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Péstuje se za pfisludnych podminek bun#¢na kultura
nebo mikroorganismus, transformovany vektorem,
obsahujicim fetézec, ktery je kédem pro lidsky pro-
apolipoprotein, v némz byla ¢ast ptirodniho kddového
fetézce nahrazena fragmentem DNA, ktery je kédem
pro tytéZz aminokyseliny, av3ak na zakladé jiného
nukleotidového sledu, a takto produkovany lidsky

proapolipoprotein A-I se izoluje.
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Zpiisob vyroby proapolipoproteinu A-I lidského ptivodu

Oblast techniky

Vyndlez se tykd zpisobu vyroby proapolipoproteinu A-I lidského piivodu pomoci novych
rekombinantnich sledd DNA, které obsahuji kéd pro proapolipoprotein A-I lidského pivodu,
pomoci vektort pro klonovani a expresi, které tuto DNA obsahuji, a pomoci hostitelskych bungk,
transformovanych témito vektory pro expresi.

Dosavadnj stav techniky

Proapolipoprotein A-I (apo A-I) lidského pivodu je hlavni proteinovou slozkou lipoproteind
s vysokou specifickou hmotnosti (LDH) a chylomikron v lymf&. Jatra a tenké strevo jsou
primdrimi misty pro syntézu apo-A-I. Tato latka se v uvedenych organech syntetizuje ve formé
bilkovinového prekurzoru, nazyvaného preproapo A-I. Ke 3tépeni tohoto preparitu dochazi
uvnitf bunék a proapo A-I je pak vylutovan do plazmy a lymfy.

Proapo A-I obsahuje navic 3est aminokyselin (Arg-His-Phe-Trp-Gln-Gin), které Jjsou vaziny na
aminoterminalni zakonceni apo A-I. Jakmile se tato latka dostane do krve, dochazi k jejimu
rozst€peni in vivo specifickym proteolytickym enzymem apo A-I-propetiddzou za vzniku apo
A-L

Apo A-l je neglykosylovany polypeptid se znamym sledem, ktery je slozen z 243 aminokyselin,
Jjak bylo uvedeno v publikaci H.B. Brewer a dalsi, Biochem. Biophys. Res. Commun. 80 (1978),
str. 623-630. Tato litka je kofaktorem pro plazmaticky enzym lecitinu cholesterolacyltrans-
ferazu, ktera je zodpovédna za vznik vétSiny esteri cholesterolu v krevni plazmé. Pfi vzniku
poruch ve struktufe nebo v biosyntéze apolipoproteinu mize dojit také k poruchdm
v transportnim systému plazmatickych lipidi a tim i k onemocnéni koronarnich tepen. Bylo
prokazano, ze i kdyZ jsou mnozstvi apo A-I a LHD v krevni plazmé pomémé nizk4, predstavuji
zmény v mnozstvi téchto latek dileZité riziko vzniku srdecnich krizi (infarktu myokardu) i pro
vznik jinych arteriosklerotickych onemocnéni cév.

Mutace genu, ktery je kédem pro apo A-l, byly spojeny se sniZenim mnozstvi LHD v krvi a také
se snizenim predCasnych onemocnéni koronarnich tepen.

Apo A-l a LHD jsou hlavnimi slozkami, které se v krevni plazmé Gcastni transportu cholesterolu
do perifernich tkani, zejména do arterii smérem k jatriim, coz byva také nazyvano inverznim
transportem cholesterolu, pro jeho vylu€ovéani z organismu. Vzhledem k tomu, Ze nahromadéni
cholesterolu v cévni tkani arterii je charakteristickym mechanismem vzniku arteriosklerozy,
mélo by byt mozné stimulaci inverzniho transportu cholesterolu pisobenim apo A-I zpomalit
nebo Ié€it arterioskleroticky proces a tim také snizit vyskyt srdeénich krizi.

Stépeni prekurzoru proapo A-I na apo A-I mize kvantitativné probihat mimo buitku po dosazeni
krevniho fe¢isté za dobu kratii nez 12 hodin. Vzhledem k tomu, Ze proapo A-I je hlavnim, ne-li
Jedinym, prekurzorem zralého apo A-I, bylo by patrné mozno tuto latku vyuzit k substituéni
1éCbe ve viech pripadech, pfi nichz dochazi ke snizeni mnozstvi LHD, napriklad pfi vrozenych
nebo ziskanych deficiencich této latky. V pfipadé, Zze by mél byt obecné vyuzit apo A-I
k 1é¢ebnym Gcelim, bylo by zapotiebi navrhnout zplisob, jimz by tuto latku bylo mozno ziskat ve
velkych mnozstvich. Az dosud se uvedena latka ziskavala &isténim apo A-I z krevni plazmy.
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V celé fadé publikaci, naptiklad P. Cheung a L. Chan, Nucleic Acids Res. 11 (1983), 3703-3715,
J.J. Seilhammer a dali, DNA 3 (1984) 309-317, a v japonské patentové prihlasce ¢. 96 998/86
bylo prokazano, e je mozno pfipravit komplementarni DNA, ktera je kodem pro preproapo A-l,
zplisoby, kterych se pouziva v genetickém inZenyrstvi.

R. Lorenzetti a dalsi v FEBS Lett. 194 (1986) 343-346 ukazali, Ze je mozno dosdhnout exprese
apo A-l1 v E. coli ve formé bilkoviny, ktera je vazana na B-galaktosidazu a neni odstépitelna.

Azdosud pak byly snahy o expresi zralé bilkoviny apo A-I, nenavézané na dal3i latku,
nelspésné.

V japonské patentové piihladce &. 96 998/86, uvedené svrchu, se popisuje exprese bilkoviny,
kterd je podobna apolipoproteinu A-I lidského puvodu. K expresi doslo v E. coli, ktera byla
transformovana pti pouziti plazmidu pHAIE-I, obsahujiciho gen se strukturou genu pro apo A-I
pod tizenim promotoru tac. Struktura uvedeného genu v3ak nebyla Gplné, gen sestdval z kodoni
pro aminokyseliny +4 aZz +243, tyto kodony pfedchazel kodon ATG pro pocatek translace.
V disledku toho obsahoval ziskany produkt exprese N-termindlni methionin (odpovidajici
kodonu ATG), ktery miize vyvolat vznik sekundarnich G¢inkd v pfipadé, ze by tato latka byla
pouzita k 1écbé.

V publikaci J.B. Mallory a dalsi, J. Biol. Chem. 262 (1987) 4241-4247, a v patentovych spisech
PCT WO 86/04920 a WO 87/02062 se popisuje exprese lidského apolipoproteinu A-I
v ovarialnich buiikach &inského kfe¢ka (tkafnovéa kultura). Pfi pouZité konstrukci bylo vyuZito
aplného genu pro proapolipoprotein A-I lidského pivodu. Ovaridlni buiiky inského kiecka jsou
pravdépodobné schopné transformovat prekurzor na zraly apo A-l, protoZe pouze 5 az 10 %
vylu¢ované bilkoviny uvedeného typu je proapo-A-I, kdezto zbytek je zrald bilkovina apo A-l.
Produktivita ziskaného systému je viak pomé&mé velmi nizka, protoze mnozstvi 0,5 x 10° bunék
vylou¢i pouze 25 az 30 pg/ml apo A-I v pribéhu 24 hodin. V patentovém spisu PCT WO
¢. 87/02062 se nékolik prikladi provedeni vztahuje k expresi apolipoproteinu A-I lidského
pivodu v buiikach jinych hostiteld, napiiklad v buiikich bakterii (E. coli), v busikich kvasinek
(8. cerevisiae) a podobné.

Piesto viak ani v jedné ze svrchu uvedenych konstrukci nebylo pouzito informace pro formu
proapo, a proteinem, k jehoz expresi doglo, nebyl v Zidném z uvedenych pfipada lidsky
proapolipoprotein A-I.

Vynélez se tyka prostfedki a metod pro ziskani lidského proapolipoproteinu A-I pouzitim
rekombinantni DNA tak, aby byl ziskan zraly proapo A-I, ktery je mozno $tépit specifickym
proteolytickym enzymem apo A-I propeptidazou. Pod pojmem ,zraly“ se v priib&hu pfihlasky
nerozumi pouze lidsky proapo A-I jako takovy, nybrZ také odpovidajici bilkovina, v niZ je prvi
aminokyselinou methionin, jehoZ pfitomnost je disledkem pouziti inicidlniho kodonu ATG pro
pocatek translace pfi konstrukci vektoru pro expresi.

Vynalez se rovnéZ tyka konstrukce vektordi pro klonovani a pro expresi, které obsahuji sled
DNA, ktery je kodem pro proapo A-I lidského pivodu tak, ze ziskand konstrukce umoZiuje
amplifikaci a v dasledku toho také expresi zralého lidského proteinu proapo A-l, jakoZ i met-
proapo A-l, priemz takto ziskané latky mohou byt konjugoviny fuzi, nebo mohou byt
konjugovany s N-terminalnim signélem. Vynalez rovnéz vyuziva Zivotaschopnych tkafovych
kultur, riznych bunék nebo mikroorganism, které byly geneticky pozménény v€lenénim svrchu
uvedenych vektorii a jsou proto schopny produkovat lidsky polypeptid proapo A-1. Mimo to by
mélo byt zpiisobem podle vynalezu moZno ziskat uvedenou litku v pomémé Cistém stavu bez
dalsich bilkovin, jako je tomu pti izolaci z pfirodniho prostfedi. Vzhledem ke specifickému
zpuisobu pripravy je tedy mozno ziskat lidsky proapo A-I, ktery je v podstaté prosty obvyklych
endogennich bilkovin a jinych materiald, obvykle obsaZenych pfi jinych zplsobech vyroby.
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Vynalez se tedy tykd zplsobu vyroby proapo A-l lidského pivodu pfi pouZiti techniky
s rekombinantni DNA. Tento zpiisob neni omezen na specificky popsané ptiklady, které ho
toliko objasiiuji.

Podstata vynalezu

Zplsob vyroby proapolipoproteinu A-I lidského pivodu spogiva podle vynalezu v tom, Ze se 1)
péstuje za pfisluSnych podminek bunééna kultura nebo mikroorganismus ze skupiny E. coli,
Saccharomyces cerevisiae nebo bunék Spodoptera frugiperda, transformovany vektorem pro
expresi, ktery obsahuje fetézec rekombinantni DNA, ktery je kédem pro lidsky proapolipoprotein
A-I, vazany operativnim zpisobem na fidici sled DNA a v&lenény mezi signaly pro iniciaci a pro
ukonceni translace, pficemz ve sledu fetézce rekombinantni DNA, ktery je kodem pro lidsky
apolipoprotein A-I, je vypustén fragment pfirodniho kédového fetézce pro aminokyseliny -6 az
+14 a je nahrazen fragmentem DNA.

5’-ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTA-
AGGACTTG-3’

ktery je kodem pro tytéz aminokyseliny, pfi¢emz tento sled obsahuje navic iniciaéni kodon ATG
a modifikované kodony pro aminokyseliny v polohach -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 a
+12, ¢imz dochazi ke sniZzeni nebo vyloudeni tvorby struktur s dvojitym fetézcem, a 2) takto
ziskany lidsky apolipoprotein A-I se izoluje.

Podstatou vynalezu je tady zpiisob vyroby bilkoviny, kterd sestavd ze zralého proapo A-I
lidského pivodu nebo tuto latku obsahuje, pficemz tuto latku je mozno pfevést in vitro nebo in
vivo na zraly lidsky apo-A-I plisobenim proteolytickych enzymu, zejména apo A-I-propeptidazy.
Produkt této reakce, kterym je lidsky proapo A-l, je mozno vyuzit jako takovy pro lé¢ebné Ggely.
Stejné dobfe je mozno vyuzit také met-proapo A-I vzhledem k tomu, Ze pfitomnost methiony-
lového zbytku je z farmaceutického hlediska prijatelna, protoze tento produkt je moZno prevést
za prirodnich podminek a s velkou u¢innosti v krevnim ob&hu pisobenim ptirodni propeptidazy
na autenticky zraly lidsky apo A-I. Je-li to Zadouci, je moZno ziskat lidsky proapo A-I
v mikroorganismech nebo ve zvolenych tkafovych kulturdch bunék, které jsou schopné
odstraitovat methionin na N-termindlnim zakonceni a v disledku toho i produkovat lidsky proapo
A-I ve formé, ktera jiz neobsahuje N-terminalni methionin. Je také mozno postupovat tak, Ze jak
v pripad¢, Ze tato latka obsahuje N-terminalni methionin, tak v pfipadé, Ze jej neobsahuje, mize
byt lidsky proapo A-I in vitro rozitépen za ziskani zralého lidského apo A-I, ktery je mozno
vyuzit k léCebnym Gcelim. Stejné v pfipadg, Ze je tato latka konjugovana fizi a konjugat
obsahuje N-terminalni signal proapo A-I, je mozno §tépenim ziskat autenticky lidsky apo A-I,
prosty N-terminalniho methioninu.

Dalsi dilezité hledisko zptisobu podle vynalezu spociva v tom, Ze se jako kéd pro alespofi ast
molekuly lidského proapo A-l uzije modifikovaného kédového sledu. Tento modifikovany sled,
ktery je kodem pro uvedenou latku, zlepsuje a¢innost translace vzhledem k tomu, Ze sniZuje nebo
Uplné zabrafuje vzniku struktury s dvojitym fetézcem. Je pravdépodobné, ze R. Lorenzetti a
dalsi v publikaci FEBS Letters 194 (1986) 343-346 nemohli pozorovat expresi zralé bilkoviny
apo A-I bez fiize proto, ze jejich konstrukce DNA vytvafela struktury s dvojitym fetézcem, coz
mohlo vést k nelcinné expresi. Bylo s pfekvapenim zjit€no, Ze je mozno dosahnout Gc¢inné
exprese tak, ze se provede prislusna modifikace nékterych kodont ve sledu, ktery je kédem pro
aminokyseliny -6 az +14 fetézce proapo A-I. Pojem ,pfisluina modifikace®, tak jak je zde
pouzivan, znamena, ze se nékteré z prirodnich kodonl v uvedené oblasti nahradi jinymi kodony,
které jsou podle genetického kédu kédem pro tytéz aminokyseliny, pfic¢emz mimoto vechny
takto provedené modifikace ve svém celku vedou ke sniZeni nebo dokonce k potlateni moZnosti
vzniku struktury s dvojitym fetézcem. Je také dilezité, ze viechny uvedené modifikace nemaji
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naprosto zadny vliv na misto, v némz je uvedena latka $t€pena enzymem propeptidazou, protoze
misto v fetézci DNA, kde se uvedené zmény provadéji, jsou uskutednény na jiném misté, takZe
sled aminokyselin, vytvéafejici misto pisobeni enzymu, ziistava zachovan.

Zplisobem podle vynalezu je tedy mozno ziskat proapo A-l lidského puvodu jako produkt
bunééné kultury nebo geneticky modifikovaného mikroorganismu. Tento proapo A-I lidského
piivodu miize byt ziskan jako zraly proapo A-I, ve formé proapo A-I, pfed nimz je ulozen zbytek
methioninu, ve formé slozené bilkoviny, kterou miZze byt napiiklad beta-galaktosidaza-proapo
A-I a ve formé slougeniny preproapo A-I. Takto ziskany produkt je v podstaté prosty obvyklych
endogennich bilkovin a dalsich latek, které se obvykle vyskytuji v materidlech, ziskanych
z pirodnich zdroji, jako je krevni plazma v ptipadé svrchu ziskavané bilkoviny. Tkarové
kultury pro toto pouziti nebo mikroorganismy, vyuzivané k produkci uvedenych latek, nejsou
omezeny na pouzité bunééné linie nebo na specifické organismy. K uvedenému ucelu je mozno
pouzit jak buiiky eukaryotickych, tak buiky prokaryotickych organismii, coz znamena i moZnost
pouziti Zivodidnych a lidskych bun&nych linii. Pouze jako pfiklad je mozno uvést moznost
exprese v mikroorganismu Escherichia coli (jako pfedstavitel prokaryotickych bungk), dale
kvasinky Saccharomyces cerevisiae a také hmyzi buiiky, infikované bakulovirem, jako
reprezentanty eukaryotickych bunék.

Na bilkovinné Grovni se vynalez tyka zpsobu vyroby apo A-I lidského pivodu, ktery je mozno
ziskat tak, e se pisobi na proapo A-I lidského pivodu enzymem apo A-I-propeptidazou. Takto
ziskany apo A-I z lidského proapo A-I, ziskaného zpusobem podle vynilezu, je identicky
s autentickou formou zralého lidského apo A-l a je také prosty methioninového zbytku na
N-terminalnim zakon&eni.

Pokud jde o pouziti takto ziskanych latek, je mozno proapo A-I lidského plvodu, ziskany
zplisobem podle vynalezu, a/nebo lidsky apo A-I zpracovat na farmaceutické prostfedky, které
budou kromé svrchu uvedenych Géinnych latek obsahovat jesté alespori jeden nosi¢, pfijatelny
z farmaceutického hlediska, rozpoustédlo, fedidlo a podobné podle predpokladaného zpisobu
podani a podle pomocnych latek, obvykle ve farmacii k uvedenému a¢elu uzivanych.

Na dirovni DNA se vynalez tyka ziskani rekombinantniho sledu DNA s obsahem fetézce, ktery je
kdédem pro lidsky proapolipoprotein A-I, v némz byla &ast pfirozeného kédového sledu pro tuto
latku nahrazena fragmentem DNA, ktery je koédem pro tytéZz aminokyseliny jako pfirodni sled,
avsak sestava z odlisného sledu nukleotidu tak, aby byla snizena nebo zcela vyloucena tvorba
struktur s dvojitym fetézcem. Podle jednoho z velmi vyhodnych provedeni se pfirodni sled, ktery
je kédem pro aminokyselinu v polohéach -6 az +14 v proapo A-I, nahradi nésledujicim sledem:

5’-ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTT-
AAGGACTTG-3’,

pti¢emz tento sled obsahuje navic iniciaéni kodon ATG pro translaci a modifikované kodony pro
zbytky aminokyselin v polohach -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 a +14.

Vynalez se rovnéz vztahuje k ziskani vektord pro klonovani s obsahem uvedené rekombinantni
DNA a vektorai pro expresi, které obsahuji svrchu uvedeny sled, ktery je kédem pro lidsky
proapo A-l. Vynilez se zvlast& tyka zpusobu ziskani rekombinantnich plazmidi pULB9291,
pULB9292, pULB9296, pULB9299, pNIV1612 a pNIV1613, jejichz konstrukce bude dale
popsana. Prvni z uvedenych plazmidii, pULB9291 a pULB9292, obsahuji gen s modifikovanou
strukturou genu pro proapo A-l, pted nimZ se nachazi kodon ATG pod fizenim promotoru Py
z fagu lambda. Tyto plazmidy jsou vektory pro expresi, které je mozno pouzit v pfipad¢ E. coli a
které Fidi syntézu lidského proapo A-I, ktery miize byt §tépen propeptidazou za vzniku zralého
lidského apo A-I v autentické formé&. V ptipadg, Ze se tento plazmid v¢leni do E. coli, fidi
plazmid pULB9296 expresi bilkoviny, ktera je vazana na beta-galaktosidédzu pod fizenim oblasti
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lac promotoru z E. coli. Vzhledem k tomu, Ze takto ziskany produkt, obsahujici lidsky proapo
A-l a beta-galaktosidazu, obsahuje také fetézec, v némz dochazi ke S§tépeni pusobenim
propeptidazy, je mozno jej rozstépit za vzniku zralého autentického lidského apo A-I.

Plazmid pULB9299 je vektor pro expresi, ktery je vhodny pro pouziti u kvasinek a obsahuje
oblasti promotoru a termindtoru transkripce pro zajisténi 0¢inné exprese u kvasinek. Takto
ziskany lidsky proapo A-I je opét moZno rozstépit plsobenim propeptidazy a ziskat tak zraly
autenticky lidsky apo A-L.

Jako terminatoru transkripce se v pripadé€ kvasinek s vyhodou uzije ARG3 k zajisténi G¢inné
exprese.

Plazmid pNIV 1612 obsahuje gen pro strukturu proapo A-l, spojeného se sledem DNA signalniho
peptidu pro bilkovinu OmpA z E. coli pod fizenim promotoru lpp (lipoprotein) a promotoru
operatoru lac. V této konstrukci pfedchazi sled, ktery je kédem pro signélni peptid OmpA, sled
pro proapo A-I bez kodonu ATG pro pocatek translace. Plazmid je pfislusnym vektorem pro
sekreci pro E. coli a fidi syntézu lidského proapo A-I, ktery mize byt vylu¢ovan do periplazmatu
bez N-terminainiho methioninového zbytku. Plazmid pNIV1613 je vektor pro pfenos a vélenéni
sledu DNAc pro proapo A-I lidského pivodu do bakuloviru. Obsahuje polyhedrinovy promotor
bakuloviru a gen, ktery je kédem pro strukturu proapo A-I a obsahuje kodon ATG pro pocatek
translace. Ve spojeni s kmenem, ktery je zdrojem bakuloviru (Autographa californica polyhe-
drosis virus, AcNPV), tidi plazmid pNIV1613 syntézu proapo A-I v butikaich hmyzu a vzhledem
ke zménam, k nimz dochazi v hmyzich buiikich, je mozno jej timto zpisobem ziskat bez
N-terminalniho methioninového zbytku.

Vynalez se kone¢né také tyka zplsobu ziskdvani bunéénych kultur a mikroorganismi, které byly
transformovéany vektorem pro klonovani nebo vektorem pro expresi, tak jak byly svrchu popsany.
Vynalez se zvlasté tyka zpisobu péstovani bunénych kultur a mikroorganismu, transfor-
movanych a schopnych produkovat proapo A-I lidského pivodu. Pod pojmem ,transformovany*,
tak jak je v pribéhu prihlasky pouzivan, se rozumi v Sirokém smyslu organismus ,,geneticky
modifikovany®, takze neni ucelem piihlasky se omezit pouze na uzky pojem ,bakterialni
transformace®. Podle povahy pouzitého vektoru a podle zvoleného hostitele je mozno pouzit
jakoukoliv vhodnou techniku, kterd se v soucasné dobé v oboru genetiky pouziva, jako je
napiiklad transfekce, transdukce a podobné.

Kultury bunék mikroorganismi, které byly ziskany zpisobem podle vynélezu, je mozno vyuzit k
produkci proapolipoproteinu A-I lidského piivodu tak, Ze se uskuteéni fermentace pozménénych
mikroorganismu v primyslovém méfitku.

Ucelu, ktery si vynalez klade za tkol, je zasadné moZno dosahnout také pii pouziti riiznych
kmend mikroorganismd, napiiklad kmene MM 294 mikroorganismu E. coli K12 (endoA thi’,
hsdR, supE); tento kmen byl uloZen ve vefejné sbirce kultur American Type Culture Collection
(ATCC ¢. 33 625), kde je k dispozici bez omezeni, pokud jde o jeho dostupnost. Je viak mozno
vyuzit jesté dalsi mikrobiadlni kmeny, napfiklad nékteré znamé kmeny E. coli, jako E. coli B,
E. coli z 1776 (ARCC ¢&. 31537, kmen uloZen 3. &ervence 1979, dostupny bez omezeni), dale
E. coli AR58, ktery je odvozeny od kmene N99 (A-ICC &. 33956) s clIl', cI 857, bio™ funkce delta
H-zbaveny lambda (dodava PL-Pharmacia), mikroorganismus byl popsan v publikaci J.E. Mott a
dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985), 88-92, G. Devare a dalsi, Cell 36, (1984), 43-49,
dale je mozno uzit kmen E. coli IM101 (ATCC ¢&. 33876), popsany v publikaci Messing a dalsi,
Nucleic Acids Res. 9 (1981), 309-321 nebo E. coli JA221 (lpp,, hdsM", trpES, leuB6, lacY,
recA-I/F’, lacl, lac’, pro”), tento kmen byl popsan v publikaci J. Ghrayeb a dalsi, EMBO J. 3
(1984), 2437-2442 nebo jesté dalsi mikrobialni kmeny, jichz byla fada uloZena do sbirek a jsou
dostupné v riiznych vetejnych sbirkach mikroorganismi, jako napfiklad sbirka American Type
Culture Collection (ATCC), ktera vydava katalogy mikroorganismu, které v ni jsou uloZeny.
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Z dalgich mikroorganismii by bylo mozno uvést napfiklad n&které Bacilli, napiiklad Bacillus
subtilis a dali Enterobacteriaceae, z nichZ je mozno uvést naptiklad Salmonella typhimurium
nebo Serratia marcescens, u nichZ je mozno dosahnout replikace a exprese fetézci heterolognich
gend.

Plazmidy pro expresi pro pouziti u bakterii, napfiklad v ptipadé E. coli, se obvykle ziskavaji tak,
ze se vychazi z plazmidu pBR322, ktery se uZije jako vektor (je uloZen ve sbirce ATCC pod
gislem 37017) a do tohoto plazmidu se pak vélefiuji pfislu$nym zpusobem sledy heterolognich
genl a soulasné také signaly pro pocatek a ukonceni translace v pfislusné fazi s funkCnim
promotorem, pfi¢emz se vyuZziva vyhod pfitomnosti pfirozené se vyskytujicich mist pro pisobeni
restrikénich enzymi, nebo se takova mista synteticky vytvofi. Vektor mize nést jeden nebo vétsi
podet genil, které jsou charakterizovany svym vybérem fenotypu a pocatkem replikace pro
zajisténi amplifikace v buiikdch hostitele. Meteorologii vélenény sled je mozno uloZit tak, aby
dochézelo k jeho expresi soucasné s predb&znym sledem, s nimz je pozadovany sled spojen, jako
je tomu napfiklad v pfipadé genii systému lac.

Vektory pro expresi pro bakulovirus, napiiklad plazmidy pAcRP6 nebo pAcYMI, popsané
v publikaci Y. Matsuura a dalsi, J. Gen. Virol. 68 (1987), 1233-1250 a pro Autographa
californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV), je rovnéz mozno 3iroce pouZzit. Tyto vektory
jsou podrobné popsany v literatufe a je mozno je ziskat z Texas Agricultural Experiment Station.

Pii provadéni zpisobu podle vynalezu je mozno jako hostitelskych bunék pro kompatibilni
vektory vyuzit také riznych hmyzich bunék, napfiklad bunék Spodoptera frugiperda Sf9,
popsanych v publikaci M.D. Summer a G.E. Smith: A manual of Methods for Baculovirus
Vectors and Insect cell Culture Procedures, Texas University College Station (1987). Kmen byl
uloZen jako ATCC CRL 1711.

Pii provadéni zpiisobu podle vynélezu je rovnéz mozno vyuZit vektorli pro expresi, které jsou
kompatibilni s riznymi kmeny kvasinek, napfiklad plazmid 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 Saccharomyces cerevisiae.

Kvasinkové kmeny, které je moZno k uvedenym uelim pouZit, jsou kmen RH218, popsany
v publikaci G. Miozzari a dalsi, J. Bacteriol. 134 (1978), 48-59, ktery byl ulozen do American
Type Culture Collection bez omezeni pro &islem ATCC 44076, dale kmen 10S44c, popsany
v publikaci T. Cabezon a dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81 (1984), 6594-6598, ktery je
genotypem leu2-3, leu2-112, pep4-3 a byl popsan v publikaci M. Hoylaerts a dalsi, FEBS Lett.
204 (1986), 83-87, a dale kmen Ic 1697d (argJ, leu2-1), bradytrofni pro arginin (ATCC 20 631).

V ptipadg, Zze je zapotiebi dosahnout exprese heterologniho genu, jako je DNAc pro proapo A-l
lidského plvodu v buiikich kvasinek, je zapotiebi zkonstruovat vektor, kterym je obvykle
plazmid s obsahem Ctyf slozek.

Prvni slozkou je fragment, ktery dovoluje transformaci jak E. coli, tak kvasinek a ktery proto
musi obsahovat gen pro selekei, pivodem z kazdého z téchto organismii. MdZe to byt gen pro
odolnost proti ampicillinu z E. coli (,AmpA*) a gen leu2 z kvasinek. Pak vyZaduje uvedena
konstrukce jesté poéatek replikace, pivodem z kazdého z uvedenych organismi, ktery je mozno
zachovat jako plazmidovou DNA v obou uvedenych organismech. Miize jit o pocatek z E. coli
z plazmidu pBR322 a o poéatek arsl z chromozomu III kvasinek, nebo o pocatek pro replikaci
cirkularniho typu DNA 2 p.

Druhou slozkou plazmidu je sled, ulozeny v poloze 5° kvasinkového genu, u néhoZ dochazi
k silné expresi za uskutenéni transkripce genu se strukturou, uloZenou za nim. Sledem,
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uloZzenym v poloze 5°, miiZze byt sled z geni TDH3 nebo ARG3 z kvasinek. Fragment se sestroji
tak, ze dojde k vynechani fetézct ze struktury gend TDH3 nebo ARG3, pfi¢emz tyto fetézce se
nahradi fetézci, které obsahuji alternativni mista pro piisobeni restrikénich enzymda, napiiklad pro
restrikéni enzymy Ncol nebo BamHI, takze je moZno snadno zapojit tento Fetézec do polohy 5°
ve struktufe svrchu uvedeného genu.

Tteti slozkou uvedené konstrukce je gen, jehoZz struktura je zkonstruovana tak, Ze obsahuje
soucasné signal ATG pro pocatek translace a signal pro ukon&eni této translace.

Ctvrtou slozkou svrchu uvedené konstrukce je fetézec DNA kyseliny, ktery obsahuje sled,
uloZeny do polohy 3’ genu kvasinky a obsahujici pfislu$né signaly pro ukonceni transkripce a
pro polyadenylaci. Napiiklad plazmidy, které fidi produkci proapo A-I lidského plivodu
v kvasinkach, mohou byt konstruovany tak, Ze se fragmenty genu pro polypeptid proapo A-I
lidského pivodu uloZi do mista pro plsobeni restrikéniho enzymu BamHI plazmidu pRIT 10774
pro expresi, ktery byl popsan v evropském patentovém spisu &. 151102.

Vynalez bude déle popsan v souvislosti s ptilozenymi vykresy a také v souvislosti s popisem

vyhodnych provedeni zpasobu podle vynalezu, zejména pokud jde o konstrukci vektori a
rekombinantni DNA.

Priklady provedeni vynalezu

Na obr. 1A a 1B je zndzornén nukleotidovy sled a fetézec aminokyselin pro lidsky preproapo
A-1. Nukleotidovy sled pro m-RNA lidského preproapo A-I byl zjistén na zakladé analyzy sledi
DNA a cDNA klonu pULB1609. Aminokyseliny, jejichz pfitomnost je piedpokladana
v signalnim peptidu, propeptidu a vlastnim dplném polypeptidu apo A-I, jsou uvedeny a
oznaceny od prvniho zbytku aminokyseliny bilkoviny apo A-l. PodtrZena je oblast, kterd
odpovida syntetické sondé DNA, ktera byla uzita pro izolaci uvedeného klonu.

Byly uzity nasledujici jednopismenové zkratky pro oznadeni aminokyselinovych zbytki:
A-alanin, C-cystein, D-kyselina asparagova, E-kyselina glutamova, F-fenylalanin, G-glycin,
H-histidin, I-isoleucin, K-lysin, L-leucin, M-methionin, N-asparagin, P-prolin, Q-glutamin,
R-arginin, S-serin, T-threonin, V-valin, W-tryptofan a Y-tyrosin.

Na obr. 2 je zndzornéno schéma po syntézu oligonukleotidového fetézce, ktery byl uzit pro
kosntrukci fragmentu DNA, ktery je kédem pro 6 aminokyselin propeptidu a pro prvnich 14

.....

oligonukleotidy, uzité pro syntézu fragmentu Ncol-Ball s 65/61 pary bazi (pb).

Na obr. 3 je zndzornéna konstrukce plazmidu pULB9291, ktery obsahuje fidici oblasti P, lambda
a nukleotidovy sled pro proapo A-L

Na obr. 4 je zndzornéna konstrukce plazmidu pULB9296, ktery obsahuje promotor lac z E. coli a
nukleotidovy sled, ktery je kddem pro B-galaktosidazu, spojeny se sledem pro proapo A-L.

Na obr. 5 je znazornéna konstrukce plazmidu pULB9299, ktery obsahuje fidici oblasti ARG3
kvasinek a mimoto nukleotidovy sled pro proapo A-I.

Na obr. 6A, 6B a 6C je znazornéna konstrukce plazmidu pNIV612, ktery obsahuje Fidici oblasti
lac a Ipp, dale kodovy sled pro signalni peptid ompA a nukleotidovy sled pro proapo A-l.
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Na obr. 7 je znizornéna konstrukce plazmidu pNIV1613, ktery obsahuje fidici oblast
polyhderinového genu a nukleotidovy sled, ktery je kodem pro proapo A-L

Ptiprava RNA

Celkova RNA z lidskych jater se ptipravi zpiisobem s pouzitim guanidiumchloridu, popsanym
v publikaci Cox R.A., Methods Enzymol. XII, gast B (1968), 120-129. Takto ziskana RNA se
pak necha projit sloupcem s obsahem oligo(dT)-celulézy k ziskani celkové polyA'RNA
zptisobem podle publikace Maniatis a dal3i, Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York 1982). Z 10 g lidskych jater je timto zpuisobem mozno ziskat
200 pg celkové polyA"RNA.

Syntéza komplementarni DNA (cDNA) in vitro

Reverzni transkripce se pii pouziti 0,1 az 5 pg polyA"RNA zahdji pfi pouZiti pfiblizné 1 ug
oligo(dT)12.;s (Boehringer). Ziskana cDNA s jednim fetézcem se pak transformuje na cDNA
s dvojitym fetézcem (cdbDNA) pusobenim enzymu reverzni transkriptazy. Vzorky této latky
v mnozstvi piiblizné 1 pg se zpracovavaji pisobenim S1 nukleazy k ziskéni vaznych zakonCeni.
Tento postup je v oboru dobfe znam a byl podrobné popsan v publikaci T. Maniatis a dalsi, tak
jak byla svrchu uvedena. Pak se na tato volna zakonceni navaze oligo(dC) zpasobem, popsanym
v publikaci Villa-Komaroff a dal3i, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75 (1978), 3727-3731. Obvykle
se pasobi na 10 ng cdbDNA enzymem deoxynukleotidyltransferdzou (termindlni). Na 3’-
zakong&eni molekuly cdbDNA se navaze obvykle zbytek o délce 15 bazi.

Klonovani cdbDNA s vaznymi zakondenimi v plazmidu pBR322

DNA plazmidu pBR322 se linearizuje piisobenim enzymu Pstl a zakonceni se vyplni oligo(dg)
zptisobem podle publikace Lawn R.M. a dal3i, Nucleic Acids Res. 9 (1981), 6103-6114. Pak se
cdbDNA s vaznymi zakon&enimi oligo(dC) smisi v ekvimolekularnim poméru s DNA z plazmidu
pBR322 s vaznymi zakongenimi oligo(dG). Obvykle se k recirkularizaci plazmidu hybridizuje
50 pg smési. Podminky této reakce jsou v oboru dobfe znamy a byly podrobn& popsany
v publikaci R.M. Lawna, tak jak bylo svrchu uvedena. Hybridizaéni smés se pak uZije
k transformaci ptislunych bunék kmene MM294 E. coli, napfiklad zpisobem, popsanym ve
svrchu uvedené publikaci R.M. Lawna a dalSich. Selekci p&stovanim na prostfedi s obsahem
tetracyklinu je mozno ziskat nékolik stovek transformanti, odolnost proti tomuto antibiotiku je
vlastni plazmidu pBR322. Transformanty byly rovnéz zkouseny na svou citlivost proti
ampicilinu. Ty, které byly citlivé, obsahujici chimémi plazmid, takze v¢lenéni cizorodé DNA do
vektoru inaktivuje gen pro odolnost proti ampicilinu.

Tr¥ideéni ziskané sestavy cDNA

Transformanty E. coli byly tfidény pro pouziti syntetickych oligonukleotidii a oznaCeny na svém
5°-zakonéenimi pomoci **P, zakon&eni odpovida fragmentu genu pro apo A-IL. Sled nukleotidd
pro apo A-I lidského piivodu je znam naptiklad ze svrchu uvedenych publikaci Cheunga a Chana
a také J.J. Seilhamera a dalSich a je tedy v dusledku toho mozZné jej chemicky syntetizovat
zpisobem, popsanym v publikaci N. Sinha a dal3i, Nucleic Acids Res. 123 (1984), 4539-4557,
ve formé nukleotidové sondy, ktera obsahuje 22 bazi, odpovidajicich 5°-zakonceni uvedeného
genu. Vybrany fetézec ma nasledujici sled: 5-GCTGCGGTGCTGACCTTGGCCG-3". Pred
pouzitim k hybridizaci byl synteticky oligonukleotid fosforylovan na svém 5’-zakonceni
plisobenim T4-polynukleotidkindzy (P-L Biochemicals) a (gamma”P)ATP. Podminky pro
znadeni a hybridizaci jsou v oboru znamy a byly podrobn& popsany ve svrchu uvedené publikaci
T. Maniatise a dalsich a v publikaci A. Bollen a dal3i, DNA 2 (1983), 255-264.
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Konstrukce plazmidi pro expresi

Zpisoby vyroby DNA, izolace fragmenti DNA, jakoz i podminky analyzy plsobenim
restrikénich enzymi a podminky navéazani fragmenti jsou v oboru znamy a byly podrobné
popsany v publikacich R.M. Lawna a dalSich a T. Cabezona a dalSich, tak jak byly svrchu
uvedeny, a je mozno je v tomto ptipadé pouzit.

Dale bude popséna syntéza fragmentii pro vazbu promotoru vektor pro expresi na 5’-zakonéeni
genu.

Syntéza fragmentu Ncol-Ball

Na obr. 2 jsou podrobné popsany principy, které jsou podkladem pro oligonukleotidy s obsahem
35, 30, 18 a 43 bazi, kterych se uziva pii syntéze fragmentu Ncol-Ball s 65/61 pb. Syntetické
fragmenty s 30 a 18 bazemi se na svych 5’-zakon&enich fosforyluji plisobenim enzymu T4-poly-
nukleotidkinazy (P-L Biochemicals). Pak se 1 pg kazdého oligonukleotidu v&etné oligonu-
kleotidii a 35 a 43 bazemi, které nejsou fosforylovany, hybridizuje 3 minuty pfi teploté 95 °C ve
300 mM octanu sodném o pH 7,0, naCez se smés necha pomalu zchladnout na teplotu 4 °C. Pak
se hybridizaéni smés uzije jako takova v prub&hu klonovani pro konstrukci plazmidt pro expresi.

Zjisténi sledu DNA

Analyza sledu DNA byla provadéna zpisobem, popsanym v publikacich A.M. Maxam a
W. Gilbert Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 560-564 a F. Sanger a dal3i, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 74 (1977), 5463-5467.

Analyza bilkovin

Usazeniny bunék s hustotou 1 jednotky pfi 630 nm (1 ODsyo se ziskaji v riznych stupnich
v pribéhu fermentace kment, které obsahuji plazmidy pro expresi proapo A-I lidského puvodu,
pULB9291, pULB9292, pULB9296 a pULB9299 (uzité k transformaci kmenti ARS8 a JM101
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 mocoviny, 10 % glycerolu
a 5 % 2-merkaptoethanolu, smés se zahfeje na 3 minuty na teplotu varu, nadez se vzorky podrobi
elektroforéze na polyakrylamidovém gelu podle publikace U.K. Laemmli, Nature 227, (1970).
680-685. K detekci bilkovin se uZije coomasiova modf a syntetizovany proapo A-I lidského
plvodu se identifikuje po elektroforetickém pfenosu imunologicky (A. Bollen a dalsi, svrchu).

Konstrukce rekombinantnich vektori pro expresi proapo A-I lidského pivodu v bakteriich,
kvasinkach a v buiikdch hmyzu, infikovaného bakulovirem.

1. Klon ¢cDNA pro lidsky preproapo A-I: pULB1609 (obr. 1).

Neékolik stovek transformanti, ziskanych klonovanim cdbDNA, odpovidajici polyA RNA
z lidskych jater v misté po $tépeni enzymem Pstl plazmidu pBR322 se ttidi pomoci syntetického
oligopeptidu jako sondy s 2 nukleotidy pro apo A-I, tak jak byla svrchu popsana. U jednoho
z klon& bylo mozné pozorovat v priub&hu sledovani intenzivni hybridiza¢ni signal. Tento klon.
ktery byl oznacen pULB1609, byl izolovan a v&lenéna DNA, obsaZena v tomto plazmidu, byla
charakterizovana analyzou svého sledu. Délka tohoto v&lenéného sledu je 878 parl bazi (pb).
Tato DNA je kédem pro tplny polypeptid preproapo A-I lidského pavodu. Jak je znazoméno na
obr. 1, klonovany fragment cDNA obsahuje nekddové oblasti na 3’- a 5’-zakonceni o 19 bp a
55 bp, déle sled o 54 bp, ktery je kédem pro prekurzor (aminokyseliny -24 az -7, sled pro
propeptid o 18 pb (aminokyseliny -6 az -1) a sled o 732 bp, ktery je kédem pro Uplny apo A-1
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(aminokyseliny 1 az 243) spolu s terminaénim kodonem pro ukonceni translace. Retézec
bilkoviny, odvozené od tohoto sledu DNA, pfesné odpovida sledu aminokyselin, které jsou
obsaZeny v preproapo A-I v nezavisle izolovanych klonech cDNA (W.C. Barker a dalsi, Comp.
Biochem.-Physiol. 57B, (1977), 309-315, Japonska patentova piihlaska ¢. 96998/86, P. Cheung a
L. Chan, svrchu a J.J. Seilhamer a dalsi, svrchu).

2. Konstrukce vektoru pro expresi v_bakteriich s obsahem sledu cDNA proapo A-I lidského
puvodu: pULB9291 (obr. 2 a 3).

Plazmid pULB9291, pti jehoz expresi vznikda proapo A-I lidského plvodu, je moZno
zkonstruovat tak, Ze se ulozi segment z klonu pULB1609 za fidici oblast promotoru P; lambda,
jak je znazornéno na obr. 3. Konstrukce tohoto plazmidu pro expresi vyZaduje syntézu fragmentd

pocatek translace a sled nukleotid, ktery je kodem pro aminokyseliny genu se strukturou pro
proapo A-I lidského piivodu az do prvniho mista pisobeni restrikéni endonukleazy Ball, jak je
znazornéno na obr. 2.

Pomocny fetézec se ptipravi syntetickym zpiisobem (N.D. Sinha a dalsi, svrchu). Pfipravi se
Styfi syntetické oligopeptidy; po hybridizaci jsou kédem pro methionin, odpovidajici inicialnimu
kodonu ATG pro podatek translace, pro 6 aminokyselin, odpovidajicich propeptidu a pro 14
prvnich aminokyselin Gplného apo A-I lidského piivodu, jak je znazorné€no na obr. 2. Pomocny
5°-zakonéeni genu. K tomuto G&elu byly vybrany kodony, které jsou kédem pro aminokyseliny
-6,-1,1,3,4,5,6,7, 10, 11 a 14 tak, ze neodpovidaji ptirodnim kodoniim pro tyto amino-
kyseliny, které je mozno nalézt v cDNA klonu pULB1609.

Svrchu uvedeny pomocny Fetézec se uzije pro spojeni fragmentu DNA o 744 pb z plazmidu
pULB1609 s promotorem P lambda v plazmidu pro expresi pULB1221.

Konstrukce vektoru pro expresi pULBI1221 je popsana v evropském patentovém spisu
&. 186 643. Tato konstrukce sestava ze tfi zakladnich etap, vychazi se z plazmidu pCQV2.
Plazmid pCQV?2 je popsan v publikaci C. Queen, J. Mol. Appl. Genet. 2 (1983), 1-10 a je volné
dostupny.

Volba urditého vektoru neni zivazna. Je mozno uzit jakykoliv jiny vektor, ktery obsahuje
promotor a pred nim pfisluiné misto pro pisobeni restrikéniho enzymu Ncol. Navaze se
piblizné 0,1 pg svrchu popsanych syntetickych fragmentii pisobenim DNA-ligizy T4 na
priblizné 1 pg fragmentu Ball-Pstl o 744 pb z plazmidu pULB1609 a piiblizné 1 pg vektoru,
kterym je plazmid pULB1221, rozstépeny Ncol a Ball.

Pied uskutenénim vazby se fragment Ball-Pstl o 744 pb zpracovava plsobenim T4 DNA-
polymerazy, Ze se zakon&eni zméni na 3’-vazna zakonéeni. Tento postup je v oboru znim a byl
popsan v publikaci T. Maniatis a dal3i, uvedené svrchu vrchu.

Po amplifikaci v pislusnych hostitelskych buiikach kmene ARS8 E. coli byly rekonstruované
plazmidy charakterizovany analyzou restrikénich mist a stanovenim sledu DNA syntetickych
fragmentll a mist spojeni. Jeden z rekombinantnich plazmidi, pULB9291, spliioval vSechna
kriteria, protoze obsahoval viechny fragmenty ve spravném potadi a sméru, tento plazmid byl
pouzit pro studie exprese.
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3. Konstrukce vektoru pro expresi v _bakteriich s obsahem sloZeného sledu pro beta-
galaktosidazu a pro lidsky proapo A-I: plazmid pULB9296 (obr. 4).

Pti této konstrukci se sled DNA, ktery je kodem pro lidsky proapo A-I, ulozi pted sled DNA,
ktery je kodem pro beta-galaktosidazu ve spravném pofadi a s timto sledem se spoji. Gen pro
beta-galaktosdidazu se nachazi v plazmidu pro expresi v E. coli pUR288, ktery je volné
dostupny, byl popsan v publikaci U. Ruther a B. Muller-Hill, EMBO J., 2 (1983), 1791-1794 a
nese promotor lac v i¢inné formé a mimoto obsahuje pfislusna restrikéni mista pro sled beta-
galaktosidazy. Ptislusny rekombinantni plazmid se zkonstruuje tak, jak je znazornéno na obr. 4.
Predevsim se DNA plazmidu pUR288 rozitépi pisobenim enzymu BamHI, pak se zpracovava
plisobenim T4-DNA-polymerdzy, nadeZz se znovu rozstépi enzymem Sall. Pak se postupné
izoluje fragment o velikosti 805 pb z plazmidu pULB929! 3tépenim pusobenim restrikéniho
enzymu Kpnl, plisobenim T4-DNA-polymeraty a nakonec §tépenim restrikénim enzymem Sal.l.
Oba fragmenty se navazi v molarnim poméru pisobenim T4-DNA-ligazy a ziskany plazmid se
uzije k transformaci hostitelskych bunék kmene JM101 E. coli, coZ je volné dostupny kmen
ATCC ¢. 33 876. Ziskané transformanty se ovéfi analyzou pdsobenim restrikénich enzymi
k prikazu spravné orientace sledu pro proapo A-I lidského pivodu vzhledem ke genu pro beta-
galaktosiddzu a na pfitomnost mista pro pusobeni restrikéniho enzymu BamHI, které je
rekonstruovano ve spojeni obou uvedenych sledi. To znamena, Ze sled, ktery je kodem pro
proapo A-l lidského piivodu, je zarazen pted sled pro beta-galktosidazu ve spravné fazi. Jeden
z transformantt, obsahujicich plazmid pULB9296, spliioval vSechna kriteria a byl pak pouZit pri
studiich na expresi.

4. Konstrukce plazmidu pro expresi u kvasinek pULB9299, ktery obsahuje sled DNA, ktery je
kédem pro proapo-A-I lidského pavodu (obr. 5).

Pii této konstrukci se sled cDNA, ktery je kddem pro proapo A-I lidského ptivodu, klonuje mezi
signdlem promotoru a termina¢niho kodonu v plazmidu pro expresi u kvasinek. K témto
pokusiim byl vybran vektor pro expresi u kvasinek pRIT10774. Konstrukce plazmidu pro expresi
pRIT10774 je popsana v evropské patentové prihlasce &. 151 102. Tento vektor byl zkonstruovan
na jedné strané z plazmidu pRIT 10749, uloZeného ve sbirce ATCC pod cislem 39133 podle
Budapest'ské amluvy, a na druhé strané z vektoru YEp13 pro E. coli - Saccharomyces cerevisiae,
ktery byl popsan v publikaci J.R. Broach a dalsi, Gene, 8 (1979), 121-133, a ktery je dostupny ve
sbirce ATCC pod ¢islem 36 115. Vektor pRIT 10774 je schopen replikace v E. coli
i v kvasinkach a nese promotor a terminator transkripce ornirhinkarbamoyltransferazy (ARG3),
ktery je oddéleny jedinym mistem pro pusobeni restrikéniho enzymu BamHI, vhodnym pro
vélenéni cizorodé DNA spolu s pfislusnym iniciacnim kodonem ATG pro pocatek translace.
Mimoto obsahuje vektor sledy 2/ p kvasinek, metabolické znaceni pro selekci v kvasinkach a
znaceni AmpA pro selekci po transformaci E. coli timto vektorem. Neni to vSak jediny vektor,
jehoZ by bylo mozno uzit pro dosazeni exprese proapo A-I lidského piivodu v kvasinkéch. Je
zasadné mozno uzit jakykoliv jiny vektor pro kvasinky, ktery obsahuje fidici signaly a jeho
pouziti pak povede k ziskani kvalitativné obdobnych vysledkil. Konstrukce, ktera je znazornéna
na obr. 5, se provadi nasledujicim zpisobem: DNA z plazmidu pRIT10744 se linearizuje
pusobenim restrikéniho enzymu BamHI a pak se na ni plisobi R4 polymerazou DNA.

Dale byl izolovan z plazmidu pULB9291 pusobenim restrikénich endonukledz Asp 718 a Sall
fragment DNA o velikosti 810 pb a tento fragment byl pak podroben puisobeni T4 polymerazy
DNA. Tento fragment je kddem pro proapo A-I lidského pivodu a soucasné obsahuje i iniciaCni
kodon ATG pro pocatek translace. Oba fragmenty, ziskané svrchu uvedenym zplsobem, se
vzajemné navazi v ekvimolarnich pomérech pisobenim R4 DNA-ligizy a ziskand smés se
pouzije k transformaci pfisludnych bunék E. coli kmene MM 294. Transformace se sleduji
pomoci restrikéni analyzy, aby bylo mozno ovéfit spravnou orientaci sledu DNA pro proapo
lidského pavodu vzhledem ke sledu promotoru ARG3. Jeden z transformantd obsahoval
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rekombinantni plazmid pULB9299, ktery spliioval vSechny pozadavky. Tento plazmid
pULB9299 byl schopen amplifikace v E. coli a pak byl pouzit k transformaci sferoplastt
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kmen 10S44c (pep4-3, leu2-3, leu2-112) podle svrchu
uvedené publikace T. Cabezona a dalSich.

Pouziti kmene Ic 1679d (ATCC ¢&. 20631) vedlo k ziskani kvalitativné obdobnych vysledkil.
Transformanty kvasinek pak byly zkoumany na schopnost exprese proapo A-I lidského pivodu.

5. Konstrukce vektoru pro pouziti u bakterii s obsahem sledu DNA pro proapo A-I lidského
puvodu: pNIV1612 (obr. 6A, 6B, 6C).

Pii provadéni této konstrukce se sled DNA, ktery je kodem pro proapo A-I lidského ptvodu,
zafadi ve spravné fazi za sled DNA signalniho peptidu bilkoviny OmpA z E. coli. K tomuto
sledovani byl vybran vektor pro sekreci pIN-III-ompA-2, popsany v publikaci J. Ghrayeb a dalsi,
EMBO J. 3 (1984), 2437-2442, Tento vektor a timto vektorem transformovany kmen E. coli
JA221 jsou dostupné na pozadani v Department of Biochemistry of the State University of New
York (Stony Brook).

Tento vektor pro sekreci obsahuje velmi u€inny promotor lpp (lipoprotein), fragment promotoru-
operatoru lac, sled lacl represoru lac a pfislu$na mista pro pisobeni restrikénich endonukleaz,
uloZena bezprostiedné za sledem, ktery je kédem pro signalni peptid genu ompA. Piisluiny
rekombinantni plazmid je moZno zkonstruovat zplisobem, ktery je znazornén na obr. 6A, 6B a
6C. V prvni fadé se vektor pro sekreci pIN-ll[-ompA-2 linearizuje puisobenim restrikéniho
enzymu EcoRI a pak se podrobi pusobeni T4-DNA-polymerazy. Pak se z plazmidu pULB9291
vyjme fragment o velikosti 805 pb tak, Ze se postupné pusobi restrikénimi endonukledzami Kpnl
a Sall, naez se na ziskanou smés pusobi T4-DNA-polymerazou. Uvedeny fragment je kédem
takto ziskané fragmenty se navzajem navazi v ekvimolarnim poméru pisobenim T4-DNA-ligazy
a takto ziskana smeés se pak pouzije k transformaci pfisluSnych bunék kmene JA221 E. coli,
péstovanych na Zzivném prostiedi M9, popsaném v publikaci J.H. Miller, ,Experiments in
Molecular Genetics*, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 1972, str.
431. Prostfedi obsahuje 20 mg/l Tryptofanu, 20 mg/!l leucinu, 2 g/l laktézy a 50 mg/l ampicilinu.
Ziskané transformanty se podrobi selekci podle své odolnosti proti ampicilinu a pak se tfidi pfi
pouziti oligopeptidu s obsahem 18 bazi. Jde o synteticky oligopeptid, ktery byl pouzit také pfi
syntéze pomocného fetézce, jak je znazornéno na obr. 2.

Transformanty, které byly ziskany selekci, se pak podrobi kontrole analyzou svého sledu
pusobenim restrikénich endonukleaz k ovéfeni spravné orientace sledu DNA pro proapo A-l
lidského pivodu vzhledem ke sledu DNA, ktery je kédem pro signalni peptid, obsazeny ve
vektoru pro sekreci (v misté spojeni obou sledd je rekonstituovano misto pisobeni restrikéniho
enzymu EcoRI). Jeden z transformanti nese rekombinantni plazmid, ktery spliuje vSechny
pozadavky. Rizenou mutagenezi se pak odstrani prebyte¢ny sled, ktery pochazi z konstrukce
pomocného fetézce a ktery je v nasledujicim nukleotidovém sledu podtrzen:

5’- GTA GCC GAG GCC GCT GAA TTC ATG AGA CATTTC TGG 3’
Val Ala Gln Ala Ala Glu Phe Met Arg His Phe Trp

da

K tomuto €elu se konstruuje nasledujici oligopeptid s obsahem 24 bazi
signalni peptid--->[<-------- proapo A-I
5" GTA GCG GAG GCC AGACATTTCTGG ¥
Val Ala Gin Ala Arg His Phe Trp
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zbaveny 12 piebyteénych bazi a tento sled se pak uZije k odstranéni piebyte¢ného sledu
s obsahem 12 bazi z pomocného fetézce.

K provedeni mutageneze se uzije Amershamova systému. Tento systém je zaloZen na postupu,
ktery byl uveden v publikaci F. Eckstein a dalsi, Nucleic Acids Res. 13, (1985), 8765-8785.
Tento postup poskytuje vysoké vytézky a jeho celkova uginnost je az 95 %.

V prvni fadé se ta oblast DNA, kterd ma byt podrobena mutagenezi klonuje ve vektoru M13.
K tomuto Geelu se véleni fragment DNA mezi misty pisobeni restrikénich enzymi XbA-I-Ball
rekombinantniho plazmidu pIN-Ill-ompA-2, ktery obsahuje gen pro proapo A-l, do vektoru
M13mp19, rozitépeného pasobenim restrikénich endonukledz XbA-I a HindlII. Vektor M12mpl9
se bézné dodava a je mozno jej ziskat na objednavku (Amersham, Buckinghamshire, Velka
Britanie). Pak se oligopeptid s obsahem 24 bazi, ziskany mutagenezi, hybridizuje s matrici
s jednim fetézcem a prodlouzi se pfi pouZiti Klenowova fragmentu DNA-polymerazy za
pritomnosti T4-DNA-ligizy za vzniku heteroduplexniho mutantu.

Selektivni odstranéni nemutovaného sledu je moZno provést v&lenénim thionukleotidu do
mutovaného sledu v pribéhu syntézy in vitro s naslednym 3t&penim fetézce, ktery neobsahuje
fosfothionat, piisobenim restrikéni endonukledzy NCil. Tento fetézec obsahuje misto pro Stépeni
exonukleazou III, ktera nemutovany fetézec rozitépi. Mutovany fetézec se tedy uZiva jako
matrice pro rekonstrukci cirkularni molekuly s dvéma fetézci, ¢imz dochazi ke vzniku
homoduplexni mutované molekuly. Praibéh mutageneze je mozno ovéfit analyzou sledu mezi
signalnim peptidem a po&atkem genu, ktery je kodem pro proapo A-I. Rekombinantni plazmid
pNIV1612 se rekonstruuje tak, Ze se navaze fragment vektoru pIN-IIl-ompA-2 po Stépeni
restrikénimi enzymy XbA-I a Hindlll s fragmentem po $tépeni enzymy XbA-I-Ball, ktery byl
zbaven 12 piebyteénych bazi, a s fragmentem genu pro proapo A-l po Stépeni enzymy Ball a
HindIIlL

Viechny tfi fragmenty se navazi pisobenim T4-DNA-ligizy a ziskand smés se uzije
k transformaci pislusnych bunék E. coli kmene JA221, jak jiz bylo uvedeno svrchu. Ziskané
transformanty se podrobi selekci na svou rezistenci proti ampicilinu a pak se tfidi pfi pouZiti
oligopeptidu s obsahem 18 bazi, jak jiz bylo svrchu uvedeno. Jeden ze ziskanych transformanti
obsahuje plazmid pNIV1612. Jde o rekombinantni plazmid, v jehoZ konstrukci je uloZen sled,
ktery je kodem pro signalni peptid ompA, pied uplnym sledem pro proapo A-I bez iniciatniho
kodonu ATG, jak je zndzornéno na obr. 6A, 6B a 6C. Takto ziskané transformanty E. coli se pak
sleduji na svou schopnost exprese lidského proapo A-I.

6. Konstrukce vektoru pro pienos pro vé&lenéni sledu cDNA pro_lidsky proapo A-I do
bakuloviru: pNIV1613, obr. 7.

Plazmid pNIV 1613, ktery obsahuje sled DNA, ktery je kédem pro lidsky proapo A-l, je mozno
zkonstruovat tak, Ze se ulozi fetézec z klonu pULB9291 pied polyhedrinovy gen bakuloviru, jak
je znazornéno na obr. 7. P¥i t&chto pokusech bylo uZito vektoru pro pienos pAcRP6 bakuloviru,
ktery byl popsan v publikaci Y. Matsuura a dal3i, J. Gen Virol. 67 (1986), 1515-1529. Tento
plazmid je mozno ziskat z Department of Microbiology and Immunology univerzity v Ottawé.
Plazmid obsahuje promotor polyhedrinového genu az do nukleotidu -7 ve svém  signalnim sledu
na 5’-zakon&eni. Chybi mu kodon ATG polyhedrinového genu a prvnich 170 nukleotidi sledu,
ktery je polyhedrinovym genem. Piislusné misto pro Stépeni restrikénim enzymem BamHI je
ulozeno pied nukleotidem -7. Konstrukce, ktera je znazornéna na obr. 7, se realizuje
nasledujicim zpisobem: DNA plazmidu pAcRP6 se linearizuje pisobenim enzymu BamHI. Pak
se vyjme fragment DNA o velikosti 810 pb z plazmidu pULB9291 piisobenim restrikénich
enzymi Asp718 a Sall. Tento fragment je kodem pro proapo A-I lidského piivodu a obsahuje
inicia¢ni kodon ATG pro polatek translace. Oba fragmenty se v ekvimolarnim poméru smisi a
podrobi pisobeni R4-DNA-polymerazy, navazi se pisobenim T4-DNA-ligazy a pak se uziji pro
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transformaci ptisluinych bunék E. coli kmene ARSS8. Transformanty, které se timto zpisobem
ziskaji, se podrobi selekci na svou rezistenci proti ampicilinu a pak se tfidi pfi pouZiti
syntetického oligopeptidu s obsahem 35 bazi, znaeného 32p jak je znazornéno na obr. 2, ktery
odpovida &asti sledu DNA, ktery je kodem pro proapo A-I lidského piivodu, nalez se provede
kontrola analyzou sledu DNA pii pouziti restrik&nich enzymi k ovéfeni spravné orientace sledu
DNA, ktery je kodem pro lidsky proapo A-I vzhledem k promotoru polyhedrinového genu. Jeden
z takto ziskanych transformantd obsahuje rekombinantni plazmid pNIV1613, ktery odpovida
t&émto pozadavkim. Tento plazmid se pak uZije k pokusim na expresi.

7. Produkce proapo A-I lidského ptivodu transformovanymi mikroorganismy

20 ml kultury kmene AR358 nebo JM101 E. coli, transformované plazmidem pULB9291 nebo
plazmidem pULB9296, se péstuje na bohatém Zivném prostiedi, doplnéném 50 pg/ml ampicilinu
(zivny bujon LB, podrobnosti jsou uvedeny ve svrchu zminéné publikaci T. Maniatise a dalSich).
Builky se péstuji az do optické hustoty 0,6 pii 630 nm. V pfipadé plazmidu pULB9291 se
indukce promotorem P lambda uskute&ni tim, Ze se kultura nejprve péstuje pfi teploté v rozmezi
30 az 42 °C tak, aby doslo k inaktivaci represoru promotoru P. lambda, tak jak je uvedeno

v publikaci M. Rosenberg a dalsi, Methods Enzymol. 101, (1983), 123-138. Indukce se provadi
celkem 20 minut.

V piipadé plazmidu pULB9296 se provadi indukce promotoru lac tim zpisobem, Ze se ke
kultufe, inkubované pti teploté 37 °C, pfida chemicky induktor IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalaktosid) az do dosaZeni koneéné koncentrace 1 mM (podle svrchu uvedené publikace R.
Lorenzettiho a dalsich). Indukce se v tomto piipadé provadi 60 minut.

20 ml kultury kvasinkovych bunék kmene 10S44c, transformované plazmidem pULB9299, se
péstuje pfi teploté 30 °C v prostiedi pro péstovani kvasinek (Difco) s obsahem dusikatych bazi a
1 % glukozy tak dlouho, az je dosazeno optické hustoty 0.3 pfi 630 nm. V tomto ptipadé neni
zapotiebi pouzit 2adné indukce, protoze v tomto zvlastnim pfipad€ je exprese konstitutivni.

Pak se odeberou vzorky takto ziskaného materialu o objemu 1 ml a tyto vzorky se odstredi
5 minut pfi 15 000 g. Pak se ziskand usazenina rozrusi pisobenim vrouciho dodecylsiranu
sodného (DSS). Pak se usazenina znovu uvede do suspenze v 50 ug pufru, obsahujiciho DSS
(50 mM Tris-HC! o pH 6,8. 2 % DSS, 6 M modoviny, 5 % 2-merkaptoethanolu a 10 %
glycerolu) a pak se smés zahfiva na teplotu varu 100 °C celkem 3 minuty. Pak se extrakty
odsttedi pti 15 000 g celkem 10 minut. Tim jsou vzorky pfipraveny k provadéni analyzy
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu o koncentraci 15 % nebo 7,5 % za ptitomnosti DSS
za denaturaénich podminek (svrchu uvedena publikace Laemmliho a dalSich).

Po ukongeni elektroforézy se polyakrylamidové gely promyji 40 ml destilované vody a pak 40 ml
pufru s fosfore¢nanem sodnym o koncentraci 50 mM a o pH 7,5. Pak se bilkoviny elektrickym
zptisobem pienesou z geli na listy nitrocelulozy v pribéhu dvou hodin pti pouziti napéti 60 V a
proudu 1,5 A v tomtéz fosfatovém pufru (svrchu uvedena publikace T. Cabezona a dalsich).
Listy nitrocelulézy se pak nasyti 1% albuminem v 50 mM pufru s fosfore¢nanem sodnym o pH
7,5, nadez se inkubuji pii teploté mistnosti pfes noc za ptitomnosti krali¢iho séra s obsahem
protilatek proti apo A-I lidského pavodu v fedéni 1/500 (a za ptitomnosti monoklonalnich
protilatek proti beta-galaktosidaze mysiho piivodu v ptipadé plazmidu pULB9296), a to v tomtéz
pufru, ktery byl zbaven albuminu.

Listy nitrocelulézy se pak pétkrat promyji 40 ml téhoz fosfatového pufru a pak se inkubuji ve
40 ml fosfatového pufru, ktery obsahuje 10 png/ml kozi protilatky proti protilatce kralika (nebo
proti protilatce mysi), a ozna&i se peroxidazou. Po &tyfech hodindch inkubace pfi teploté
mistnosti se listy nitrocelulézy znovu pétkrat promyji 40 ml fosfatového pufru a pak se vyviji
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ptidanim 50 ml chromogenniho substratu (10 mg diaminobenzidinu, 100 ul peroxidu mocoviny
o koncentraci 10 % a 100 mM tris-HCl o pH 7,6).

V pripadé plazmidi pULB9291 a pULB9299 je moZno nalézt jediny produkt, ktery reaguje
s protilatkami proti apo A-I lidského pivodu. Tento produkt ma molekulovou hmotnost, ktera
odpovida molekulové hmotnosti vzorku pfirodniho apo-A-I lidského pivodu. V pfipadé
plazmidu pULB9296 je mozno prokazat slozeny polypeptid, jehoz velikost odpovida
piedpokladané velikosti polypeptidi beta-galaktosiddzy a proapo A-l lidského pivodu
(144 kjednotek), tento slozeny polypeptid reaguje se sérem s obsahem protilatek proti apo A-I
lidského pavodu a se sérem s obsahem protilatek proti beta-galaktosidize. Rozméry uvedenych
latek byly stanoveny piedbézné pomoci kalibragnich kfivek, zalozenych na migraci riznych
vzorkdi s odlisnymi molekulovymi hmotnostmi pfi pouziti tychz gell, které byly uZity pro
zpracovani molekularnich extrakta.

V dalsim pokusu bylo péstovano 20 ml kultury kmene E. coli JA221, transformované plazmidem
pNIV1612, v bohatém prostfedi, doplnéném 50 pg/ml ampicilinu (Zzivny bujon LB, svrchu
uvedena publikace T. Maniatise a dalsich) az do dosazeni optické hustoty 0,6 pfi 630 nm.
Indukce promotoru lac byla provaddéna tak, Ze ke kultufe, inkubované pfi teploté 37 °C, byl
ptidan chemicky induktor IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalaktosid) az do koneéné koncentrace
2 mM. Indukce byla provadéna 60 minut. Pak byly odebrany vzorky téchto kultur o objemu 1 ml
a tyto vzorky byly odstfed’'ovany pti 15 000 g celkem 5 minut. Ziskana usazenina byla podrobena
osmotickému $oku, aby bylo mozno oddglit periplazmatickou frakci, postup byl uveden
v publikaci D. Koshland a D. Botstein, Cell 20, (1980), 749-760. Uvolnéna frakce se znovu
uvede do suspenze ve svrchu uvedeném pufru s obsahem DSS, aviak bez mocoviny, smés se
uvede na teplotu varu, pak se odstfedi a podrobi se elektroforéze na polyakrylamidovém gelu
o koncentraci 12,5 % za piitomnosti DSS, nalez se po elektoforetickém pfenosu provadi detekce
imunologickym zpisobem. Frakci proapo A-l, syntetizovaného timto zplsobem, je mozno
prokazat v buiikdch, aviak nikoliv v periplazmé. Tento jev je pravdépodobné zpisoben tim, Ze
nedochdzi k sekreci proapo A-l. Je také mozné, Ze nebyla zvolena optimalni ucinnost
osmotického $oku. Hlavni frakci proapo A-I je mozno volné prokazat v prostfedi po provedeni
osmotického $oku, coz znamen4, Ze doslo k sekreci této bilkoviny buiikami.

8. Produkce proapo A-I lidského piivodu hmyzimi buiikami, infikovanymi bakulovirem

Rekombinantni plazmid pNIV1613 byl uZit spolu s kmenem, ktery je rezervodrem bakuloviru,
k spoleéné infekci bunék Spodoptera frugiperda ve tkafiové kultufe. Tfidénim rekombinant viru,
zbavenych polyhedrinu, byly ziskdny rekombinantni plaky. Rekombinantni virus, ziskany
gisténim z jednoho plaku, se pak uZije k infekci hmyzich bunék. Tento postup je v oboru dobie
znam a byl podrobné popsan v publikaci M.D. Summers a G.E. Smith, ,Manual of Methods for
Baculovirus Vectors and Insect Cell Culture Procedures®, Texas Univesity College Station,
(1987). Rekombinantni virus byl zkouman na svou schopnost produkce proapo A-I imunologicky
po elektroforetickém pfenosu a elektroforézou na 12,5% polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
DSS, po rozruseni bunék piisobenim pufru RIPA (0,05 M pufru Tris-HCI o pH 7,2 s obsahem
0,15 M NaCl, 1 % Tritonu X100, 0,1 % DSS, 0,1 % desoxycholatu sodného a 1 mM fenyl-
methylsulfony!fluoridu (FPMS)) s naslednym puasobenim vrouciho DSS. Bylo mozno prokazat
jediny produkt, ktery reagoval s protilatkami proti apo A-I lidského pivodu. Tento produkt mél
molekulovou hmotnost, ktera odpovidala molekulové hmotnosti standardniho vzorku ptirodniho
lidského apo A-I. Bilkovina, k jejiz expresi doslo, tvofila hlavni slozku celkovych bilkovin.
Koncentrace proapo A-I v | litru kultury, méfend jednoduchou radialni imunodifuzi zpiisobem
podle publikace G. Mancini a dal3i, Inmunochem. 2, (1965), 235-254, byla ptiblizné 100 mg.
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9. Cytoplazmaticka produkce lidského proapo A-I v E. coli. Pouziti minimdlniho definovaného
prostiedi.

Plazmid pULB9292 byl uzit pro cytoplazmatickou produkci proapo A-l lidského pivodu
mikroorganismem E. coli v prostfedi, oznaeném jako minimdlni, jehoz sloZeni bude dale
uvedeno. Plazmid pULB9292 je moZno zkonstruovat tak, Ze se vyméni fragment po Sté€peni
enzymy EcoRI a Ncol plazmidu pULB9291, ktery je kédem pro promotor P. lambda za
fragment, ziskany z plazmidu pOTS rovnéz §tépenim pomoci enzymu EcoRI a Ncol podle
publikace M. Rosenberg a dal3i. Methods Enzymol. 101, (1983), 123-138. Fragment plazmidu
pOTS, ziskany $t&penim pomoci enzymu EcoRI a Ncol a popsany v publikaci G. Devare a dal3i,
Cel, 36, (1984), 43-49, obsahuje rovnéz promotor P fagu lambda, ktery je G¢inny a fiditelny.
Pak se péstuje na dale definovaném miniméalnim prostfedi 20 ml kultury kmene ARS8
mikroorganismu E. coli, transformovaného plazmidem pULB9292. Minimalni prostfedi obsahuje
na 1 litr nasledujici mnoZstvi jednotlivych slozek: 3 g Na,HPO, . 2H,0, 3 g KH,PO,, 0,5 g NaCl,
1 g NH,Cl, 1,37 mM MgSO, . 7H;0, 29,5 uM FeCl; . 6H,0, 236 uM MnSO4 . H;O, 10 g
glukozy, 1 mg vitaminu B,, 50 mg ampicilinu, Zivné prostfedi LB 1/20 (objemovy pomeér).
Buriky se péstuji ve svrchu uvedeném minimalnim Zivném prostfedi tak dlouho, az opticka
hustota dosédhne hodnoty 0,5 pfi 630 nm. Indukce promotoru P, lambda se provadi tak, ze se na
podatku kultura péstuje pfi teplotnim rozmezi 30 °C az 42 °C, ¢imz dojde k inaktivaci represoru
promotoru P lambda, jak bylo popsano ve svrchu uvedené publikaci M. Rosenberga a dal3ich.
Indukce se provadi celkem 60 minut. Pak se odeberou vzorky ziskané kultury s objemem 1 ml a
tyto vzorky se nechaji projit Frenchovym lisem, nebo se odstfedi celkem 5 minut pfi 15 000 g.
Celkovy ziskany bunéény extrakt nebo ziskany bunéény extrakt nebo ziskana usazenina se pak
zpracovavaji puisobenim vrouciho DSS, tak jak bylo popsano v odstavci 7). Po provedeni
elektroforézy a po elektroforetickém pienosu je mozno prokazat jediny produkt, ktery reaguje
s protilatkami proti A-I lidského puvodu. Tento produkt ma molekulovou hmotnost, ktera je
v souladu s molekulovou hmotnosti standardniho vzorku pfirodniho lidského apo A-I. Podil
proapolipoproteinu A-I, ktery se po expresi dostal do svrchu definovaného minimainiho Zivného
prostiedi, je 13,5 % celkovych bilkovin, stanoveny obsah proapo A-I je pfiblizné 270 mg na litr
kultury.

10. Izolace, &isténi a charakterizace lidského proapo A-I, produkovaného transformovanymi
mikroorganismy

10.1 Izolace a CiSténi

Surové extrakty takto ziskaného surového rekombinantniho proapo A-I se odstfed’uji celkem 15
minut pti 600 g a usazenina se odlozi. Supernatant se pak odstfed’'uje dvé hodiny pii 100 000 g.
Ziskana usazenina se znovu uvede do suspenze v co nejmens$im objemu pufru (TEN100), se
slozenim 20 mM Tris-HCI o pH 7,5, | mM EDTA, 100 mM NaCl, 1,75 ug/ml FPMS a
100 pg/ml methiolatu sodného (sodna sul kyseliny ethylmerkurithiosalicylové), naez se
oddélené upravi objem suspenze a supernatantu na puvodni objem extraktu pfidanim téhoz
pufru. Pak se bilkovina vysrazi z obou suspenzi pfidanim zvySujici se koncentrace isopropyl-
alkoholu. Pak se stanovi pfi pouZiti radidlni imunodifuze, popsané ve svrchu uvedené publikaci
G. Manciniho a dalsich, frakce bilkoviny, vysraZzena z kaZdé suspenze, kterd obsahuje hlavni
podil imunologické reaktivity, odpovidajici apo A-I lidského pivodu pti pouZiti b&€zné
dodavaného autentického vzorku lidského apo A-1. Kazda takto ziskana frakce se s vyhodou ¢isti
chromatografii na sloupci pryskyfice Sephacryl S2000, jako elu¢ni ¢inidlo se opét uZije svrchu
uvedeny pufr. Odebiraji se frakce s objemem 0,9 ml a pak se v kazdé z téchto frakci stanovi
pomoci radialni imunodifuze mnozstvi celkové bilkoviny, ktera odpovidd imunologické
reaktivité apo A-l lidského piivodu. Molekulova hmotnost bilkoviny ve frakcich, ziskanych
vymyvanim chromatografického sloupce, se stanovi kalibraci sloupce pomoci slouCenin se
znamou molekulovou hmotnosti, jako jsou napfiklad aldolaza, sérovy albumin skotu, vaje¢ny
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albumin, chymotrypsinogen a Cytochrom C, kalibrace se provadi za stejnych podminek. Cistota
lidského proapo A-l na 1 mg celkové bilkoviny v hlavnich frakcich, které obsahuji
rekombinantni proapo A-I lidského pivodu, vyjadieno v mg bilkoviny se stejnou imunologickou
reaktivitou, jakou ma béiné dodavany vzorek autentického lidského apo
A-l, byla stanovena jako 95 %.

10.2. Charakterizace

10.2.1. Fyzikalni vlastnosti rekombinantniho proapo A-I

V pfipadé, Ze se podrobi rekombinantni A-l, ¢idtény a izolovany za supernatantu a z usazeniny
po odstiedéni pti 100 000 g neelektrické fokusaci zpisobem v publikaci N. Catsimpoolas, Anal.
Biochem. 26 (1969), 54-62, pii postupné se zvySujicim pH v rozmezi 4 az 6, ziska se jednotny
pas, jehoz izoelektricky bod lezi pfi pH 4,95. Apo A-I z lidské plazmy je o néco kyselejsi a jeho
izoelektricky bod lezi pfi pH 4,75. Celkovy rozdil mezi hodnotou izoelektrického bodu pro
rekombinantni proapo A-I a pro proapo A-l, izolovany z lidské plazmy, ¢ini pouze 0,2 jednotky
pH, coz je v dobré shodé s rozdilem, ktery je znam pro hodnoty izoelektrickych bodi pro
plazmaticky apo A-I a plazmaticky proapo A-l, ktery byl stanoven jako 0,17 jednotky pH podle
publikace G.L. Millis a dalsi, Lab. Tech. Biochem. Mol. Biol. 14, (1984), 244-245.

Pokud jde o molekulovou hmotnost, sestava jak rekombinantni proapo A-l z usazeniny, tak
proapo A-l ze supernatantu z jediného polypeptidového fetézce, ktery ma v obou pfipadech
stejnou molekulovou hmotnost 29,9 + 1,4 kjednotek. Apo A-I z lidské plazmy ma o néco mensi
molekulu, jeho molekulova hmotnost je rovna 29,3 £ 1 kjednotek.

10.2.2. Zjisténi peptidového sledu pro rekombinantni proapo A-I pfi pouziti BNPS-skatolu

Stépeni chemickym zpiisobem bylo provedeno pii pouziti 3-brom-3-methyl-2—/(2-nitrofenyl)-
thio/~3H—indolu, tj. BNPS-skatolu zpiisobem, popsanym v publikaci A. Fontana, Methods
Enzymol 25 (1972), 419-423. 5 az 10 pg vzorku Cisténé bilkoviny se rozpusti ve 100 pl roztoku
fenolu o koncentraci 15 % objemovych ve vodném roztoku Kyseliny octové o koncentraci 50 %
objemovych. Pak se pfida 50 pl roztoku s obsahem 4,8 mg BNPS-skatolu na 1 ml ledové
kyseliny octové a smés se inkubuje 72 hodin pii teploté 25 °C. Pak se pfida 50 pl 2-merkapto-
ethanolu a smés se podruhé inkubuje 5 hodin pfi teploté 37 °C. Vzorky se odpaii, znovu se
rozpusti ve 100 pl vody a roztok se extrahuje tiikrat 200 pl ethylacetatu. Organické faze se

odlozi, vodné faze se lyofilizuji a analyzuji elektroforézou na polyakrylamidovém gelu
s obsahem DSS.

V piipadé chemického 5tépeni plisobenim BNPS-skatolu jsou pocet a rozméry fragmenti apo A-I
vice nebo méné predem déany, protoze za pouzitych experimentdlnich podminek nastava
pusobenim BNPS-skatolu selektivni Stépeni za tryptofanovym zbytkem.

Pfi predpokladané 100% ucinnosti Stépeni v kazdém Stépeném misté je nejvétsim fragmentem,
jehoz pritomnost je mozno ofekdvat, C-termindlni fragment o velikosti 15,4 kjednotek.
Molekulova hmotnost zbyvajicich fragmentl se pohybuje v rozmezi 0,5 az 5,3 kjednotek, tyto
fragmenty jsou tedy piili$ malé pro detekci.

V piipadé neiaplného Sté€peni maze byt fragment o velikosti 15,5 kjednotek "prodlouzen” ve
sméru k N-terminalnimu zakonceni, tvofi se fragmenty o velikosti 20,7 kjednotek, 23,1 kjednotek
a 27,6 kjednotek. Tento jev je mozno pozorovat jak v ptipadé lidského apo A-I z krevni plazmy,

v s

tak pro rizné ¢isténé vzorky rekombinantniho proapo A-I.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby proapolipoproteinu A-I lidského piivodu, vyzmacujici se tim,
Ze se 1) péstuje za pfislusnych podminek bunécna kultura nebo mikroorganismus ze skupiny E.
coli, Saccharomyces cerevisiae nebo bunék Spodoptera frugiperda, transformovany vektorem pro
expresi, ktery obsahuje fetézec rekombinantni DNA, ktery je kédem pro lidsky proapolipoprotein
A-I, vazany operativnim zpisobem na fidici sled DNA a vélenény mezi signaly pro iniciaci a pro
ukondeni translace, pfiCemz ve sledu fetézce rekombinantni DNA, ktery je kédem pro lidsky
apolipoprotein A-I, je vypustén fragment pfirodniho kédového fetézce pro aminokyseliny -6 az
+14 a je nahrazen fragmentem DNA

5’-ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTT-
AAGGACTTG-3’

a modifikované kodony pro aminokyseliny v polohach -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7, +10, +11 a
+12, ¢imz dochazi ke sniZeni nebo vylouceni tvorby struktur s dvojitym fetézcem, a 2) takto
ziskany lidsky apolipoprotein A-I se izoluje.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Ze vektor pro expresi obsahuje
fidici sled DNA s obsahem oblasti promotoru Py, fagu lambda.

3. Zpusob podle naroku 1, vyzmacujici se tim, Ze vektor pro expresi obsahuje
fidici sled DNA pro proapolipoprotein A-I lidského plivodu, ulozeny pred sledem DNA pro beta-
galaktosidazu a fidici sied DNA obsahuje oblast lac promotoru.

4. Zpisob podle naroku 1, vyzmacéujici se tim, ze vektor pro expresi obsahuje
tidici sled DNA s oblasti promotoru a terminatoru transkripce ARG3 z kvasinek.

5. Zpusob podle naroku |, vyznadujici se tim, Ze vektor proexpresi obsahuje
tidici sled DNA s oblasti pro proapolipoprotein A-I lidského plvodu, prosty kodonu ATG,
ulozeny pfed sledem DNA pro signélni peptid bilkoviny OmpA E. coli, pfi¢emz fidici sled DNA
obsahuje oblasti promotoru lpp a promotoru-operatoru lac.

6. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zze vektor pro expresi obsahuje
fidici sled DNA z oblasti promotoru polyhydrinového genu bakuloviru.

7. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze jako vektor pro expresi se
voli rekombinantni plazmid ze skupiny pULB9291, pULB9292, pULB9296, pULB9299,
pNIV1612, pNIV1613.

10 vykresi
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