obsahujicich zvy-
$ené koncentrace antibiotika pouzitého jako selekéni marker. PFi tomto postupu je expresni klon,
ktery }iz piijal alespoii jednu kopii expresniho vektoru z prvniho transformaéniho cyklu, opét
ucinén kompetentnim (viz ptiklad 1) a je znovu transformovén expresnim vektorem. Jsou vybira-
ny transformanty, které¢ integrovaly nékolik kopii expresniho vektoru do genomu, nanesenim na
Zivné mlsky s vy33im selekénim tlakem, tj. misky obsahuji vy3%i koncentraci antibiotika (napf.
Zeocin™) pouzitého jako selekéni marker béhem prvniho transforma&niho cyklu. Pro tento uéel je
zjiSténa nejvy33i koncentrace antibiotika pouZitého jako selekéni marker, ve které klon z prvniho
transformacniho cyklu jesté roste, a koncentrace antibiotika pouzitého jako selekéni marker je
zvySena podle vySe urCené prahové hodnoty pro misky s YPDS agarem pro dalii transformaci.
Zvyseni pottu kopii expresniho vektoru také zvySuje potet kopii genu rezistence, ktery je sloz-
kou expresniho vektoru, a tedy také zvySuje rezistenci na vy33i koncentraci antibiotika pouzitého

Jako selekéni marker. Je také mozné vybirat klony obsahujici rizny podet kopii expresniho vekto-

ru v genomu zménami koncentrace antibiotika pouzitého jako selekéni marker na zivaych mis-
kach (priblizne 100 az 2000 pg/ml/ viz piiklad 4).

Dalsi opatfeni, které muze byt pouZito pro zvy3eni vytézku exprese heterolognich a homolognich
proteini v kvasinkach, jako je naptiklad Pichia pastoris, je zvySeni po&tu kopii genu mnoho-
nasobnou selekci. Aby se toho dosahlo, je expresni klon, ktery jiz byl optimalizovan mnoho-
néasobnou transformaci expresnim vektorem obsahujicim expresni kazetu s cilovym genem (napf.
gen, ktery koduje vysoce aktivni alkalickou fosfatdzu podle sekv. id. €. 5) a gen rezistence pro
prvni antibiotikum pouZité jako selek&ni marker (napf. Zeocine®), transformovin druhym
expresnim vektorem, ktery obsahuje cilovy gen (napf. gen, ktery kdduje vysoce aktivni alkalic-
kou fosfatazu podle sekv. id. &. 5) a gen rezistence pro druhé antibiotikum (napt. Genticin (G418)
pouZité jako selek&ni marker. KdyZ jsou pak transformanty naneseny na Zivné misky, které obsa-
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huji druhé antibiotikum jako selekéni marker, jsou vybrany pouze ty klony, které pfijaly také
alespori jednu kopii expresniho vektoru obsahujiciho gen rezistence pro druhé antibiotikum pou-
zité jako selek&ni marker navic ke kopii expresniho vektoru obsahujiciho gen rezistence pro prvni
antibiotikum pouzité jako selekéni marker. Tyto expresni klony mohou byt nyni dale podrobeny
daldi mnohonasobné transformaci expresnim vektorem obsahujicim gen rezistence pro druhé
antibiotikum pouzité jako selekéni marker (viz ptiklad 5).

Kombinaci mnohonasobné transformace a dvojité selekce bylo mozné zvysit vytézek exprese
tyrikrat ve srovnani s vytéZkem exprese klond obsahujicich gen s optimalizovanymi kodony
z prvniho transformagniho cyklu.

Rekombinanini alkalicka fosfataza miize byt extrahovana z biomasy metodami extrakce. kterée
jsou v principu odbornikovi znamy (napf. Protein Purification, Springer Verlag, editor Robert
Scopes, 1982). Pas s &istym produktem, ktery ma specifickou aktivitu vétdi nez 7000 U/mg je
ziskan metodami chromatografické separace a zejména metodami pouzivajicimi v koloné hydro-
fobni material a vyménik kationti.

Purifikovany produkt byl podroben N-~koncovému sekvencovini, aby se charakterizovala rekom-
binantni vysoce aktivni alkalicka fosfataza.

Byla vymezena dominantni sekvence EAEAEFLIPA (sekv. id. ¢. 36). Sekvence nepochybné
koreluje s N—koncovou sekvenci AP“LIPA® (sekv. id. &. 37) a se spojovacim peptidovym kons-
truktem EAEAEF (sekv. id. &. 38), ktery je vytvoren strategii klonovéani genové sekvence do
vektoru a Stépenim signalniho peptidu a—faktoru signalni peptidazou Kex2 (napf. Invitrogen).

Byla zkoumana stabilita rekombinantniho produktu alkalické fosfatazy ve srovnani s pfirozené se
vyskytujici alkalickou fosfatazou. Kdyz byly roztoky podrobeny tepelnému stresu (55 °C), pos-
kytly vzorky srovnatelné vysledky.

Proto predkladany vynilez popisuje poprvé zpisob, ktery umoZiiuje ekonomickou produkei
rekombinantni alkalické fosfatizy ze savéich bungk, jako jsou napiiklad bovinni intestinalni
builky, ktera ma vlastnosti srovnatelné s nativni vysoce aktivni bovinni intestinalni alkalickou
fosfatazou a je glykosylovana.

Ptedkladany vynalez se také tykd DNA sekvence podle sekv. id. €. 5 jako genové sekvence
s optimalizovanymi kodony pro expresi genu pro vysoce aktivni alkalickou fosfatizu v Pichia
pastoris.

Dalsim predmétem vynalezu je vektor obsahujici sekv. id. €. 5 a obzvlasté¢ vyhodné vektor
pHAP10-3 podle obr. 2. pHAP10-3 je vektor pPICZaA, ktery je komer&né dostupny (Invitro-
gen), a obsahuje gen podle vynilezu podle sekv. id. &. 5, ktery je pod kontrolou promotoru AOX
.

Dal3im piedmétem vynalezu je hostitelsky kmen, ktery byl transformovan vektory podle vyndle-
zu, Obzvlasié vyhodny je kmen X33 Pichia pastoris transformovany vektorem pHAP10-3.

Dalsim vyhodnym vektorem je vektor, ktery obsahuje celou expresni kazetu z pHAP10-3, ktera
v podstaté obsahuje promotor AOX 1, signalni peptid a—faktoru ze Saccharomyces cerevisiae,
ktery je klonovan do spravného &teciho ramcee za signalni peptid, cilovy gen s optimalizovanymi
kodony podle sekv. id. &. 5, ktery kéduje vysoce aktivni alkalickou fosfatdzu, a sek terminace
transkripce AOX 1 (viz obr. 3). Obzvla§té vyhodny je vektor pHAP 10-3/9K, ktery obsahuje
komer¢né dostupny vektor pPIC9K (Invitrogen) a expresni kazetu z pHAP 10-3 vEetné syntetic-
kého genu podle sekv. id. €. 5.
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Vektory pHAP 10-3 a pHAP 10-3/9K jsou stejné vyznamné, protoze vysledny produkéni klon
obsahuje kopie obou vektorfi.

Dalsim predmétem vynalezu je hostitelsky kmen, ktery byl transformovan vektorem pHAP10—
3/9K. Ale vkontextuy predklidaného vynalezu jsou také vhodné daldi vektory a kmeny
odbornikovi znamé, jako jsou naptiklad vektory YES, pYDI, pTEF I/ZEO (Invitrogen)
a Succharomyces cerevisige, Schizosaccharomyces pombe, Hansenula polvimorfa, Yarrowia
lipolyrica a obzviasié Pichia pastoris X-33. Kmen X-33 Pichiu pastoris transformovany vekto-
rem pHAP10-3/9K je pro vynalez obzvlasté vyhodny,

Proto daldim predmétem vynalezu je zplisob produkce eukaryotické vysoce aktivni alkalické
fostatazy expresi proteinu v hostitelském kmeni, ktery byl transformovan jednim nebo nékolika
vektory podie vynalezu a abzvlasté vektorem pHAP 10-3 nebo vektorem pHAP 10/3/9K. Kmeny
Pichiu pastoris, které byly transformovany vynalezeckymi vektory, jsou pro vynalezecky zplisob
obzvlasté vyhodné. V této souvislosti je zejména vyhodny kmen X-33 Pichia pastoris, ktery byl
transformovan vektorem pHAP 10-3 a pHAP 10-3/9K.

Pichled obrizki na vvkresech

Obrazek 1
Plazmidova mapa expresniho vektoru pHAP—-I obsahujiciho gen bIAPII v plICZoA (Invitrogen).
Obrazek 2

Plazmidova mapa expresniho vektoru pHAP 10-3 obsahujiciho synteticky gen v pPIC9K (Invit-
rogen).

Obrazek 3

Plazmidova mapa expresniho vektoru pHAP 10-3/9K obsahujici synteticky gen v pPICIK (Invit-
rogen).

Zkratky

YPD:  médium s dextrézou a s kvasinkovym peptonem

YPDS: médium s dextrézou, sorbitolem a s kvasinkovym peptonem
BMGY: pufrované komplexni médium s glycerolem

BMMY: pufrované koinplexni médium s methanolem

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1
Klenovani genu blAPII

Gen bIAPH podle sekv. id. &. 1 (EP 0 955 369, Manes et al.. J. Biol. Chem., 273, &. 36, 23353 a2
23360, 1998) byl nejdfive v protisméru a po sméru opatfen misty pro tépeni restrikéni endo-
nukleazou vhodnymi pro klonovini do expresnich vektord pro Pichia pastoris pomoci PCR
a selekci vhodnych primeri podle sekv. id. &. 2 a 3. Z tohoto divodu bylo misto pro itépeni
restrikéni endonukleazou EcoRI pfipojeno v protisméru a misto pro $tépeni restrikéni endo-
nukledzou Aspl78 1 bylo pfipojeno po sméru.
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PCR fragment byl znovu 5tépen EcoRl a Asp718 [ (Roche Diagnostics GmbH), znovu izolovan
(QIAquick gel extraction kit/Qiagen), a pak ligovéan do vektorového fragmentu expresniho vekto-
ru pPICZaA (Invitrogen), ktery byl linearizovan EcoRl a Asp718 I (Roche Diagnostics GmbH) a
izolovan (QIAquick gel extraction kit/Qiagen). V tomto vektoru je gen bIAPII pod kontrolouw
promotoru AOX 1 (promotor pro alkoholoxidazu | z Pichia pastoris a indukovatelny methano-
lem) a je klonovan do spravného ¢teciho ramce za signalni peptid a—faktoru ze Saccharomyces
cerevisiae. Pomoci restrikéni analyzy a sekvencovanim pak bylo vysetfovano, zda takto vloZeny
genovy fragment byl bez chyb. Expresni vektor takto vytvoreny, ktery obsahuje gen bIAPII,
ktery koduje eukaryotickou vysoce aktivni alkalickou fosfatazu, byl nazvan pHAP-1 (viz obr. 1}.

Transformace pHAP-1 v Pichia pastoris

Pro transformaci pHAP~1 v Pichia pastoris X-33 a naslednou integraci do genomu byl vektor
nejdiive linearizovan Sacl (Roche Diagnostics GmbH). Transformace byla provadéna prostied-
nictvim elektroporace s pouzitim piistroje Gene Pulser II (Biorad).

Pro tento u&el bylo 5 ml média YPD (Invitrogen) inokulovano kolonii kmene divokého typu
Pichia pastoris a inkubovano pres noc za tiepani ve 30 °C. 200 ml Eerstvého média YPD (Invit-
rogen) pak bylo inokulovdno pienosem v poméru 1:2000 kulturou péstovanou pies noc
a inkubovano pres noc za tiepani ve 30 °C, dokud ODsy nedosahla hodnoty 1.3 az 1.5. Bunky
byly stodeny (1500 x g/5 minut) a pelet byl resuspendovan ve 200 m! ledové chladné sterilni
vody (0 °C). Buiiky byly opét stodeny (1500 x g/5 minut) a resuspendovany ve 100 ml ledové
chladné sterilni vody (0 °C). Buiiky byly opét stoceny a resuspendovany v 10 ml ledové chiadné-
ho {0 °C) 1M sorbitolu (ICN). Buiiky byly opét stodeny a resuspendovany v 0,5 ml ledové chlad-
ného (0 °C) 1M sorbitolu (ICN). Buiiky takto ziskané byly drzeny na ledu a okamzité pouZity pro
transformaci.

Priblizné | ug DNA linearizovaného vektoru pHAP—! bylo pfidano k 80 pui bunék a cela smés
byla pfenesena do ledové chladné (0 °C) elektroporaéni kyvety a inkubovana dal3ich 5 minut na
ledu. Pak byla kyveta pFenesena do pfistroje Gene Pulser 11 (Biorad) a byla provadéna transfor-
mace pfi nastaveni parametri 1 kV, 1 k€2 a 25 pF. Po elektroporaci byl ke smési pfidan | ml |[M
sorbitolu (ICN) a nasledné& bylo naneseno 100 az 150 pl na YPDS misku s agarem (Invitrogen)
obsahujicim 100 pg/ml Zeocinu™® (Invitrogen). Misky pak byly inkubovany piti 30 °C po dobu
2 az 4 dni.

Misky s médiem Raster MD (= minimalni dextroza) byly naokovéany klony a byly dale analyzo-
vany. Rostouci klony byly vybrany, resuspendovany ve 20 pl sterilni vody, lyzovany 17,5 U lyti-
kazy (Roce Diagnostics GmbH) (! hodina, 37 °C) a pfimo vy3etfeny na spravnou integraci
biAPII expresni kazety pomoci PCR.

Klony, které¢ integrovaly kompletni expresni kazetu béhem transformace do genomu, pak byly
pouzity v expresnich experimentech.

Exprese vysoce aktivni alkalické fosfatazy

3 ml média BMGY (Invitrogen) bylo inokulovano pozitivnimi klony a inkubovano pfes noc za
tfepani ve 30 °C. Pak byla uréovana OD v 600 nm a 10 ml média GMMY (Iavitrogen) bylo ino-
kulovano pfenosem tak, aby byla ziskdana ODgg rovna 1. Médium BMMY (Invitrogen) obsahuje
methanol (Mallinckrodt Baker B.V.), ktery indukuje expresi vysoce aktivni alkalické fosfatazy
pres promotor AOX 1.

Trepaci lahve byly inkubovany za tfepani pre 30 °C, vzorky byly odebirdny kazdych 24 hodin,
byla zjistovana ODsq, byl provadén test aktivity exprese vysoce aktivni alkalické fosfatazy a byl
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pridan 0.5% methanol (Mallinckrodit Baker B.V.) pro dalsi indukci. Expresni experimenty byly
provadény po dobu 96 hodin.

Priklad 2
Test aktivity vysoce aktivni alkalické fosfatazy

Bylo odebrano 500 pl expresni kultury z piikladu 1, byla zjisténa ODygy, a buiiky byly stofeny.
Supernatant byl uskladnén a bunécny pelet byl resuspendovan pro lyzi v mnozstvi Y-PERTM
(50 az 300 ul/Pierce) na odpovidajici QD600 a tfepan po dobu 1 hodiny pfi teploté mistnosti.
Lyzat pak byl stogen, aby se odstranila bunééna debris (15 000 x g/5 minut) a supernatant byl
pienesen do Cerstvych reakénich zkumavek. V testu aktivity pak bylo pouzito 5 ut lyzatu.

Princip testu aktivity je tentO.

AP
4-nitrofenylfosfat + H,O — 4-nitrofenol + Pi

MEti se zvyseni absorbance ve 405 nm.

50 pl roztoku 4-nitrofenylfosfatu (0,67 mol/l 4—nitrofenylfosfatu, Na sil {(Roche Diagnostics
GmbH)), bylo pfidano ke 3 ml diethanolaminovehe pufru (1 mol/l diethanolamin (Merck), pH
9.8, 0.5 mmol/l MgCl, (Riedel de Haenn)) a smés byla inkubovana ve 37 °C. Pak byla zapodata
reakce pridanim 5 pl lyzitu a byla zjistovana zména absorbance ve 37 °C po dobu 3 minut a byla
vypoltena AA/min.

Aktivita pak byla vypoétena podle nasledujiciho vzorce:

3.10 1
aktivita= —————— x AA/min x {U/m] roztok vzorku)
£x 0,005 x1 faktor x

e=182[1 x mmol" x ecm™]
faktor x = faktor koncentrace po bunééné lyzi

Aktivita média supernatantu expresnich kultur byla uréovana podobné. Reakce v tomto pfipadé
také zacinala s 5 i supernatantu, ale navic byl ptidan 0,5mM ZnCl,. V tomto ptipadé byl vypo-
et provadén bez faktoru x.

Piiklad 3
Klonovani PCR fragmentu ze syntetického genu

PCR fragment byl znovu stépen EcoRl a Asp718 (Roche Diagnostics GmbH), znovu izolovan
(QlAquick gel extraction kit/Qiagen), a pak ligovan do vektorového fragmentu expresniho vekto-
ru pPICZaA (Invitrogen), ktery byl linearizovan s EcoRI a Asp718 (Roche Diagnostics GmbH) a
izolovan (QIAquick gel extraction kit/Qiagen). V tomto vektoru je synteticky gen pod kontrolou
promotoru AOX 1 (promotor pro alkoholoxiddzu | z Picchiu pastoris a indukovatelny methano-
lem (Mallinckrodt Baker B.V.)} a je klonovan do spravného éteciho ramcee za signélni peptid o—
faktoru z Saccharomyces cerevisine. Pomoci restrikéni analyzy a sekvencovanim pak bylo vy3et-
fovano, zda takto vlozeny genovy fragment byl bez chyb. Expresni vektor takto vytvofeny, ktery
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obsahuje synteticky gen, ktery kdduje eukaryotickou vysoce aktivni alkalickou fosfatizu, byl
nazvan pHAP10-3 (viz obr. 2).

Transformace pHAP10-3 v Pichia pastoris

Pro transformaci pHAP10-3 a Pichhia pastoris X-33 a naslednou integraci do genomu by vek-
tor nejdiive linearizovan Sacl (Roche Diagnostics GmbH). Transformace byla provadéna pro-
stfednictvim elektroporace s pouZitim piistroje Gene Pulser I (Biorad).

Pro tento 0c¢el bylo 5 ml média YDP (Invitrogen) inokulovano kolonii Pichia pastoris a inkubo-
vino pres noc za tiepani ve 30 °C. 200 ml ¢erstvého média YPD (Invitrogen) pak bylo prenosem
inokulovano v poméru 1:2000 kulturou péstovanou pies noc a inkubovéano pies noc za tfepani ve
30 °C, dokud OD¢yy nedosahla hodnoty 1,3 az 1,5. Buiky byly stoeny (1500 x g/5 minut) a
resuspendovany ve 100 ml ledové chladné sterilni vody (0 °C). Bunky byly opét stoteny a
resuspendovany v 10 mi ledové chladného (0 °C) IM sorbitolu (ICN). Buiiky byly opét stoeny a
resupsendovany v 0,5 ml ledové chladného (0 °C) 1M sorbitolu (ICN). Buiiky takto ziskané byly
drzeny na ledu a okamzité pouzity pro transformaci.

Priblizné | ng DNA linearizovaného vektoru pHAP10-3 bylo pfidano k 80 pl bunék a cela smés
byla prenesena do ledové chladné (0 °C) elektroporacni kyvety a inkubovina dalsich 5 minut na
ledu. Pak byla kyveta pfenesena do ptistroje Gene Pulser [1 (Biorad) a byla provadéna transfor-
mace pfi | kV, 1k a 25 pF. Po elektroporaci byl ke smési ptidan 1 ml 1M sorbitolu ({ICN)
a nasledné bylo naneseno 100 aZ 150 pl na YPDS misku s agarem (Invitrogen) obsahujicim
100 pg/ml Zeocinu™® (Invitrogen). Misky pak byly inkubovény pii 30 °C po dobu 2 az 4 dni.

Misky s médiem Raste MD (= minimalni dextréza) byly naotkovéany klony a byly dale analyzo-
vany. Rostouci klony byly vybrany, resuspendovany ve 20 pl sterilni vody, lyzovany 17,5 U lyti-
kdzy (Roche Diagnostics GmbH) (1 hodina, 37 °C) a pfimo vy3etfeny na spravnou integraci
syntetické AP expresni kazety pomoci PCR.

Klony, které integrovaly kompletni expresni kazetu béhem transformace do genomu, pak byly
pouzity v expresnich experimentech.

Exprese vysoce aktivni alkalické fosfatazy

3 ml média BMGY (Invitrogen) bylo inokulovano pozitivnimi klony a inkubovéno pfes noc za
tiepani ve 30 °C. Pak byla uréovana OD v 600 nm a 10 mi média BMMY (Invitrogen) bylo ino-
kulovano pfenosem tak, aby byia ziskdna ODgg rovna 1. Médium BMMY (Invitrogen) obsahuje
methanol (Mallinckrodt Baker B.V.), ktery indukuje expresi vysoce aktivni alkalické fosfatazy
pies promotor AOX]1.

Tkepaci lahve byly inkubovany za tfepani pii 30 °C, vzorky byly odebirany kazdych 24 hodin,
byla zjistovana ODgg, byl provadén test aktivity exprese vysoce aktivni alkalické fosfatazy a byl
piidan 0.5% methanol (Mallinckrodt Baker B.V.) pro dal3i indukci. Expresni experimenty byly
provadény po dobu 96 hodin.

Test aktivity vysoce aktivni alkalické fosfatazy

Bylo odebrano 500 pl expresni kultury, byla zjistovana ODggy a buiiky byly stofeny. Supernatant
byl uskiadnén a bunélny pelet byl resuspendovan pro lyzi v mnozstvi Y-PERTM (50 az
300 pl/Pierce) na odpovidajici OD600) a tiepan po dobu 1 hodiny pii teploté mistnosti. Lyzat byl
pak stoten, aby se odstranila bunéénd debris (15000 x g/5 minut) a supernatant byl pfenesen do
cerstvych reakénich zkumavek. V testu aktivity pak bylo pouZito 5 pl lyzatu.

Test aktivity byl provadén tak, jak bylo popsano vyse.
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Prikiad 4
Zvyseni vytéZzku exprese mnohonasobnou transformaci

Nejlepsi klony z expresnich experimenti byly po fadé pripraveny pro exprrapotaci, jak bylo pop-
sano vyse, a opét transformovany | pg DNA linearizovaného vektoru plIAP10-3 a transformacni
smés byla nanesena na misky s agarem YPDS (Invitrogen) obsahujicim 1000 az 2000 pg/ml
Zeocinu™ (Invitrogen). V disledku toho byl selekéni tlak zvysen do takové miry, ze mohly riist
pouze klony, které integrovaly nékolik kopii expresniho vektoru pHAP10-3, a tedy také nékolik
kopii ptisluiného genu rezistence (v tomto pripadé na Zeocin™) do genomu. Protein rezistence
na Zeocin'™ je produkt bleomycinového genu Streproalioteichus hindustanus (Chalmels T. et al.,
Curr. Genet., 20, 309 az 314, 1991, Drocourt, D., ¢t al., Nucleic Acid Research, 18, 4009, 1990),
ktery vaze Zeocin™’ ve stechiometrickém poméru koncentraci, a tudiZ ¢ini bufiky rezistentni na
Zeocin®™. Cim vy$si je koncentrace Zeocinu™ na miskach s agarem YPDS, tim vice proteinu
rezistence musi buiika vytvofit, aby kvantitativné vazala Zeocin'™), a tak mohla riist. To je mozné
napfiklad tehdy, kdyZ byly do genomu integrovany mnohonasobné kopie genu rezistence. Jak je
popsano vyse. klony byly transferem naoCkoviny na s misky médiem Raste MD a analyzou PCR
v nich byla opét kontrolovana spravna integrace haAP expresni kazety, jak je popsano vyse. Pak
byly tyto klony po fad€ testovany na aktivitu haAP, jak je popsano vyse.

Ptiklad 5
Zvyseni vytézku exprese pouZitim druhého selekéniho tlaku

Zvyéeni koncentrace zeocinu'™ nad 2000 ug/ml nevedlo ke zlepSeni vytéiku exprese vysoce
aktivni alkalické fosfatazy. Aby se dale zvysil pocet kopii genu v expresnich klonech genu podle
sekv. id. €. 5, ktery koduje vysoce aktivni alkalickou fosfatdzu a ktery ma kodony optimalizované
pro expresi ve kvasinkich, byla vybirdna integrace daldich expresnich vektord do genomu
expresniho klonu pochazejiciho z piikladi 3 a 4, ktery mél nejvy3si vytézek exprese, pomoci
druhého selek&niho tlaku, vyhodné G418 (Roche Diagnostics GmbH). Za timto G¢elem byla cela
expresni kazeta z pHAP10-3 obsahujici promotor AOX 1, signalni peptid a—faktoru ze Saccharo-
myces cerevisiae, gen vysoce aktivni alkalicke fosfatazy s optimalizovanymi kodony podle sekv.
id. €. 5 a Gsek terminace transkripce AOX 1, izolovand pomoci PCR s pouZitim nélezité vybra-
nych primerd, jak jsou popsany nize, klonovana do vektoru plC9K, jehoZz integrace do genomu
Pichia pastoris byla vybirana pomoci G418 {Roche Diagnostics GmbH). Primery jsou ukdzany
v sekv. id. €. 34 a 35.

PCR smés byla analyzovana elektroforézou na agarozovém gelu, genovy fragment majici odeka-
vanou délku byl izolovan QlAquick gel extraction kit/Qiagen), opét §tépen Sacl a Notl (Roche
Diagnostics GmbH), nasledné znovu izolovan z agardzového gelu (QIAquick gel extraction kit/-
Qiagen) a ligovan do izolovaného vektorového fragmentu z pIC9K, ktery byl také linearizovan
SacI/Notl (Roche Diagnostics GmbH). To zajistilo, ze cela expresni kazeta z pHAP10-3 se
vyskytovala v identické formé v pPIC9K. Viozeny fragment byl kontrolovan pomoci restrikéni
analyzy sekvencovanim s hraniénimi useky. Expresni vektor takto vytvofeny byl nazvan
pHAP10-3/9K (viz obr. 3).

Klony snejvyssim vytézkem exprese haAP z mnohonasobné transférmace s pHAP10-3
(rezistence na zeocin) byly pfipraveny pro elektroporaci, jak je popsano vyse, a transformovany,
jak je popsano vyse, | ng vektoroveho fragmentu z pHAP10-3/9K linearizovaného Sacl (Roche
Diagnostics GmbH). Transforma¢ni smés byla pak uskladnéna po dobu | az 3 dnii ve 4 °C v IM
sorbitolu (ICN) (pro vytvofeni rezistence na G418) a 100 aZ 200 pi bylo naneseno na misky YPD
(Invitrogen) obsahujici 1, 2 a 4 mg/ml G418 (Roche Diagnostics GmbH) a misky byly inkubo-
vany po dobu 3 az 5 dnii ve 30 °C. Vysledné klony byly opét vysetfeny prostiednictvim testi
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aktivity na zvySenou expresi eukaryotické vysoce aktivni alkalické fosfatazy, jak je popsano
vyse.
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Seznam sekvenci

<160> 38

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 1476
<212> DNA
<213> Bovinni

<400> 1

gaattcctca
gecettgatyg
ttettggggg
atgaatggca
ctgtecaaga
tacctgtgty
aatcagtgea
ycagggaagy
goctacgege
cagaagaatyg
atcctgggtg
gatgatgececa
gccaageace
gactecagtyg
cagecaagace
ctgagcagga
caccatgacg
gccaaggceta
tcceatgtet
cecyggeaagyg
tatgcgettyg
taccyggeagce
gtgttcgege
gcgcacateca
ccecgecaccy

<210>2
<211> 40
<212> DNA

tcccagetga
tagecaagaz
atgggatggy
aactgggace
catacaacgt
gyggteaaggy
acacgacacyg
ccgtgggagt
acacggigaa
gctgcecagyga
gaggecgaav
gtgtgaatgg
agggagecea
taacacacct
acaccaagga
accceoegygygg
gcaaagctta
acgagctcac
tctottttgg
ccttagacag
geggdggete
aggeggcegt
gaggcecgca
tggectitge
ccaccagcat

<213> Syntetické sekvence

<220>

<223> Popis syntetické sekvence: synteticka 1

<400> 2

gecgegaatte cteatcocag ctgaggagga aaaccccgee

<210>3
<211>36
<212> DNA

ggaggaaaac
gttgcagooyg
ggtgcetacyg
tgagacacec
ggacagacayg
caactacaga
tgggaatgag
ggtgaccacc
ccgaaactgyg
catcgecgea
gtacatgttt
agtccggaag
gtatgtgtgg
catgggeccte
ccegacectyg
cttctaccte
tatggcactg
tagcgaactg
tggctacaca
caagtectac
gaggcccgat
geccectgget
ggcgcacctyg
gggctgegty
cceegactayg

ccogeettet
atccagacag
gtgacageca
ctggeccatgg
gtgccagaca
accatcggtg
gtcacgtcty
accagggtge
tactcagacg
cagetggtct
cctgagggga
gacaagcaga
dacecgcacty
ttigagcegy
gcggagatga
ttcegtggagy
actgaggcga
gacacgctga
ctgecgtggga
acctecatcce
gttaatggca
agcgagaccc
gtgcacggeg
gagccctaca
ggtace

11 -

ggaaccgeca
ctgccaagaa
ctecggatcct
accagttecc
gegeoaggeac
taagtgcagc
tgatcaaccg
agecatgecte
ccgaccltgee
acaacatgga
cececagacce
acctggtgeca
cgetecttcea
cagagatgaa
cggaggcgge
gaggccgeat
tcatgtttga
tecttgteac
ccteeatttt
tctatggcaa
gcacaagcga
acgggggcga
tgcaggagga
ccgactgeaa

ggcagcccag
tgtcateccte
aaaggggcag
atacgtggct
tgcecactgec
cgccegetac
ggccaagaaa
cccagecggyg
tgctgatgca
tattgacgtg
tgaataccca
ggaatggcag
ggcggccgat
gtataatgtt
cctgeaagtyg
tgaccacggt
caatgccatce
tgcagaccac
cggtctggee
tugeceagge
ggaaccctca
agacgtggcg
gaccttcegtg
tetgecagee

60
120
180
2490
300
3sQ
429
4890
540
600
660
720
780
840
300
3¢0
i02¢
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1476

40
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<213> Synieticka sekvence

<220>

C7. 302558 B6

<223> Popis syntetické sekvence: synteticka

<400 3

cgegggtacc ctagtcgggy atgctggtgg cggtgg

<2104

<211> 487
<212= PRT

<213> Bovinni

<400> 4

Leu

1

Ala

Ala

Val

Pro

65

Lys

Thr

Ser

Val

Val

145

Asp

Asn

Pro

Gly
225

Ile

Gln

Lys

Thr

50

Glu

Thr

Ala

Ala

Thr

130

Val

His

Ala

Met

Glu

210

Val

Pre Ala
Ala Leu
20

Asn Val
35

Ala Thr

Thr Pro

Tyr Asn

Tyr Leu
100

Ala Ala
115

Ser Val

Thr Thr

Thr val

Gln Lys

180

Asp Ile
155

Gly Thr

Arg Lys

Glu

Asp

Ile

Arg

Leu

Val

85

Cys

Arg

Ile

Thr

Asn

165

Asn

Asp

Pro

Asp

Glu

Val

Leu

Ile

Ala
70

Asp

Gly

Tyz

Asn

Arg

150

Arg

Gly

Val

Lys
2390

Glu

Ala

Phe

Leu

55

Met

Arg

Val

Asn

Arg

135

Yal

Asn

Pro
215

Gln

Asn

Lys

Leu

40

Lys

Asp

Gln

Lys

Gln

120

Ala

Gln

Trp

Gln

Leu

200

Glu

Asn

Pro
Lys

25
Gly
Gly
Gln
Val
Gly
105
Cys
Lys
His
Tyr
Asp
185

Gly

Tyr

Ala

10

Leu

Asp

Gln

Phe

Fro

S0

Asn

Asn

Lys

Alz

Ser

170

Ile

Phe

Gln

Gly

Met

Pro

75

Asp

Tyr

Thr

Ala

Serxr

155

Asp

Ala

Gly

Asp

Gin
235

Trp

Pro

Met

Asn

60

Tyr

Ser

Arg

Thr

Gly

140

Pro

Ala

Ala

Arg

Asp

220

Glu

Asn

Gly

45

Gly

Val

Ala

Thr

Arg

125

Lys

Ala

Asp

Gln

Met

205

Ala

Trp

Arg
Gln

3c
Val
Lys
Ala
Gly
Ile
110
Gly
Ala
Gly
Leu
Leu
150
Tyr

Ser

Glno

Gln

15

Thr

Pro

Leu

Leu

Thr

85

Gly

Asn

val

Ala

Pro

175

val

Met

Val

Ala

36

Ala

Ala

Thr

Gly

Ser

80

Ala

Val

Glu

Gly

Tyr

160

Ala

Tyr

Phe

Asn

Lys
240




His

Ala

Ala

Giy
305
Asp
Ala
Leu

Leu

Ser
385

Leu

Pro

Gly

Val

Ala
465

Thr

<210>5

Gln

Asp

Met

Glu

2380

Phe

Gly

Ile

Val

Arg

370

Lys

Gly

Ser

Gly

His

450

Gly

Ala

<211> 1476
<212> DNA
<213> Synteticka sekvence

<220>

Gly Ala
Asp Ser
260

Lys Tyr
275

Met Thr

Tyr Leu

Lys Ala

Ala Lys

340

Thr Ala
355

Gly Thr
Ser Tyr
Gly Gly
Tyr Arg

420
Gilu Asp
435
Gly Val

Cys Val

Thr Ser

Gln

245

Ser

Asn

Glu

Phe

Tyr

325

Ala

Asp

Ser

Thr

Ser

405

Gin

Val

Gln

Glu

Ile
485

<223> Popis syntetické sekvence

Tyr

Val

Val

Ala

Val

310

Met

Asn

His

Ile

Ser

3se

Arg

Gln

Ala

Glu

Pro

470

Pro

: synteticka

CZ 302558 B6

Val

Thr

Gln

Ala

285

Ala

Giu

Sar

Phe

373

Ile

Pro

Ala

Val

Glu

455

Tyr

Asp

Trp Asn
His Leu
265

Gln Asp
280

Leu Gln

Gly Gly

Leu Thr

Leu Thr

345

His Val
360

Gly Leu
Leu Tyr
Asp Val
Ala Vval

425

Phe Ala
440
Thr Phe

Thr Asp

-13-

Arg

250

Met

His

Val

Arg

Glu

330

Sexr

Phe

Ala

Gly

Asn

410

Pro

Arg

Val

Cys

Thr

Gly

Thr

Leu

Ile

315

Ala

Glu

Ser

Pro

Asn

395

Gly

Leu

Gly

2Ala

Asn
475

Ala

Lau

Lys

Ser

300

Asp

Ile

Leu

Phe

Gly

380

Gly

Ser

Ala

Pro

His

460

Leu

Leu

Phe

Asp

285

Arg

His

Met

Asp

Gly

365

Lys

Pro

Thr

Ser

Gln

445

Ile

Pro

Leu

Glu

270

Pre

Asn

Gly

Phe

Thr

350

Gly

Ala

Gly

Ser

Glu

430

Ala

Met

Ala

Gln
255

Pro

Thr

Pro

His

Asp

335

Leu

Tyr

Leu

Tyr

Glu

415

Thr

His

Ala

Pro

Ala

Rla

Leu

Arg

His

320

Asn

Ile

Asp

Ala

400

Glu

His

Leu

Phe

Ala
480




10

i5

20

<400 5

gaattcttga
gctttggatyg
tttttgggtyg
atgaatggta
ttgtctaaga
tacttgtgty
aatcaatgta
gotggtaagg
gcttacgcte
caaaagaatg
attttgggtyg
gatgatgctt
getaageatc
gattctagtg
caacaagatc
ttgtctagaa
catcatgatyg
gctaaggcta
agtcatgttt
ccaggtaagg
tatgectttgg
tacagacaac
gtttttgcra
gcotecatatta
ccagctactg

<210>6
<211>78
<212> DNA

ttccagetyga
ttgctaagaa
atggtatggg
agttgggtcc
cttacaatgt
gtgttaaggy
atacractag
ctgtktggtgt
atactgttaa
gttgtcaaga
gtggtagaat
ctgttaatgy
aaggtgctca
ttactcattt
atactaagga
atccaagagqg
gtaaggctta
atgaattgac
tttettitgg
ctttggatag
gtggtggtte
aagetgetgt
gaggtccaca
tggettttge
ctactagtat

<213> Synteticka sekvence

<220>

C7 302558 B6

agaagaaaat
gttgcaacca
tgttccaact
agaaactcca
tgatagacaa
taattacaga
aggtaatgaa
tgttactact
tagaaattygg
tattgctgct
gcacatgttt
tgttagaaag
atatgtttygg
gatgggtttyg
tccaacttty
tttttactig
tatggctttg
ttetgaatty
tggttacact
taagtcttac
tagaccagat
tccattggcet
agectcatttg
tggttgtgtt
teccagattaa

<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 6

ccagettttt
attcaaacty
gttactgcta
ttggctatgg
gttccagatt
actattggtyg
gttacttctyg
actagagttc
tactctgatg
caattggttt
ccagaaggta
gataagcaaa
aatagaactg
tttgaaccag
gcrgaaatga
tttgttgaag
actgzagcta
gatacttiga
ttgagaggta
acttotattt
gttaatggta
agtgaaactc
gttecatggtg
gaaccataca
ggtace

ggaatagaca
ctgctaagaa
ctagaatttt
atcaatttce
ctgctggtac
tttectgectge
ttactaatag
aacatgcttc
ctgatttgcc
acaatatgga
ctccecagacca
atttggttca
ctttgttgea
ctgatatgaa
ctgaagctge
gtggtagaat
ttatgtttga
ttttggttac
cttcotatttt
tgtatggtaa
gtactagtga
atggtggtga
ttcaagaagda
ctgattgtaa

agctgctcaa
tgttattoeg
gaagggtcaa
atacgttgct
tgctactget
tgctagatac
agctaagaag
tccagetggte
agctgatget
tattgatgtt
agaataccca
agaatggcaa
agctgctgat
gtataatgtt
tttgcaagtt
tgatcatggt
taatgctatt
tgctgatcat
tggtttgget
tggteccaggt
agaaccatct
agatgttgct
aacttrogtt
tttgccaget

&0
12¢
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
550
1620
1080
1140
1200
1260C
1320
1380
1440
1476

gogegaattc ttgattccag ctgaagaaga aaatccaget ttttggaata gacaagotge 60
tecaagctttg gatgttge

<2107
<211>70
<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

220>

<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 7

ccaaaaacaa aataacattc ttagcagcag tttgeattgg ttgcaacttc ttagcaacat

ccaaagettyg

<210>8
<2{1> 69
<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

-14-
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<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 8
gaatgttatt ttgtttttgg gtgatggtat gggtgttcca actgttactg ctactagaat 60
tttgaaggg 62
<210>9
<211> 70

<212> DNA
<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 9

ggaaattgat ccatagccaa tggagtttct ggacccaact taccattcat ttgaccette 60
aaaattctag 70

<210>10

<211>71

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: syntetickd

<400=> 10

gctatggate aatticcata cgtitgetttg tctaagactht acaatgttga tagacaagtt 60
ccagattetg ¢ 71

<210>11

<211>71

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 1

ccaatagttc tgtaattacc cttaacacca cacaagtaag cagtageagt accagcagaa 60
tctggaactt g 71

<210>12

<211>72

<212> DNA

<213> Syntetickd sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 12
gtaattacag aactattggt gtttctgctyg ctgctagata caatcaatgt aztactacta 460
gaggtaatga ag 72
-15.
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<210>13

<211=>74

<212> DNA

<21 3> Synteticka sckvence

R
<223>Popis synteticke sekvence: synteticka

<400> 13

agtaacaaca cosavagoch taccagoealt cttagotcta ttaatasacayg aagtaactte 60
attacctcta gtag 74

<210>14

<211>74

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
«223>Popis synteticke sekvence: synteticka

<400> 14

gotgttggtg ttgttactac tactagagtt caacatyctt ctccagoctgg tgottacget 60
catactgtta atag 74

<210>13

<211> 68

<212> DNA

<213> Synteticka sckvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 15

caaccattct tttgagcatec agetggoaaa tcagcatcag agtaccaatt totattaaca 60
gtatgage 68
<210>16
211> 55
<212> DNA
<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 16
gatgcteaaa agaatyggbtg tcaagatatt gotgctcaat tggtttacaa tatgg 55

<210>17

211> 72

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis synteticke sekvence: synteticka

-16 -
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<400> 17

cecttetggaa acatgtacat tctaccacca cccaaaataa catcaatatc catattgtaa €0
accaattgag ca 72

<210>18

<211> 71

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 18

gtacatgttt ccagaaggta ctccagatcce agaataccca gatgatgctt ctgttaatgg 60
tgttagaaag g 7L

<210>19

<211> 73

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 19

catattgagc accttgatgc ttagcttgcc attcttgaac caaattttge trtatccttte 60
taacaccatt aac 73

<210>20

<211>7

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka
<400> 20

gcatcaaggt gctcaatatg tttggaatag aactgctttg ttgcaagetg ctgatgattc 60
tagtgttact c 71

<210>21

<211> 54

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 2]

cttcatatca gcetggttcaa acaaacccat caaatgagta acactagaat catc 54

-17-
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> DNA
> Synletickd sckvence

>Popis syntetick¢ sekvence: synteticka

<400> 22

guaccagetg alatgaagta taatgttcaa caagatcaba ctaaggatoc aectiigge 59
<210=23
<211> 67

<212> DNA
<213> Synteticka sekvence

220>

<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 23

cctottggat ttctagacaa aacttgcaas gcagcottceag tcatitcage caaagtitgga €0
tccttag c7

<210> 24

<211> 69

212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 24

gtolasgaaat ccaagaggtt tttactigtt tgttgaaggt ggtagaatty atcatggtca €0
tcatgatgg 69

<210> 25

<211>73

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 25

cechtagcaat ageattatca aacataatag chticagtcaa agccatataa gocttaccat &0
catgatgacc atg T3

<210> 26

<211> 74

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

- 18-
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<400> 26

gataatgcta ttgctaagge taatgaattg acttctgaat tggatacttt gattttggtt 60
actgetgate atag 74

<210>27

<211>173

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 27

ccaaaccaaa aatagaagta cctctcaaag tgtaaccacc aaaagaaaaa acatgactat é0
gatcagcagt aac 73

<210> 28

<211> 73

<212> DNA

<213> Syntetickg sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 28

cttctatett tggtttgget ccaggtaagg cttiggatag taagtcttac acttctattt 60
tgtatggtaa tgg 73

<210> 29

<211>76

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<4006> 29

ctagtactac cattaacatce tggtctagaa ccaccaccca aagceataace tggaccatta 60
ccatacaaaa tagaag 16

<210> 30

211> 77

<212> DNA

<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 30

gatgttaatg gtagtactag tgaagaacca tcttacagac aacaagctgce tgttccattg 60
gctagtgaaa ctcatgyg 77
<210> 31

<211> 73

<212> DNA

- 19 -
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<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sckvence: synteticka

<400> 31

caccatgaac caaatgaget tgtggaccic tagcaaaaac agcaacatot toaccaccat 60
gagtttcact agce 73

<210> 32
<211> 74

1 <212> DNA
<213> Synteticka sckvence

<220=
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka

<400> 32
gcoctcatttygyg ttcatggtgt tcaagaagaa acttiigllg ctcatattat ggcttttget &0
ggttgtgttg aacc 74
<210>33
211> 82

w0 <212>DNA
<213> Syntetickd sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sckvence: synteticka

<400> 33
gcgceggtace ttaatctgga atactagtag cagtagetgyg agetggcaaa ttacaatcag 60
tgtatggttc aacacaacca gc 82
<210 34
211> 31

o <212> DNA
<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Papis syntetické sekvence: syntetickd
35

<400> 34

gcgegectag gagatctaac atccaaagac g 31

<210= 35
<211>29
0 <212> DNA
<213> Synteticka sekvence

<220>
<223>Popis syntetické sekvence: synteticka
15
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<400> 35

cgogegetag cggatccgca caaacgaag 29

<210> 36

<211> 10

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36

Glu Ala Glu Ala Glu Phe Leu Ile Pro Ala
1 5 10

<210> 37

<211>4

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 37

Leu Ile Prc Ala
1

<210> 38

211> 6

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 38

Glu Ala Glu Ala Glu Phe
1 5

PATENTOVE NAROKY

1, Zpisob produkce eukaryotické alkalické fosfatazy v kvasinkovych bufikich, vyznadu-
jici se tim, Zese

I) a;, genova sekvence eukaryotické alkalické fosfatizy klonuje do prvniho vektoru majiciho gen
rezistence pro prvni selekéni marker;

ay genova sekvence eukaryotické alkalické fosfatazy se klonuje do druhého vektoru majiciho
gen rezistence pro druhy selekéni marker;

pricemZ prvni selekéni marker se lisi od druhého selek&niho markeru;

b) kvasinkové buiky se transformuji prvnim vektorem zkroku a;, a transformanty, které
integrovaly gen rezistence pro prvni selekéni marker a genovou sekvenci eukaryotické alkalické
fosfatizy do genomu se vybiraji ristern na Zivném meédiu obsahujicim nizkou koncentraci prv-
niho selekéniho markeru,

¢) pocet kopii genu v buiikach ziskanych v kroku b) se zvysi nékolikanasobnou transformaci
prvnim vektorem, pfitemZ nékolikanasobné transformanty se vybiraji ristem na zivném médiu
pfi zvyieném selekénim tlaku,
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d) nékolikanasobné transformanty z kroku ¢) se transtormuji drubym vektorem z kroku as,
a transformanty, které integrovaly gen rezistence pro druhy selekéni marker a genovou sekvenci
cukaryotické alkalické fosfatizy do genomu se vybiraji riistem na zivném médiu obsahujicim
nizkou koncentraci druhého selekéniho markeru,

¢) pocet kopii genu v buiikdach ziskanych v kroku ) se zvysi nékolikanasobnou transformaci
druhym vektorem, ptiéemz nékolikanasobné transformanty se vybiraji ristem na Zivném médiu
pii zvyseném selekénim tlaku,

£) vyberou se ty klony, které do genomu stabilné integrovaly nékolik kopii genové sekvence
cukaryoticke alkalické fosfatazy a geny rezistence pro selekéni markery;

(1) v klonech z kroku I) t) se exprimuje genova sekvence eukaryotické alkalické fosfatazy: a
1) alkalicka fosfataza ziskana z kroku II) se purifikuje.

2. 7Zpisob podle naroku I, vyznacujici se tim, Ze genova sekvence odpovida scky.
id. & 1.

3. Zpisob podle naroku I, vyzna€ujici se tim, Zze genova sekvence odpovida sekv.
id. ¢, 5.

4. Zpisob podle které¢hokoliv znarokti 1 az 3, vyznadujici se tim, Zzese pouziva
methylotrofnich kvasinek.

5. Zpisob podle kteréhokoliv znarokii | az4, vyznacujici se tim, Ze sejako kva-
sinkového kmene pouziva kmene Pichia pastoris nebo Hansenula polymorpha.

3 vykresy
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