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(57) Expresni systémy, které obsahuji sav&fho hostitele, jako
jsou erythroidn{ buiiky, transformované vektorem, ktery ob-
sahuje promotor, DNA sekvenci, kterd koduje poZadovany
polypeptid a dominantnf kontroln{ oblast. Dédle jsou popsé-
ny vektory a metody pro pfipravu polypeptidl za pouZitf
expresnich systéml. V preferovanych realizacfch, vektor
obsahuje ¢cDNA pro poZadovany polypeptid a sekvenci,
kterd je schopné stabilizovat mRNA produkovanou z
cDNA. Expresni systémy jsou obzvld3t¢ G&inné a jsou
schopné sekretovat poZadovany polypeptid.
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Predkladany vynalez se vztahuj"k tEchn&ee-genQrého

inZenyrstvi a zejména k metodé pfipravy polypeptidlt v sav&ich
hostitelich. Predkladany vyndlez se také vztahuje k vektorum
pouziVanYm v téchto metodach a kK hostitelskym bunikam
vytvorenym témito vektory.

Dosavadni stév techniky

‘Mnoho biologicky aktivnich proteini  nebo
polypeptldu je vytvdreno v eukaryotickych bunkach, avsak ve
svych puvodnlch bunkach nebo tkanich se nachéazeji pouze

v mizivych kvantech. Vy€istit tyto proteiny ve vétsim ;
»mnbéstvi‘_mﬁZe b?t extremné sloZité nebo ndkladné, Gasto
vzhledem diky vzécnosti jejich prirodniho vyskytu. Metody
gencveho o inZenYrstvi ’umoznlly vytvorit sekvence _
ifkomplementarnl DNA (cDNA), kodu31c1 pozadovane protelny Tyto
¥ ;,.LVHZcDNA mohou byt vneseny 1nserc1 do klonovac1ch vektoru (spolufff
- :xs vhodnyml'; regulacn1m1 oblastml - nutnymi pro expre51)‘
a zavedeny'ffdo' vhodnych -~ hostitelskych bunék. Zavedeni
takovychto vektori do ° vhodnych bunék umozZnuje bunkam
produkovat polypeptid zakodovany v cDNA. Podobné vektory
mohou byt vytvofeny za pomoci genomovych (tj. pomoci intronu
a exonu) sekvenci, které vytvareji poZadovany gen.
Eukaryontni = buiiky (a zejména savéi buriky) Jjsou schopny
provadét vétsi podet posttranslaénich modifikaci (jako napr.
amidaci, glykosylaci atd.), které nelze pozorovat pri expresi
. v prokaryontnich burnkadch. Nasledkem toho savéi bunky c¢asto
produkuji proteiny které mnohem bliZe prfipominaji pfirozené,
biologicky aktivni molekuly bilkovin. Velkoobjemova kultivace -
savCich bunék je vsak drahd a pomala ve srovnani s kultivaci
prokaryontnich bunék, a jsou neustale vymysleny metody pro




77 zvySeni  produktivity Zivoéisné bunky a ke sniseni Gasoého
intervalu potrebného k  vytvoreni uziteéného mnozstvi
bilkovinného produktu Zivo&isnou burikou. '

%:"Obecne, zavedeni cizi DNA (jako jsou napr.
§ vySeuvedené vektory) do 2ivocisnych bunék vede k ndhodné
integraci jedﬁé nebo ‘vice kopii DNA do genomu buriky. Hladina
exprese gend z cizorodého genu je velmi 2zavislad na misté
integrace cizi DNA do hostitelského genomu ("posié&ni efekt").
Integrace do takzvané ‘"aktivni oblasti" obvykle poskytuje
‘ponékud "vysSi hladiny exprese, ale tyto jsou &asto stale
nizké ve srovnadni s udrovni jakou 1lze nalezt u natlvnlho
chromozomdlniho (bez - transfekce) genu. Urovné
- u transfekovanych genll nejsou obecné ve vztahu k poétu kopii

ve kterékoliv bufice, coz je dalsi dusledek posié&niho efektu.

_ BéZnou technikou pouzZivanou ke zvyseni produktivity
§;=- : transfektovanych hostitelskych bunék je in vivo ampllflkace
g 1ntegrovane cizi DNA, aby vznikly 1ntegranty o vysokem pocétu
o kopll. Pr1 techtoA postupech gen, Kktery je stredem Za&jmu
;%?' (spolu"
o ko-transfektovan spolu s ' genen, 'ktery- miZe mit ochrannou
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funkci proti nejaké toxické latce. Bézné pouZivany ochranny:
gen je gen pro dihydrofolét reduktasu (DHFR). Pri aplikaci
zvysujici ' se koncentrace methotrexatu (MTX), kompetitivniho
inhibitoru esencidlniho enzymu DHFR, na transfektované burky,
pre2131 pouze bunky s vys$i hlladinou exprese DHFR. S dile se
zvysujici hladinou MTX preZiji pouze bunky, které amplifikuji
pocet kopii genu DHFR (a nasledkem toho téz
ko-transfektovany rekombinantni expresni konstrukt). Timto

“ zpusobem podet kopii a tedy hladina exprese (tj. produktivita
na bunku) cDNA muZe byt zvysSena.

Nedavno byl popsan novy, zesilovacdi podobny,
element z lokusu lidského globinu (Grosveld a kol., 1987: WO




89/01517), ktery ridi expresi heterolognich genl
v erythroidnich buriikadch, a to expresi s vysokou hladinou,
polohové nezavislou, zavislou na po¢tu kopii. Tento element
je extrémné specificky Kk typu bunék, a funguje pouze
v erythroidnich bunkidch. Tento element s dominantni ridici
oblasti (DCR) byl pouzZit k prekondni pozi¢niho efektu pri
expresi lidského beta-globinu Vv erythroidnich burikach. Tento
odkaz, WO 89/01517, popisuje pouziti tohoto zesilovaciho
elementu pri expresi beta-globinu z globinového promotoru.

PouZiti DCR pro expresi heterolognich proteinu vsak
nenaslo $iroké uplatnéni vzhledem k povaze erythroidnich
bunék a poznatku, Ze tyto buriky nejsou schopny dostatecné
‘sekrece. o ' '

 i“Existuje. velkd potreba - savéiho expresniho-systému
schopného exprese heterolognich polypeptidu. '

_ Existuje také potieba zlepsenych savéich expresnich
- systémﬁ;schopnfch'vysoké hladiny exprese polypepﬁidﬁ;

Existuje také potreba. savéiho expresniho systému

schopného‘ exprese néjakého polypéptidu s vysokou hladinou

éxprese a schopného sekretovat exprimovany polypeptid.

Podstata vyndlezu

Bylo nyni objeveno, Ze savéi expresni systémy mohou
byt pouzity k expresi heterolognich polypeptidu, a zejména Ze
uré¢ité savéi expresni systémy, které zahrnuji DCR Jjsou
schopny exprese polypeptida s vysokym vytézkem. Byly také
objeveny sav¢éi expresni systémy schopné docilit vysoké
hladiny exprese polypeptidu, a ndsledné sekrece exprimovaného
'polypeptidu.

Ly




Predkladany vyndlez proto poskytuje savéi expresni
systém schopny exprese heterolognich polypeptidu.

Podle toho predkladany Vynalez poskytuje expresni

systém sestavajici ze savéiho hostitele transformovaného

vektorem, ktery sestidva z promotoru, ' sekvence DNA kodujici
pozadovany polypeptid a z dominantni ridici oblasti.

Sekvence DNA, ktera koduje poZadovany heterologni
polypeptid bude, obecné, obsahovat gen, ktery je heterolognim
genem v tom smyslu, Ze se v hostiteli v pfirodé nenachazi.

Promotor mizZe zahrnovat libovolny promotor schopny
funkce v hostitelské burice. Napriklad promotor miZe zahrnovat
promotor ktery se vyskytuje v hostiteli v prlrode, nebo miaze
zahrnovat heterologni promotor, tzn. promotorb, ktery se
normalne v hostiteli v prirodé nenachdzi. P¥iklady prvého
zahrnuji napriklad situaci, kdy Jje hostitelem erythroidni
burnka a.'promotor miZe  sestidvat 2z promotoru beta-globinu.

‘,"Pfiklédy druhého zabrnujl naprlklad 51tuac1, " kdy hostltelem
mﬂjje erythr01dn1 bunka -a promotorem je promotor PLA2.

Ve P

Prlklady preferovanych savéich hostltelu zahrnuji

'naprlklad erythrOLdnl bunky jako Jjsou bunky mysi

erythroleukemie (MEL), krysi erythroleukemie (REL) a lidské
erythroleukemie (HEL). Zejména vhodnym hostitelem jsou burky
MEL, JjejichZ produkéni schophosti a charakteristika jsou
popsdny Deisserothem a kol.,"Proceedings of the National
Academy of Sciences, Vol. 72, No.3, ©p 1102-1106; Deisseroth
a Hendrick, cell, 15, 55-63, 1978; a Friend a kol.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, Vol. 68,
No.l, p 378-382, 1971.

Expresni systémy, které jsou soucast1 predkladaneho
vynalezu byly shledany obzvlasté vyhodnymi. Napfiklad




‘jsou-1i hostitelem erythroidni bunky (zejména bunky MEL), pak
expresni systém byl shleddn prekvapivé vyhodnym. Mezi vyhody
takovéhoto expresniho systému patri napriklad skuteénost,'Ze
hostitel maZe byt kultivovan relativné snadno bez potrfeby
specidlnich pozadavkl jako je napfiklad vysoky obsah sera.
Neo&ekavané bylo také zjisténi, 2Ze systém funguje ucinné
i bez potreby selektovat individuadlni klony schopné vysoké
exprese. Proto byl expresni systém, ktery Jje predmetem
predkladaného vynadlezu shledan pfekvainé Gcinnym
~a flexibilnim systémem.

Dale bylo objeveno, ‘Ze jsou-1li hostitelem
erythroidni buniky, miZe se exprese vyskYtovat s prekvapivou
u¢innosti. Expreée miZze byt intraceluldrni, uvnitr bunééné
stény, nebo mizZe byt . doprovézend - sekreci. To bylo
.heoéekévané. Zejménav bylo neo&ekavané, Zé takovyto expresni
systéﬁ mohl byt pouZit pro sekreci. o ) ' |

Byly. konstruovany téz expresni systémy obsahujici

' hetefologni promotor,, a bylo zjisténo, Ze -tyto systémy'jsbu’ 

'~ prekvapivé U&inné.

Dal$im predmétem tohoto  vynélézu jsou vektofy ‘

pouzitelné pro vznik‘eXpresnich systémﬁ tohoto vyndlezu.

Vyhodny vektor obsahuje sekvenci, kterd je édhopna

stabilizovat mRNA  odvozenou z DNA sekvence kodujici

po2adovany polypeptid. Bylo zjisSténo, 2Ze takové vektory Jjsou
zejména vyhodné v tom, Ze zvysuji vysoké hladiny exprese

Tak v casti tohoto vYnélezu je popsan vektor,
takovy vektor obsahujici promotor, dominantni ridici oblast,
DNA sekvenci ”kédujici;poiadovany polypeptid a DNA sekvenci,
ktera je schopna propujcit stabilitu mRNA odvozené od té DNA
sekvence, ktera kdéduje pozadovany polypeptid.

3
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e ‘Je~-vyhodné;-+jestliZe - DNA  sekvence;-kterda kdéduje
poZadovany polypeptid obsahuje cDNA.

Vyraz "dominantni ¥idici oblast" (nebo "DCR"), zde

~ uzivany, predstavuje sekvenci DNA, kterd je schopna spojenému

genovému expresnimu systému, pokud je tento integrovan do
genomu hostitele kompatibilniho s dominantni ridici oblasti,
propuj¢it schopnost exprese omezené na uréity bunéény typ’
hostitele, nezavislé na misté integrace a zavislé na podtu
kopii. Dominantni ¥idici oblast si podrZuje tuto vlastnost
i -kdyZ je plné -rekonstituovdna uvnitr¥ chromozomu hostitelské
buriky, a schopnost ridit G¢inné expresi omezenou na urdéity
bunéény  typ- -hostitele - je - -zachovdvna -i - kdyZ dojde k plné-
reformaci v heterolognim ‘pozadi jako je odlisnd c¢ast.
homongniho chromozomu nebo dokonce odlisny chromozom. ’

Vyraz "vektor" jak je' pou21van zde, jé pouzZivan ve
svém nejSirsim vyznamu a zahrnuje ve svém vyznamu jakykoliv
material rekombinantni DNA schopny prenadset DNA z jedné bunky
do druhé. Vektor mize zahrnovat jeden kus DNA v llnearnl nebo
kruhové formé. - B : ‘ I

Predkladany vyndlez poskytuje tedy vektor, 'ktery
miZe byt integrovan do  sav&ich hostitelskych bunék.
Pfedkladany vyndlez také poskytuje transferovy vektor jako je
plasmid, coZ je uZiteéné napriklad pri konstrukci vektoru pro

-

integraci.

Vektor miZe nadavkem k sekvencim DNA uvedenym vyse,
zahrnovat také Jjiné sekvence DNA vhodné pro specidlni
aplikace, jako jsou napriklad vhodné ridici sekvence.
Napriklad mize vektor zahrnovat sekvence DNA umoziujici
replikaci vektoru také v bakteridlnim hostiteli jako je
napriklad E. coli, a selekci na pritomnost tohoto vektoru v
daném hostiteli. Vektor maze zahrnoVat "selektovatelny




marker", gen, ktery pri expresi poskytuje néjakou bilkovinu v
mnozstvi schopném chrdnit rekombinantni hostitelskou . buriku
proti toxické léatce. Priklady selektovatelnych markera
zahrnuji neomycinové a hygromycinové markery. Obecné cDNA
expresni vektory budou zahrnovat polyadenylac¢éni oblast
kompatibilni s promotorem. Napfiklad polyadenylaéni oblasti
miZe byt tato oblast beta-globinového genu, V kterémito
pfipadé miZe byt doprovdzena sekvenci leiici ‘"po proudu" od
adenylac¢ni oblasti beta-globinu, napriklad asi . 2kb sekvence
smérem od polyadenylaéni oblasti.

Promotor miZe byt tvofen 1libovolnym promotorem
schopnym funkce v hostitelské burice. Napriklad promotor muZe
byt tvoren beta-globinovym promotorem nebo promotorem PLA2. V
. jedné souéésti vynalezu, je preferovano, aby promotor byl
tvoren beta-globlnovym promotorem, zejména pokud Jjsou
hostitelskyml bunkami bunky erythroidni.  V dalsi g&asti
,pfedklédahého vyndlezu je preferovano, aby promotor obsahoval
promotor'PLA25a hostitelské buﬁky byly erythroidni buﬁky. ‘

e el

'.tvorenou ze. sekvence .DNA kodu]1c1 pozadovany polypeptld maze
'byt spogena se.-sekvenc1 DNA kodujici pozadovany polypeptld
' takovym zpusobem, Ze .Jje vytvarena hybridni mRNA, kterd je
" mnohem stabllnejsi ‘nez mRNA 2ze sekvence DNA kodujici
poZadovany polypeptid. Sekvence mohou byt spojeny primo jedna
s druhou nebo nep¥imo (to znamena 2e na sebe mohou
kontinualné navazovat nebo mohou byt oddéleny dals$i sekvenci
DNA), =za predpokladu 3e stabilita je prendsena na mRNA
vytvarenou z DNA, ktera koduje pro produkci 2Zadaného
polypeptidu, vytvofenim hybridni mRNA, Kktera 3je mnohenm
stabilnéjsi neZ mRNA kodujici pro pozZadovany polypeptid.
Sekvence schopnd prenést stabilitu na mRNA muZe s
vyhodou také poskytovat vhodné misto ke §tépeni, coZ umoziuje

vytvaret spravné sestrizZenou RNA.

Sekvence DNA R ktera prena51“ stabllltu ina mRNA_;-bwc

-
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Sekvence ‘schopnd prenést -stabilitu na mRNA mize
zahrnovat exon a intron ze sav¢éiho genu. Takovy exon a/anebo
intron miZe byt pritomen jako celek nebo jen v &asti. '

Zvlastnim  prikladem sekvence schopné prenést
stabilitu na ‘MRNA, Je sekvence sestavajici
2z beta-globinového genu, nebo sekvence 2z tohoto odvozenia,
kterd zahrnuje dva exony'a jeden intron, Jjako je exon 2,
intron 2 a exon 3. Jeden nebo kaZdy exon a/anebo kaZdy intron
miZe mit redukovanou délku, a zejména exon 2 muZe mit
redukovanou délku tak, Ze sekvence zahrnuje exon 2 nebo &ast
exonu 2, intron 2 a exon 3.°

Obecné je preferovdno, aby -sekvence zahrnovala
3 -konec beta-globinového genu, nebo Jjeho &ast. Napfiklad
sekvence miZe zahrnovat sekvenci a2z po prirozené sStépici

mlsto XbaI u base 4845 beta- globlnoveho genu.

Beta—globlnovy gen byl jizZ mnohokrat popsan (Vlz.,
naprlklad Lawn a kol., Cell 21, 647-651, 1980).
Sekvence cDNA koduje pozadovany polypeptld a muzZe

dat vznik. naprlklad 1ntracelularn1mu,' povrchovemu nebo

‘"fsekretovanemu polypeptldu. Prlklady ' sekvence cDNA zahrnuji
T~cDNA lldskeho beta—globlnu,. cDNA lldskeho rustoveho hormonu,
- cDNA. lldskeho PLAZf a cDNA lldskeho 'G-CSF. |

. Je pféferovéno, ‘aby promotorem‘ byl heterologni
promotor. Pokud je pouzZit heterblogni promotor, jako je treba
promotor PLA2, je ziskand hladina exprese prekvapivé vysoka.

Dominantni ridici oblast, neboli DCR, muZe
zahrnovat sekvenci definovanou ve WO089/01517 (Grosveldt a
kol.) a kterd Jje zde zahrnuta jako citace (citovana v tomto
odkazu jako dominantni aktivatorova sekvence).

Dominantni ridici oblast miZe byt odvozena metodami
genového inZenyrstvi z genového systému, ktery se prirozené
vyskytuje v prirodé, anebo miZe odpovidat prirozené se




vyskytujicimu genovému systému v tom smyslu, 2Ze je vytvoren
pomoci znamych technik synthesy polynukleotidu podle
sekven¢nich dat vztahujicich se k prirozené se vyskytujicimu
genovému systému. 2Zmény v této sekvenci mohou byt uc¢inény,
tyto vsak neméni funkci dominantni ridici oblasti.

S vyhodou timto pfirozené se vyskytujicim genovym
systémem, 2z néhoZ je dominantni fidici oblast odvozena,
a nebo jemuz tato odpovida, je systém, ktery vykazuje
expreéni charakteristiku velice omezenou na urcity typ
hostitelské bunky, nejlépe s vysokou hladinou exprese.
- Specifickymi priklady takovychto systémi jsou hemoglobinové
systémy jako je beta-globinovy systém a lymfocytdrni systémy
jako je Systém CD2. | ' '

‘Dominantni’ fidici oblast miZe byt +tvorena, byt
odvozena,  nebo  odpovidat jedné nebo ~ vice super
hypersensitivnim oblastem DNasy I, zejména jakéhokoli
‘genového systému schopného bunécéné specifické exprese. Jiné

~'sekvence mohou vsak . take- vykazovat funkéni charakterlstlky4'

»

 dominantni = Eidici oblastl.u Pokud pfirozené se vyskytu]1c1fﬁzém ‘

‘dominantnl f1d1c1 oblast zahrnuje ‘dvé nebo vice podsekvenc1
oddélehYch intervenujici polynukleotidovou sekvenci nebo
sekvencemi, déminantni ¥idici oblast miZe obsahovat dvé nebo
vice subsekvenci spojenych za nepritomnosti jedné nebo
nékolika intervenujicich sekvenci. TakZe, pokud dominantni
fidici oblast prirozené se vyskytujiciho genového lokusu
zahrnuje dvé nebo vice diskretnich podsekvenci oddélenych
intervenujicimi nefunkénimi sekvencemi, (napriklad dvémi nebo
vice super hypersensitivnimi oblastmi) vektor, ktery je
predmétem vyndlezu miZe zahrnovat dominantni ridici oblast
sestavajici ze dvou nebo vice vzajemné spojenych podsekvenci
se vSemi nebo s &asti odstranénych intervenujicich sekvenci.

DCR' mizZe byt odvozena 2z lokusu beta-globinového
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wrecoogenu.o.- Jak ---je----diskutovédno - ve WO ** 89701517, " lokus
beta-globinového genu obsahuje vétsi pocet super
hypersensitivnich oblasti DNasy I, které vytvd¥i DCR. S

“super hypersensitivnich oblasti DNasy I identifikovanych

e uvnitf beta-globinového lokusu. Pokud mozZno tyto od 5 konce
lokusu, pripadné se sekvencemi 3 konce. Dominantni ridici

& oblast se nachdzi wuvnitf fragmeéntu o 21kb od -1kb Clal to
—-22kb BglII ihned proti sméru od epsilon-globinového genu v
beta-globinovém lokusu. Tato oblast obsahuje c¢tyri super

hypersensitivni “oblasti " DNasy I s’ intervenujicimi
polynukleotidy (pét oddélenych oblasti z nichb dvé jsou velmi
blizko u sebe). - S vyhodou mohou byt nékteré nebo vsechny

intervenujici nukleotidy odstranény za pouZiti znamych
technik jako je Stépeni exonukleasou. '

Byla vytvorena redukovand forma dominantni Fidici
oblasti beta-globinovéhq_ lokusu, kterda vykazuje vyrazné
széenou_uhladinuv exprese 'pfipojeného systému pro expresi

_genu. Toto bylo - vytvoreno (viz. WO’ 89/01517)_fligaci
¢ masledujicich etyf fragmenta TI ot o .

2.1kb XbaI - Xbal
1.9kb HindIIT - HindITI

1.5kb KpnI . BglII
1.1kb ¢asteény fragment SacI

Tato dominantni #idici oblast , znama jako "mikro
lokus", je fragment o velikosti 6,5kb, ktery muZe byt pouzit
jako "kazeta" k aktivaci specifického genového expresniho
systému.

. : Dominantni -fidici oblast .miZe - byt odvozena od
lokusu genu CD2. Lokus genu CD2 obsahuje ¢tri super
hypersensitivni oblasti, 3jednu na 5 hranici lokusu a dvé. u

vyhodou dominantni ridici oblast obsahuje Jednu nebo vice
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3 konce lokusu. S vyhodou obsahuje dominantni ridici oblast
jednu nebo vice super hypersensitivnich oblasti DNésy I
uvnity lokusu CD2. Jesté vyhodnéji dominantni fidici oblast
obsahuje obé super hypersensitivni oblasti od 3 konce lokusu,
pfipadné s odstranénymi vsSemi nebo ¢asti intervenujicich
oblasti. Dominantni ridici oblast je obsazZena v rozmezi mezi
5,5kb BamhI a Xbal fragmentﬁ u 3 konce genu CD2.

V jedné zejména zajimavé ¢casti se vektor uvadény v
tomto vyndlezu sklada z promotoru, dominantni fidici oblasti,
cDNA sekvence kédujici pozadovany polypeptid a DNA sekvence,
ktera je spojena se zminénou sekvenci cDNA tak, Ze hybridni
mMRNA je Vv hostiteli produkovana v mnohem stabllne351 formé
nez kdyz k tomu docha21 -ze samotne CcDNA.

 priklady fﬁiﬁ?ch sekvenci jsou uvedeny vyse.

Jak bylo vyée uvedeno DNA sekvence mohou byt
spojeny primo nebo.nepfimo.‘

tktera zahrnuje zpusob kultlvace expresnlho systemu uvadéného

v tomto vynalezu. Tak hostltel bude kultivovan za prlslusnych>‘

podminek, které jsou nezbytne pro rust hostitele.

} - Jak bylo vysSe uvedeno, mohou byt expresni systémy
nebo hostitelé (a tudiZ vektory), uvddéné v tomto vyndlezu,
pouzity k sekreci polypeptida.

Vynalez dale poskytuje vektor pouzitelny pro
pfipravu polypeptidu v savéim hostiteli, tak, Ze polypeptid

je wvyluéovan 2z hostitelskych bunék, zminovany vektor se

skladad. z promotoru, dominantni fidici oblasti a genu, ktery *

kéduje pozadovany polypeptid, za predpokladu, Ze zminény gen
neni genem pro lidsky beta-globin.

ez zahrnuje metodu prlpravy polypeptldup
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e Promotor a ' dominantni fidici oblast neboli DCR

mohou mit kteroukoli vySeuvedenou definici. Také vyraz vektor
a dalsi volitelné sekvence jsou jak bylo definovano vyse.

] Vektor mize byt pouzit pro dosazeni sekrece
polypeptidu ze savé&iho hostitele.

Podle druhého aspektu tohoto vynalezu muZe gen
zahrnovat Jjakoukoli sekvenci DNA schopnou exprese a tak
vytvaret polypeptid, ktery je sekretovdn z hostitele.

Predkladany vyndlez takto také poskytuje metodu
pripravy polypéﬁtidu,‘které zahrnuje kultivaci expresniho
systému, ktery je tvoren savéim hostitelem transformovanYm‘
pomoci = vektoru jak je idefinovéno - ve druhém aspektu
'tgfedklédaného vynalezu t&k, 'aby byl produkovan polypeptid
'gekretovany ven z hostitele. ’

V'j dalslm aspektu predkladaneho vynalezu je

sekretovan z hostltelskych bunek.

Obecné bude sekretovany polypeptid "sklizen" pomoci
standardnich technik zndmych v oboru a miZe, bude-li treba,
byt ddle zpracovavan nebo purifikovan.

Hostitel miZe obsahovat vektor jak je definovéano

Hostitelenm mizZe byt libovolny organismus dle
definice uvedené vyse. Obecné Je preferovdno, aby hostitel
byl tvoren erythroidnimi bunikami, zejména bunkami
erythroleukémie (napriklad bunkami my$i erythroleukémie).

poskytovana metoda produkce polypeptidu v savcim hostitéli;}55
s gnaprlklad v erythr01dnlch ‘burikdch, podle‘hnié je.polypeptidiyj 
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Je téZ predkladan postup pro pripravu vektoru

predmétu vyndlezu (jak je definovano zde v pfedchézejicim).

Predkladany vynalez takeé poskytuje postup na
pripravu vhodného hostitele dle predklddaného vynalezu,
kteryZto postup zahrnuje transformaci a transfekci savciho
hostitele pomoci vektoru dle predmétu vynalezu.

Vektor mlze byt transfektovan do populace

hostitelskych bunék 1libovolné z vétsiho poc¢tu vybranou-

transfeké&ni metodou, ktera poskytne integraci alespon jedné
kopie (ale vyhodnéji vice kopii) expresniho vektoru do genomu
hostitele (ve funkéni. formé). Po transfekci Jjsou bunky
'kultivovény po dobu umozfiujici integraci DNA expresniho
vektoru a expresi genu selektovatelného markeru. Populace
bunék je ddle vystavena - iéinku dostateéné vysoké kqncentracé
tokickéllétky‘proti'niz chrani selektovatelny marker tak,  aby
‘do&lo . ke zni&eni _bunék, které nemaji stabilné integrovanou
DNA .expresniho vektoru.  Zavérem jsbu- klony bunék, které
‘exprimuji. &ysoké ‘hladiny RNA genu produktu, ‘nebo 'vysoké
Tfhladiny,pfodﬁktﬁffsamotﬁéﬁo Séiektovény“nékteféu .2z libovolné
f.dostupn?ch,métod;fkteré jsou odbornikim dobfe znamy. - .

Jak je uvedeno vyse, savéilhOstitelskoﬁ buﬁkou nuze
byt libovolnad savéi hostitelskd burnika schopna prijmout vektor
podle pfedklédaného vyndlezu. Tak miZe hostitelska burika byt
bunikou lidskou nebo Zivoéisnou, a zejména se mizZe Jednat o
buriku transgenniho Zivoéicha, jako je napriklad mys. Proto
predkladany vynalez téZ poskytuje popis pro transgenniho
zivoc¢icha, ktery byl transfektovan vektorem podle
predkladaného vyndlezu (jak je definovano v prvém nebo druhém
aspektu predkladaného vyndlezu). '

Expresni systémy (nebo transformovani hostitelé)
podle predkladaného vyndlezu mohou byt pouzZity pro produkci

pu

a2
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““poZadovaného polypeptidu in__vitro HéﬁévviﬂjQigajwéfe&kié&hfwwv”wvmw

vynalez dle tohoto také poskytuje metodu genové terapie, ktera
zahrnuje odstranéni kmenovych bunék z téla Zivocicha, zniéeni
kmenovych bunék, zbylych v téle, transformaci odstranénych
bﬁnék bbmoci vektoru, ktery je predmétem vynalezu (jak je
definovano v prvnim nebo druhém aspektu predkladaného
vynalezu), ktery obsahuje sekvenci DNA kédujici polypeptid,
pot¥ebny pro 2Zivod&icha , a umisténi transformovanych
kmenovych bunék v Zivodigném téle.

- 'Tak tato metoda genové terapie miZe byt pouzita k

‘nahrazenl nebo doplnenl odlisného genu v nejakem z;voc1chov1.

_ - Vhodnym zdrojem kmenovych bunék je kostni dren,
stoji za zminku, 2Ze tato obsahuje jak 1lymfocyty,. tak

- .erythroidni  kmenové buiky. Lze ‘ kladné . hodnotit, - ze

,,,,

hostitelské bunky, podle pfedklédaného vYnélezu mohou

obsahovat vice ne:z jednu.kopii vektoru, ktery je pfedmétem .
vynélezu,» tzn. ~vektoru -podle prvého nebo druhého aspektu

%pfedklédanéhd 'vynélequ + Hostitelské bunky ' obsahujlcln"'
imnohocetne kopie DNA expresnlho vektoru. mohou vznikat po dvou

nebo vice naslednych opakovadnich procesi transfekce a selekce
(za pouziti odlisnych selektovatelnych markerud pro jednotllva
opakovéni)v a nebo podrobenim populace . bunék, = ziskanych
vySeuvedenym zpﬁsobem, béznému amplifikac¢nimu postupu =za
Ucelem zVYéeni ~poctu kopii DNA integrovaného expresniho
vektoru. ' . | |

Expresni systém/vektory dle predkladaného vynalezu

~mohou byt pouZity k priprave heterolognich polypeptida a

zejména polypeptidld, které maji uZiteéné farmakologické
vlastnosti. Priklady takovych polypeptldu zahrnuji napriklad
GCSF, hGH a PLA2.

Predkladany vyndlez poskytuje fadu vyhod oproti
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drivéjsim zpisobim a obecné odstranuje mnoho problémi, které

s témito metodami souvisi.

Obecné, predkladany vynalez popisuje expresni
systémy/vektory, které mohou byt produkovadny relativné
vysokou rychiosti, a které stkytuji vysoké hladiny exprese
pozadované RNA a polypeptidu. Obecné téz predkladany vynalez
poskytuje popis novych rekombinantnich hostitelskych bunék
schopnych vysokych hladin exprese pozadovaného polypeptidu.
Obecné jsou metody uvadéné v predklddaném vynalezu pouzZitelné
pro Jjakoukoli eukaryotickou hostitelskou bunku, pro niz je
popsana DCR sekvence nebo v niZ je DCR sekvence aktivni nebo
miZe byt uzplsobena tak, aby byla aktivni.

, -DCR’ elementy'byly pouzivany zejména v kombinaci
s raznymi = typy  erythroidnich = bunék (buniky -~ mysSsi
,erythroleukemle [MEL] krysi erythroleukémie [REL] nebo lidské
erythroleukemle [HEL]) a bylo zjisténo, :Ze tyto bunky

~sekretu]1 heterolognl protelny S prekvapuijici G&innosti. Byly
-~}vytvoreny noveé - expresn1 systemy, které ‘jsou schopny vylucovat i
?3po dlouhou dobu yysoke hladlny heterolognlch bllkov1n. tytof'

g expresnl systemy mohou - byt pou21ty .pro. kultivaci v malém

i velkém méritku a,sekrecx in _vitro, a tytéz vektory mohou
byt - pouzity pro in vivo produkci bilkovin, bud produkci
rekombinantni bilkoviny nebo jako soucadst postupu pri genové -

terapii. Tento systém maze déinné dodavat bilkoviﬁy
(s terapeutickou hodnotou) do krevniho obéhu savci, nositelu
vektoru.

Popis obrazka
Obr.l: Plasmidové mapy plasmidd pbetaH2, pbeta-mini a
pGSE1417. '

Obr. 2.: Konstrukce plasmidu pUNIVEC.
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Obr:3: Plasmidova mapa’ pUNIVEC(PEC,).

Obr.4: Konstrukce HGH cDNA.

Obrazek  4a llustruje _ _sekvenci oligonukleotidu
pouzitého k obnovenl 5 konce HGH cDNA ,

Obrazek 4b ilustruje lnzerci oligonukleotidu do
5 konce HGH cDNA.

Obr.5: Konstrukce koneéného expresniho vektoru HGH cDNA.

Obr.6: Analyza indukovanych klond MELCSS transfektovanych

expresnim vektorem HGH cDNA pomoci metody Nothern blot. V

tomto obrazku (i) oznacuje lidsky ristovy hormon HGH, a (ii)

oznacuje mysSi beta-globin. Rada A = klon 4, Rada B = PP1

;»(nahromaden po pulace 1), Rada C = PP2 (nahromadéna populace
" 2), Rada D = klon 1, Rada E = klon 2, Rada F = klon 3, Rada G

% Me1C88.ne1ndukovany, Rada H = MelcCss indukovany.

;var.7:.Konstrukce genomového expresniho;vektoru HGH.

,,genomovym expresnlm vektorem HGH pomoc1 metody Nothern ‘blot.
V tomto - obrazku (1) ~oznacuje lidsky rustovy hormon HGH a,‘

(ii) oznacuje mysSsSi beta-globln. Rada A = AP1, rada B = AP2,
fada C = klon 5, rada D = klon 1, ¥fada E = klon 3, fada F =
klon 2, fada G = klon 4.

Obr.9: Zmény 5 Kkonce expresniho_vektoru HGH cDNA.

Obr.10: Dlouhodobé' sekrece dvou HGH cDNA klond burikami
MelcCs8s.

Obr.1l: Klonovani PLA, cDNA.

Obr.12: Klonovdni genu PLA2 do expresniho vektoru.

A -

“ndukovanych‘ llnll MELC88 transfektovanych i




Obr.13: Northern blot exprese PLA2 2z genomovych sekvenci
PLA2. V tomto obrazku NI = neindukovadno, I = indukovano, MEL
= MelC88, 50C-1 = PLA2 cDNA klon, PPl, PP2 = nahromadéné
klony PLA2 transfektovanych MelC88 bunék a 1,2,3,4 =
individualni klony PLA2 transfektovanych MelC88 bunék.
Obrazek 13 (a) '
globinem, a (c)

s probou PLA2, (b) = s probou-mysim beta
s probou GAPDH.

Obr.l4: Northern blot exprese PLA2 2 "beta-globinového
promotoru/PLA2 kdédujiciho" konstruktu. V tomto obrazku I =
indukovanf, NI = neindukovany, Mel = MelC88, PP = nahromadéna
populace, 1,2,3,4,5,6,7 a 8 jsou individualni klony, 50C-1
= PLA2 cDNA klon. a | '

Obr.15: Northern - blot -analyza exprése_;vhlavni _zékladni .
- bilkoviny. V tomto obrdzku (i) - ptedstavuje hlaVni_Zékladni“

bilkovinu, (ii)_'pfedstavdjer-_globin, PP = nahromadéné
populace, a a,b,a,c,e a £ = jednotlivé klony

- Obr.16: Zobrazuje VYsiedky”stanonni usmfééni‘E-doli; 

.. Obr.17: ENorthérn  blot' analeav expréSé ;TNF5ifa reéébfd%ﬁ;
V tomto .obrazku (i) predstavuje TNFalfa réceptor,..(ii)
predstavuje mysi globin) U = ‘neindukovahy,'I = ihdukovany;
a 1,2,3;4 a 5 jsou individualni klony. '

Obr.18: Ilustruje expresi receptoru TNFalfa.

Obr.19: Northern blot analyza hNK-2 receptorovych
transfektovanych Mel bunék s probou fragmentu exonu 2 mysiho
beta globinu. V tomto obrazku + = indukovéno Vv pritomnosti
néjakého antagonisty hNK-2R. '

Obr. 20: Northern blot analyza hNK-2 receptorov?éh
transfektovanych Mel bunék s probou hNK-2R cDNA. V tomto

A L et ey
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©obrdzku + = “indukoVano Vv “pritomnosti néjakého antagonisty

hNK-2R.

Obr.21: Nothern blot analyza exprese _lidského._ sérového

albumlnu v tomto obrazku (i) . znaéi lidsky sérovy albumin,
(ii) znaéi globin, I-lndukovany, NI = neindukovany, a
1,2,3,4,5 a 6 jsou jednotlivé klony.

- Obr.22: Northern blot analyza exprese hGH. V tomto obrazku

(a) zna¢i hGH RNA, (b) znaéi mysi globin, U =-neindukovany,
I = indukovany, 1b,1c,1d,2a,2c,3f jsou jednotlivé klony.

Obr.23:- Srovndni hGH/EC2 a hGH/EC3 v bURKAGH Mel. V tomto

- obrazku PP = nahromadéné popﬁlace, U = neindukovany, I =

1ndukovany, 1,2,3,4,5 a 6 jsou jednotllve klony.

Podrobny popis

- A) ,‘Vf_Kdn?trukcé-vekto?ov?ch DNA

B L I N

Vysledne ,expfeéni - vektory byly . pfihodné

konstruovany Z2e dvou intermedidtnich plasmidd. Jeden plasmid__

(PGSE1417) obsahuje sekvenci DCR a gen selektovatelného
markeru a druhy plasmid (odvozeny 2z pUNIVEC) obsahuje
expresni kazetu dle vybéru. Plasmidy byly pripraveny dale
popsanym zplusobem: '

Konstrukce plasmidu pGSE1417

Tento plasmid (viz obr.1cC), ktery obsahuje
mikrolokus DCR beta globinu je presné shodny jak uvadi Talbot

a kol., Nature 338, 1989, viz také Collis a kol., EMBO.

Journal vol. 9, No 1, 233-240, 1990.




Konstrukce plasmidu pUNIVEC (zde téZ oznacovan jako bECZ)

Poc¢inaje plasmidem pbetaH2 (obsahujicim lidsky
beta-globinovy promotor od -800 do +30 a prvni exon my$iho
genu H2K, v Kkostre pBLUESCRIPT*; viz. obrazek 1A), oblast
XhoT S az k beta-globinovému promotoru byla odstranéna =za
vzniku plasmidu - pbetaH2-X. Beta-globinovy promotor byl potée. -
zkrdacen na priblizZné -400 prostrednictvim restrikéniho
Stépeni pomoci PstI+BamHI za vzniku plasmidu p betaH2-X. Gen
H2K byl potom odstranén restrikénim étépenim pomoci
HindIII+SstI a zaménén syntetickym polylinkerovym
oligonukleotidem'jak uvedeno nize (SEQ ID. NO 1):-

. '5 -AGC TTG AAT TCC CCG GGT CTA GAG CGG CCG CCT CGA GGG ATC
3 - AC TTA AGG GGC CCA GAT CTC GCC GGC ‘GGA GCT CCC TAG

CCT GCA GGT ACC ATC GAT GAG CT 3
GGA CGT,CCA TGG TAG CTA C 5

rktery obsahuje rekognlcnl sekvence‘ pro HlndIII EcoRI Smal, .
:%XbaI NotI; XhoI BamHI PstI KpnI, ClaI a SstI restrikéni -
"Lendonukleasy. "Toto poskytlo plasmld p betaH2- X+Poly (take
oznacovany jako pECl). K dokon&eni vektoru pUNIVEC (PEC,) byl
fragment = genu lidského beta-globinu od prirozeného
restrikéniho mista BamhI v exonu 2 k oblasti PstI sméfem "po

pfoudu"’(3‘) od tohoto, zahrnujici exon 3 a polyadenylaéni
oblast,-'oddélen‘ od plasmidu pbeta-mini (obrazek 1B) a
klonovén do p betaH2-X+Polqy mezi oblasti BamHI a PstI
polylinkeru. Obrdzek 2 naznaduje kroky zahrnuté v pripravé
PUNIVEC. '

g PBLUESCRIPT je obecné dobfe znam a dostupny. Napfiklad je
dodavan firmou Stratagene.
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e s Konstrukce expresnich vektoru

\Y zésadé jsou veskeré cDNA expresni vektory
konstruovany stejnym zpusobem. - cgﬁgﬁr(napfik;ad- lidského
ristového hormonu) byla klonovédna do polylinkeru PUNIVEC s

é translac¢ni startovaci oblasti nejblizsi k beta-globinovému
promotoru. expresni kazeta (beta-globinovy promotor + cDNA +
sekveﬁce beta-globinového intronu/exonu a polyadenylac¢ni
sekvence) byly potom pfeneseny do vektoru pGSE1417 (obvykle
jako fragment ClaI-KpnI do unikatnich oblasti Clal a KpnI v
PGSE1417) tak, 3ze beta-globinovy promotor byl nejblize k
~sekvenci DCR a expresni kazeta byla umisténa mezi sekvenci
DCR '‘a genem selektovatelného markeru (tk-nec). Obrézek'4

ukazuje konstrukci vysledného expresniho vektoru pro cDNA
lidského rustoveho hormonu (HGH)

. Pro expre51 heterolognlch protelnu Z genomovych
sekvenci byly gehy : (vcetné ~Jjejich prirozenych
polyadenylacnlch sekvenc1) klonovany do prekursoru pUNIVEC.
”*A‘nazvaneho p betaHz X+Poly (pECl) : (v1z. -obr._ 2),. ktery;:

f'beta-globlnovou polyadenylacnl SEKVEHCI.
B) Transfekce a selekce
Bunééné linie

V nasledujicich prikladech byly pouzity bunky mysi
erythroleukemie (MEL). Produkce a charakteristiky bunék MEL
jsou odbornikim zndmy a 7jsou popsany Deisserothem a kol.,

. Proceedings of the national Academy of Sciences, Vol. 72, No.
3, str. 1102-1106, a Friend a kol., Proceedings of the
. national Academy of Sciences, Vol. 68, No. 1, str. 378-382,
1971). Nasledujici prlklady se vztahuji na bunééné linie mysSi
erythroleukemie MELC88 a 11A21, avSak presnd buné&dna linie

;postrada f.sekvence Alntron/exon lldskehoA beta-globlnu‘g;a;:}»




neni nejdilezitéjsi a libovolna linie bunék mysSi
erythroleukemie ve vhodné periodé své diferenciace miazZe byt
dle néasledujicich pfikladd pouzita. Globinové DCR jsou
aktivni v erythroidnich bunkdch a bunky MELC88 a 11A21 byly
indukovany aby se diferencovaly a staly se erythroidnimy za
uc¢elem zobrazeni plné aktivity sekvence DCR.

Media

Veskeré =zasobni bunééné 1linie byly péstovany na
_neselektivnich mediich, bﬁd (A) Dulbeccovo ninimalni
esencidlni medium (DMEM, Flow laboratories, tekuté medium s
uhliéitanem sodnym), doplnéné ~ 2mM glutaminu (Flow
‘laboratories), 10% zarodeéného teleciho sera (1% pro 11A21)
- a antibiotika penicilin/streptomycih' (Flow laboratorles),
. nebo (B) alfa-MEM (Flow laboratories, tekuté medium) doplnene

- jak uvedeno vyse. Transfektovane bunééné linie byly udrZovany
.ha.vYéeuvedenYch mediich s aminoglykosidem'geneticinvsulfétém‘
.(G418 Gibco-BRL Cat” No . 066 1811),' pridanym do konec¢né
 koncentrace- lmg/ml neEo' i hygromyCLnem—B} (Bdehringer

f-lngahnhelm) v*konecne koncentra01 0] 8mg/ml (nebo pr11e21tostne

S. obéma - antlblotlky) Llnle transfektantu byly selektovany
_jak je uvedeno dile.

Linearizace expresnich plasmida

Za Ucelem zavedeni expresnich plasmida do bunék
byly tyto nejprve linearizovdny Stépenim restrikénim enzymem,
ktery Stépi na Jjediném misté uvnit¥ plasmidu a kter§
neinterferuje s trahskripci pozadovaného genu nebo s genem
selektovatelného markeru v savéich bunkdch. Timto enzymem byl
pro vétsinu plasmidd PvuIl, vcetné pDCR/NEO/HGHCDNA a
pDCR/NEO/HGHgenomove. S '
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" Elektroporace bunék -

Buniky MEL byly sklizeny v exponencialni fazi ristu,
dvakrat promyty pufrem _pro elektrosoky (140mM NacCl, 25mM
HEPES pH7 S, O,75mM NaZHPO4) a potom resuspendovdny na
hustotu 104bunék/ml v cerstvém (ledovém) pufru pro
elektrosoky. Jeden ml bunécéné suspense (107 bunék) bylo
pridano k linearizované plasmidové DNA (obvykle 10 -> 100ug
DNA v diges4n9m pufru, vodé nebo 10mM Trisu, 1mM EDTA pH8,0)
v elektropora¢ni komirce (kyveta Bio-Rad Géne Pulser, délka
drdhy 0,4cm) a inkubovano na ledu po dobu 5-10 minut. Smés
bunék a DNA byla potom podrobena pulsu pri 250V za pouziti

elektroporatoru Bio-Rad Gené Pulser pfi kapacitanci 960uF. '

Bunky byly ponechény v klidu po dobu 5-10 minut p¥i pokojové
teploté a potom resuspendovény vV neselektivnim ristovém mediu
a nasledné ﬁanesény _na. 24-jamkové destlcky pro tkanové
kultury pri hustotiach 10° puvodnlch bunék na jamku (1
udestlcka) a 104 puvodnlch bunék na jamku (1 destidka). Po

uplynuti 20~-30 . hodin byl prldan do kaZdé jamky shodny objem
| selektlvnlho medla (obvykle 1iml) s obsahem 2mg/ml G418 (nebo,

 3;pokud je Vhodne,. 1, 6mg/ml hygromyc1nu-B) - Vysledne bunécné

t.jsuspense (v 1x selektlvnl medlum) byly lnkubovany pr1 37°¢c v

inkubatorech pro tkanove kulturb s 5-10% Co,.

.Elektroporované bunééné suspense byly inkubovany
pri 379 po dobu 7-14 dni pokud nebylo moZno pozorovat
jednotlivé klony bunék resistentnich proti antibiotiku. Tyto
byly potom odebrany (pomoci pasteurovy pipety nebo pomoci
semiautomatické pipety Gilson Pipetman) Jednotlivé nebo po.
nahromadéni, a namnoZeny v selektivnim mediu.

Transfekce suspense bunék pomoci fosforednanu vapenatého

Metoda dle Gormana a kol. »(Moiecular and Cellular
Biology, 1044-1051, 1982) byla vZdy pouzivédna a 1lze ji
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struéné shrnout do ndasledujicich kroku: Roztok A byl
pfiprévén z¥edénim 20ul 70mM fosforednanu sodného jednim ml
2x HBS pH7,1 (10g/1 Hepes, 16g/1 NaCl). Roztok B byl
pripraven zfedénim 50ug DNA urcené k transfekci v 1ml vody se
120ul 2M CacCL2. Dvoumililitrova sraZenina byla pripravena
prikapavanim roztoku B do roztoku A, ktery byl ponechan 20
minut pri. pokojové teploté. Suspense bunék udriovanych v
exponencidlni fdzi po dobu 2-3 dni byla pouzita pri hustoté
6-8 x 10° bunék/ml. 2ml precipitdtu bylo pridano k 18 ml
suspense bunék a inkubovano pri 37°C po dobu 4-6 hodin. Bunky
byly potom dvakrat promyty v PBS, spocitany a potom naneseny
na 24-jamkové desticky pro tkariové kultury pri hustotéach
2 x 104/ml a2 x 103 /ml. Desti¢ky byly inkubovany pres noc
pfi 37°C ‘a pobé.bylo pridino do kazdé jamky po. lml roztoku
-2mg/ml G418 v kultiva¢nim mediu. Desticky byly pote ponechany
“pri- 37°C na- 7 12 dni dokud se neobjev1ly kolonie.

Transfekce suspendovanych bunék lipofekci

P

.mSuspenze bunek byla udrzovana v logarltmlcke fa21

frustu po dva “az tri dny pred transfekc1 tak, Aﬁaby v den
A,transfekce byla priblizZné& hustota 5 ¥ 105/ml transfekce byly
provaddény za pouzZiti ¢inidla DOTMA od firmy Boehringher

Manhelm, podle postupu popsaneho v navodu soupravy, ktery lze
'struéné shrnout. do nasledu31c1ch kroka:

1. 100 ul disperze DOTMA (1lmg/ml) bylo rozpusténo ve 4 ml
media pro tkanové kultury.

2. 0,1 - 10 ug DNA bylo oddélené rozpusténo ve 4 ml media pro
tkanové kultury. Roztoky DNA a DOTMA byly smichany.

3. Medium bylo odstredénim oddéleno od bunék a smés DOTMA/DNA
byla pridédna k burikdm, které byly poté inkubovédny pri 37°C po
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dobu 3-6 hodin v pritomnosti 5-10% CO,.

4. Smés DOTMA/DNA byla oddélena od bunék odstfedénim,
nahrazena normalnim rustovym mediem a bunky byly naneseny do
24 jamkovych deétiéek, jak bylo vyse popsano. Selektivni
medium bylo aplikovano dle vysSe uvedeného postupu.

INDUKCE EXPRESE

Indukce exprese byla provedena u klont -

tfansfektovan?ch bunéénych 1linii nebo nahromadénych populaci
shodnym zpuUsobem. Bunky byly udrzovany v exponencialni fazi
rustu kaZzdodennim naredénim na hustotu 2 x 105 bunék/ml.. Po
3-4 dennich nafedénich byly burnky ponechany rist pres noc a.
.poté byl k selektivnimu mediu pridin dimethylsulfoxid (DMSO)
Q koneéné koncentraci 2%. Bunky byly poté udrZovany v tomto
- indukénim mediu po celou dobu trvani pokusu.

“. . PRIKLADY . .-
Priklad lj-'Exprese HGH cDNA

 Gasteénou CDNA  poskytl Dr.L.Hall (Bristol
University). V této cDNA nebyl pfitomen translaéni iniciaéni
kodon HGH. Pocdtek tohoto genu byl znovu vytvoren zabudovanim
koncensniho eukaryotického translaéniho inicia¢éniho mista
(Kozak a kol., Molecular and Cellular Biology, Vol;7,
3438-3445, 1987) za pouziti syntetického oligonukleotidu,
ktery sahal od 30bp nad (S5 ) translaéni startovni oblasti
(ATG) az k prirozenému restrikénimu mistu endonukleasy AatII
blizko podatku cDNA (viz obr. 4a, 4b). Kompletni HGH cDNA od
mista HindIII (vneseného syntetickym oligonukleotidem) a3z k
pfirozenému restrikénimu mistu Smal byla klonovana do
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pBLUESCRIPT. Sekvence HGH cDNA obsahujici prirozené sekvence
signdlu sekrece HGH byly odstranény 2z tohoto plasmidu jako
fragment od HindIII po BamHI a klonovany do oblasti HindIII a

BamHI intermediarniho vektoru pUNIVEC. Tento plasmid pak

obsahoval expresni kazetu cDNA HGH. Tato kazeta byla

odstranéna z pUNIVEC $tépenim pomoci ClaIl a KpnI a byla vnesen
inzerci do oblasti Clal a XpnI plasmidu pGSE1417 2za vzniku

plasmidu pDCR/NEO/HGHcCDNA. Tento proces je nastinén v obrazku

4c. Sekvence DNA  vysledné HGHcDNA pouzite v téchto

experimentech je zndzornéna na obrazku 5.

Plasmid pDCR/NEO/HGHCDNA byl &tépen restrikéni
endonukleasou Pvul a linedrni DNA byla poté vnesena do bunék
MEL. C88 pomoci elektroporace, transfekce zprostfedkované
fosforeénanem vapenatym nebo - lipofekci. Monoklonéalni
-transfektované ° bunééné lihie '*by1y“ séIektoVény' zpﬁsobem
popéén?m.vYée.' U kazdé transfektované 1linie byla indukovana
diferenciace (a  tudiZ exprese rizené erythroidnimi elementy
~DCR) jak bylo pdpséno, a sekretovany rustovy hormon byl
‘1étanovovén;_za ‘pouziti - komerdni sbupravyfuRIAT (Niépdllsvf

'transféktovéné: HGH cDNAv byly stanovovany pomoéijﬁﬁétody“ﬁgi
Northern blot s probou HGH CcDNA za 'pouZiti ' RNA mySiho '
hlavniho beta globinu jako vnitfniho standardu. R

VYSLEDKY-Priklad 1

Stabilni bunééné linie exprimuji a sekretuji HGH s
vysokym vytézkem. My$i krvinky nejsou znamy jako sekrecni
buriky, a proto hladina sekrece z rekombinantnich klonu byla
samozrejmé prekvapivda. Pocateéni stanoveni HGH v bunécéném
supernatantu a bunéénych lyzatech ukazovala, Ze vice neZ 95%
vytvoreného HGH bylo sekretovano do Zivného media. Sekrece

(spi3e neZ bunécna lyse) byla potvrzena pouZitim inhibitoru




—emee s - s@Krece - plisnového --inhibitoru - sekrece, -brefeldinu-A- (viz—  ~ -
‘obrazek 4).

Tabulka I ukazuje hladiny sekretovaného HGH ziskané

po &tyrdenni indukci z expresnim vektorem pro HGH popsanym
¢ vySe. Méreny byly nahromadéné populace i monoklonalni linie.

Tab. 1 : Vyludovani HGH z transfektovanych MELC88 bunék

bunéénd linie - - monoklondlni- : HGH [ug/ml]"

elektrdporace :

PP1 a no . | 1,7
e PP2 R no . 1,9 |
- 1 yes » 0.8
2' . : yes - 1,5
) s yes 3,5
4 "‘ B - Yes o jS;O

transfekce Ca3(PO4)2:

PP1 ne } 5,0

PP2 . ne : 3,5

1 : ano 2,0

. 2 ano 12,0
'3 ano | 4,5

4 ano . 50,0
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Hladina exprese byla, ve srovnani se standardnimi
experimenty exprese u savcu (bez amplifikace), velmi vysoka.
Northernovy prenos (nothern blot) celkové mRNA z indukovanych

bunéénych 1linii, se specifickou HGH sondou (probe),
potvrdila, ~Ze hladiny "~ mRNA c¢himerické globin/HGH RNA
(produkované z expresniho vektoru) jsou srovnatelné

s hladinami endogenniho mySiho beta-globinu (viz Obr.6).

Priklad 2 - Exprese HGH genu

HGH gene byl prlpraven stepenlm plasmidu pOGH ktery
v.byl 21skan Z Nichollsova Ustavu (viz Obr. 7)), restrik&nimi
endonukledsami. Restrikéni fragment od EcoRI mista k BamHI
mistu, obsahujici nativni HGH genomove sekvence pro prepis
Anprlrodnl RNA.. od mista startu -do 620 baze, byl po translokaci -
_..stop e kodonu subklonovan do,? 1nteremed1aln1ho vektoruVl

;

'*ﬂ?p BH2- X+Poly; ktery nema beta—globlnove 1ntron/exon sékvence

7(v1z obr.. 7), a ktery bezne obstarava sestrlh ‘a polyadenylac1
pro chlmerlckou mRNA v na51ch expresnlch vektorech V tomto
intermedialnim vektoru, ‘expresni kazeta obsahuje promotor

lidského beta-globinu vidzaného na HGH genomové sekvence
(intronové a exonové sekvence) a HGH polyadenylaéni signdly.
Tato expresni kazeta bala prenesena do koned&ného vektoru
(GSE1417) Jako ClaI-KpnI fragment jak bylo dfive popséno pro
HGH CcDNA. Kone¢ny expresni vektor, genomu PDCR/NEO/HGH, byl
vnesen do  MELC88 bunék elektroporaci a monoklonalni
transfektantni 1linie a populace obsahujici vektor byly

selektovany jak bylo popsano. Jako v predchdzejicich
pripadech , byly bunky kazdé transfektované linie rozliseny -




-
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“indukci a “vylucéovany HGH byl zmé¥en "za pouZiti komeréni RIA

soupravy. Hladiny mRNA transfektovaného genu byl méren
nothernovym pfenosem s HGH cDNA sondou. Hladiny mysiho
beta-globinu slouzily jako vnitrni kontrola.

Vysledky - Priklad 2
Jak bylo 2zjisténo pro expresi HGH 2z HGH cDNA, stabilni

transfektantni bunécné 1linie HGH genu, exprimuji a vyluéuji
HGH ve velké mnoZstvi. Tab.2 ukazuje mnozZstvi vyluéovaného

-HGH, které bylo méfeno po 4 dnech indukc

Tab. 2 - Vylpéovéni HGH z gen pfenesenych. do MELC88 bunék

monoklonalni - o HGH,[ug/ml]

e

ap1 - ." " he | _ | 12,0
AP2 _ ne ’ : 7,0
1 : ano 10,0
2 . ano 24,0
3v ano : - 5,0

4 ano 3,0
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Vysokd hladina exprese a vyluéovéhi HGH bylo pozorovano
ve stabilné transfektovan?ch bunéénych liniich. MnoZstvi HGH
MRNA bylo méfeno nothernovym prenosem s HGH cDNA sondou a
opét byly v indukovanych bunkach namereny hodnoty srovnatelné
s mnozZstvim mysiho beta-globinu (viz Obr. 8). :Srovnani s
mnoZstvim my$iho beta- globinu, ukazuje, Ze mnoZstvi HGH mRNA

Jsou priblizné rovna cDNA expresniho vektoru (ktery vyuziva
beta~globinovy sestr¥ih a polyadenylaéni sekvence z pUNIVEC) a
HGH genomovému expresnimu vektoru (ktery vyuziva prirodnich
HGH intronovych sekvenci a polyadenylacénich sekvenci). Rozdil
v mnozstvi vylucovanych bilkovin je pravdépodobné
vysvétlitelny rozdily v  translaci, které vznikaji
z rozdilnych Zpﬁéobﬁ polyadenylace obou MRNA . Rozdily na
5'koncich (zadatek) obou  mRNA .hepfispivé k pozorovanym
rozdilim hladiny translace, ponévadZ zména ' 5'konce HGH cDNA

(stale se sestfihem 1lidského beta-globinu a polyadenylaénimi
sekvenceml) S mRNA zacatkem z genomlckeho HGH expresnlho

‘-jvektoru (viz: Obr.9), neovllvnlla ‘mnozstvi ani mRNA an1 >'

v:bllkov1ny produkcvanych ransfektovanou bunecnou llnll._:?

‘Prklad 3 - Dlouhodobé vyludovani HGH

Hladina vylucovani pozorovana u HGH CDNA nebo
u genomickych DNA expresnich - vektoru byla neoc¢ekavana,
protoze <cervené krvinky normdlné nepatfi mezi sekretujici
buniky. K ziskdni DCR ridici exprese musi byt MEL bunky

indukovdny, aby do$lo k rozligeni a ziskaly erythroidni
charakter. Tato diferenciace je komplexnim procesem, ktery
zahrnuje mnoZstvi fyzikdlnich zmén bunék a miZe vést k
odstranéni jader z benék a selektivni degradaci mRNAs v
bunikdch. Funkce erythroidnich bunék in vivo, jako prenasedn




co= o= o - - Kysliku--{a- rozpusténého-- -kysliéniku--uhli¢itého)--~dosahuje - - =~
priblizZné doby>120 dni, coZ je srovnatelné s témito zménami.
Je obecné uznavano, :zZe terminélni diferenciace také resultuje
ve ztratu bilkovinného sythetického apardtu v burice, ponévadi
to " je hlavné zpusobeno ztratou jadra a mRNA degradaénim
procesem.

Ve svetle nasich pokusl s vysokou hladinou vylﬁéovéni,

jsme testovali produkci a vyluc¢ovani HGH transfektovanymi

MELCS8S8 bunkami v prodlouZené casové periodé. Bunky

transfektované HGH- cDNA expresivnim vektorem - byly rozlisSeny

indukci, jak bylo popsano drive. Po dobé asi 48 hodin, bylo

- ~-— - - -induktivni -medium- (selektivni medium + 2% DMSO) nahrazeno-

- ( stejnym objemem) a v pivodnim mediu bylo stanoveno HGH.
Medium bylo poté  vyménovano kazZdych '24-36 hodin (aby se'i
zabranilo odumirani buhék.vvd&sledkuAvyéerpéni 2ivin) po dobu

‘asi 80 dnu. ' T

: IVYsiedky - Priklad 3.
Obr.10 ukazuje produkované a vyludované mnozstvi HGH
béhem této -prodlouéené. doby. Nenilizféjmé zda kolisani
mnozstvi HGH, které je z obrazku patrné, vyjadfuje zmény
sekretovaného mnozstvi stabilni populaci bunék nebo zda
nékteré subpopulace bunék postradaji indukci pri zadatku
experimentu a nasledné "dozravaji" a indukuji pozdéji.
Z pokusu Jje Jasné, 2e indukované MELC88 transfektantni
bunééné 1linie mohou pokracovat v produkci vyluéovaného HGH
alespon po dobu 80 dni po zacatku indukce. Znova podotykame,
Ze se toto, wvzhledem k bunéénym zménam, které jsou
doprovazeny termindlni erythroidni diferenciaci, nedalo
predpokladat.




Pozorovana doba sekrece  méla za ndsledek  pouziti
transfektoVanYch bunéénych 1linii - k prodlouZeni procesu
produkce. Navic, dlouhodobd sekrece nabizi mozné vyuziti
systému Kk produkci sekrekénich bilkovin v krevnim redidti
savcid bud jako vlastni produké&ni proces nebo jako cast
protokolu genové therapie.

Priklad 4 - Inhibice vyluéovani

Zprava o tom, Ze metabolit hub, brefeldin-A. inhibuje
pohyb glykophorinu kX bunéc¢nému povrchu v MEL - bunkach
speciélnim blokovadnim prechodu pres Golgiho aparat (Ulmer
a Palade, PNAS, 86, 6992-6996 (1989)), umoziuje zkoumani
schopnosti . erythroidnich bunék~ sekretovat ~heterologni
- bilkoviny. = | S \ o

Klon MELC88 expfimujici _HGH byl .indukovéan pomoci I,5%
- -DMSO po _dobu 3 'dni a poté byl pridan 1 ug/ml brefeldinu—A
. V‘efhanblu. Kontrolnl kultury obsahovaly o, 1/ ethanolu. Po
ilpkubac1 prl ‘37°C ‘po_dobu ' *'hodln, byly kultury‘promyty"

:(o 1/) byl - pridan k. pokusnym resp. Xontrolnim kulturam.»
Vzorky supernatantu a bunék byly odebrany k analyze. '

Vysledky - Priklad 4

Hladiny rustového hormonu \' supernatantu kultur
a v extraktech =ze sonikovanych bunék byly méreny za vyuziti

sendvicové imunoradicaktivni metody pdpsané jiz drfive. Vzorky
byly analyzovdny po 1, 2 a 4 - hodiné, poté co bylo medium
vymeénéno. i

‘dvakrat . cerstvym medlem a- brefeldln-A “(1ug/ml) nebo ethan01 ;7
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- Tab.3 - VyluCovdni HGH z bunék osetfenych brefeldinem A~

¢As KONTROLA BREFELDIN—A
hod supernatant 1lyzat bunék supernatant lyzat bunék
ng/ml - ng/ml bunék ng/ml ng/ml bunék
1 162 52,6 47,1. 183
2 209 96,0 44,0 515

3 ’ 331 _ 71,0 . 54,0 ' 777

Jak -je patrno 2z uvedené tébulky, kontrolni kultury
hromadi HGH v supernatantu v zavislosti na case, zatimco

3 ;;fffizadny narust HGH v supernatantu a ‘zvyseny narust HGH

ARG zplsobena sekreci bilkovin pres Golgiho aparat.

Priklad - Vylucdovani -dalSich rekombinantnich bilkovin -
lidského PLA, cDNA

Sekrekéni pokusy popsané s HGH naznacduji, ze systém,
ktery Jsme popsali je schpny exprimovat a vylucovat velké
“ mnoZstvi rekombinantni bilkoviny. Povaha systému, s velmi

omezenou expresi neZ jsou bunky indukovany pred konec¢nou

v bunkach k tomuto zvysenl nedocha21. Naopak nebyl pozorovani*"

'fu bunecnych lyzatu, u bunek osetrenych brefeldlnem-A tyto 
- hodnoty jasne ukazujll‘ze‘prltomnost HGH v supernatantu je.

diferenciaci, je mnohostrannd a aplikovatelnd na S$irokou paletu
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bilkovinnych typl. Dokonce bilkoviny, které jsou toxické nabo
pusobi destruktivné na bunky, mohou byt expfimovény timto
systémem. Testovali Jjsme expresi jedné takové bilkoviny,
lidské synovialni fosfolipasy A,, Vv MEL bunce sekreéniho
systému.

Fosfolipasa A, Je enzym zapojeny  do metabolismu
membranovych fosfolipidd. Enzym  specificky $Stépi jeden
z fetézcu mastnych kyselin fosfatidylcholinu nebo fosfatidyl
ethanolaminu v bunéénych membréanach za soucéasného uvolnéni
arachidonové--steliny (ktera 3je Casti metabolismu zanétl).
Zustavajici 1lyso-fosfolipidy maji v bunééné sténé funkci
detergentl. Exprese fosfolipasy A, ve zvirecich burikdch je
pravdépodobné omezena diky' destruktivnimu vlivu PLA, na
tvorbu bunék. K dnesni dobé byla pﬁblikovéna'néjvyééi hladina
exprese >200 ng/ml, Vv amplifikovanych CHO burikdch (Kramer
a kol., J.Biol.Chem. 264, 5768-5775, 1989).

' Abychom mohli exprimovat lldskou PLA, v nasSem expresnlm'

*systemu MEL bunky, museli “jsme Anejd;;ve. klonovat PLA, z
Iidské . pllcnl cDNA 3 knlhovny‘rzaﬂi'pouziti- techniky PCR .

'?(polymerase. chaln reactlon) ~ PouZité PCR amplimery a PLAZ'

cDNA sekvence jsou ukdzany ha"obr 11.  cDNA byla potom
subklonovdna do intermedialniho plasmldu pUNIVEC jako je
EcoRI aZ SalIl &ast (v ECoRI a XhoI mistech PUNIVEC). Expresni
kazeta byla potom pfenesena Jjako Clal a2z Kpnl &ast do
PGSE1417, jak bylo popsano drive.

Transfektantni bunééné linie byly generovany jak bylo
popsano drive, s ndasledujici. indukci, supernatanty byly
testovany na PLA, aktivitu.
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Indukované, transfektované MELC88 kultury byly tetsovéhy

na pritomnost fosfolipasové aktivity dvéma metodami. Prvni

(viz Pepinski a kol., J.Biol.Chem. 261, 4239-4246, 1986)
pouéivé membrany E.coli, 2zna¢ené in vivo (3H) olejovou
kyselinou Jjako substratem a druhd (viz Seilhamer ~a kol.,
J.Biol.Chem. 264, 5335-5338, 1939) pouzivd fosfatidylcholinu
nebo  fosfatidylethanolaminu jako substrata pro PLA,.
Supernatanty 2z transfektovanych MEL bunéénych klonu byly

- aktivni v obou stanovenich a ( protoZe druhé stanoveni davalo
‘vice reprodukovatelné vysledky) davaly hladiny exprese

pfibliZné“ 200 ng/ml.” Lze =~ konstatovat, Ze "bez "dal$iho
prodluZovani optimalizacénich studii, transfektované MEL bunky
vylucuji Zrovna tolik aktivni rekombinantni ,iidské
fosfolipasy A, jako Jjsou nejlep$i publikované vysledky do
dnesni doby (Kramer a kol., J.Biol.Chem. 264, 5768-5775,
1989) pri pouziti amplifikované~eﬁprese v CHO bunkéch, ale v

. podstatné kratsi dobé.

l:Pfiklad*'6 ; —:'ﬁXprésef'PLA2 za pouziti ,nativhichb - PLA,

. genomickych sekvenci

PLA, genomové sékvence byly isolovéany jako . 6,2 kb

HindIII fragment 2z lidské placentdlni DNA genomové knihovny
(Clontech Ref HL1067J) za pouziti klonované PLA, cDNA jako
sondy. Tento klon byl charakterizovdn s$tépenim restrikénimi
enzymy, <¢imZz bylo prokdzano, 2Ze obsahuje PLA, genomové
sekvence. Cely fragment (obsahujici PLA, kodujici a vlozené

DNA 'sekvence, polyadenylaéni mnmista a priblizné 1,5 kb
sekvenci v protisméru (5') Wddajného promotoru prvniho exonu)
byl klonovan do vektoru pGSE1417. V tomto plasmidu je exprese
PLA, sekvenci #izena nativnim PLA, promotorem. Plasmid byl
linearizovan reétrikénim Stepenim Pvul a zaveden do MELCS8S

bunék, jak bylo popsano drive. Spolecné populace a
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monoklonalni 1linie byly selektovany a indukovany a hladina
vylucované PLA, byla mérena jako v predchazejicich pr¥ipadech.

Vysledky - Priklad 6

Exprese PLA, 2z PLA, promotoru (mér¥eno mnozstvim
bilkoviny (viz Tab.4A niZe) nebo mnoZstvim RNA (viz Obr.13))
byla prokazatelné vy$S1i neZ hladina exprese namérena s PLA,
CDNA za pouZiti lidského beta-globinového promotoru. Nejvyssi
hladina sekrece byla 2,5 ﬁg/ml, coZz Je o rad vyssi nez
hladina ziskand pfi pouZiti konvenénich CHO/DHFR systémi.
Rozdil mezi. hladinami ‘exprese s PLA, cDNA a genomovymi
‘-sekveﬁcemi je pravdépoddbné nasledkem vysSsSi stability mRNA
ziSkané‘z_ genomoveého templatu, nebot_ nahrada lidského beta-
globinového'prombtorunza 1idsk§ PLA2 pr6motof v PLA2 genovén
- konstruktu, - viditelné neovliviiuje hladinu vyludované PLA,.
Vysledky exprese PLA, ‘' genomové sekvence . za pouziti
beta-globinového promotoru :jsou uvedeny v Tab.4B. '

.....

.;waabg41-~stanove ijPLAé ; 

- Vzorek _ , ‘Monoklondlni ’ " ug/ml

A. PLA; gen s PLA, promotorem

PP1 ne 1,5
PP2 ne 1,5
1 ano 2,3
2 ano 2,5
3 ano _ 0,9
4 ano 1,6
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‘B. PLA, gen s lidskym beta-globinovym promotorem

PP ne ' 0,34
1 ano S 72
2 ano 1,10
3 ano 0,38
4 ano 1,66

Priklad 7 - Exprese HGH v MEL11A21 burikdch

Ukazali Jjsme, Ze MELCS8S8 bunky jsou schopné uéinné

~sekrece -rekombinantnich bilkovin. Pro jednodussi purifikaci

a opétne 21skan1 rekombinantni bllkoviﬁy, jsme také testovali
expre51 v jiné, mysi bunééné 1linii erythroleukemlckych bunék.

MEL bunééna 1linie 11A21 je udrzovana v neselektivnim mediu
s 1% zarodecneho telec1ho sera,. jak bylo popséano. Redukce
7obsahu sera z 109 na. le, 51lne redukuje obsah kontam1nu31c1ch.
";4;b11kov1n g konecnem preparatu a- usnadnuje ¢isténi bilkoviny.
f _Expr1mova11 jsme HGH v 11A21 bunkach.- Expresni vektory .

PDCR/NEO/HGHCDNA a pDCR/NEO/HGH genomové.. jsou popsany jiz
drfive. Transfekce a selekce problhaly-tak, jak bylo popséno
dfive pro MELC88, kromé toho, Ze bylo pouzivadno 1% serum.
Indukce probihala tak, jak uZ bylo popsano, kromé toho, zZe
indukujici medium pro 11A21 transfektantni busiky obsahovalo
zdrodec¢né teleci serum a alfa MEM.

Vysledky - Priklad 7

Tab.5 wukazuje hladiny vyluéované HGH sledované na
indukci 11A21 transfektantnich bunéénych liniich. Po prepoctu
na pocet bunék, tyto bunky, Zrovna tak jako (Cs8s8
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transfektantni buiky vylucuji indikuji, 2Ze vektory mohou
Fidit expresi a, JjestlizZe je prileiitost, sekreci v ramci
bunék MEL typu.

Tab.5 - HGH exprese u 11A21 transfektantua

Bunéc¢na linie " Monoklondlni HGH ug/ml

PP1L . _ ne 1,2
PP2 ' ‘"ne -~ 1,0
1 ' “ano - 22,0
2 . ano | 0,9
‘ano ¥ - 90,6

. ano - 1,2

Priklad 7b - Exprese HGH cDNA fizené PLA, promotorem

Exprese lidského ristového hormonu cDNA pod kontrolou
PLA, promotoru bylo dosaZeno nasledovné .

PLA, promotor byl isolovdn z lidské DNA za pouziti PCR
metody jak bylo popsano vyse (Priklad 5). PLA, promotor byl
ziskan jako 200bp fragment 2za pouziti nasledujicich PCR
apmlimérd (SEQ ID NO.3, a N0.4)
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2 e e ammroowom wmee = Seesim e ozooameTew v ocmeamo wmm mer e

5'oligonukleotid = 5' TCCGCATGCTCAACTCTGTCCTGGCCAGGCTGA 3!
SphI ‘

5' CAGAAGCTTCCAGAGTTGTATCCCCAGGCCGTC 3
HindIII

PCR produkt byl pouzit k nahradé lidského
beta-globinového promotoru v pEC3 (SphI-HindIII) , za vzniku

nového vektoru pEC4, do kterého byla cDNA lidského rustového
" hormonu klonovéna za vyuziti HindIII-BamHI mist. Koneény
expresni vektor byl - vytvorfen prenesenim ClaI-Asp718 kazety

PEC4-do "pGSE1417, za vzniku pHGH. 4GSE. , _
Supernatanty 2z bunék ‘indukovanych &tyri dny byly

testovany na ristovy hormon. Vzorky: hGHS508, pozitivni kdntrola

hGH cDNA po sméru beta*globinového promotoru, PPl a‘ppé,
smésné populace, 1-4 jednotlivé klony.

Vzorek - Indukce I . Indukce II ' Indukce III
' | "(ug/ml) ' - (ug/ml) R (ug/ml)'ﬁJ"

hGH 508 17,3 15,0 18,4

PP1 7,3 | 9,0 9,6
PP2 9,9 11,7 | 14,9

1 6,5 3,2 8,9

2 6,3 ' 7,0 9,2

3 1,9 : 2,4 : 3,1

4 12,7 ' - 25,6

Priklad 8 - Stabilita sekreéni hladiny po dlouhodobé

kultivaci
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Hlavni nedostatek expresniho systému 2zaloZeného na
amplifikaci, je stabilita amlifikovanych sekvenci. Do nedéyna‘
se véeobecné predpokladalo, 2e amplifikované sekvence
integrované db genomu by mély byt stabilni bez problému.
Avéak'ﬁdaje z prumyslové vyzkumné skupiny ukazuji,zZe takové
amplifikace mohou byt nestabilni dokonce v pritomnosti
specifického prostredi (Weidle U.H. a kol., Gene, 66,
193-203 (1988)). Tyto problémy by mély byt vylouceny pri
pouZivdni DCR expresniho systému, ponévadZ u ného neni nutné
velké mnozZstvi kopii pro dosazeni vysoké hladinu exprese.

Pro ovéreni této hypoézy, bylo pét klond odvozeno od
vysokou produkéni bunécéné 1linie D50 mnohohésobnfmlimitovan?m
zfedovacim klonovanim. Klony byly pasdzZovany vice nezZ 40
generaci> se selekénim tlakem G418. a bez ného. V dasledku

~mozZnych zmén - v iﬁinduéibilité"klonﬁ;f produktivita byla
'“:zjistitelné:ﬁsrpvnénim. éf~néindukovahymi klony bunék; Béhem
5iprodlouienéh0'rﬁstu be?ﬁse1ekcewhebYla'poiofovéna Zaddna zména
-;produktivity,: coéffukézujev na to, 2e -‘konstrukt exprese v
burikdch byl stabilni..  ' '

'?;i?fiﬁi&&m§;_iét£b1ii atﬁﬁg?p}éﬁuk6Véné;ékbtééhiﬁ;&éktoféhjf;;‘f' .
Jak jiZ bylo popsino dfive (viz Pfiklad 3), erythroidni

" diferenciace je komplexni proces, kterY'zahrnujeimnoho krokd a
vyﬁéﬁuje' v selektivni degradaci’ mnoha mRNA v bunce. pfo
uchovani vysoké hladiny exprese heterolognich c¢cDNA nebo geni,
hetrologni mRNA musi byt stabilni v indukovanych cervenych

krVinkéch. Aby byla zachovana celistvost mRNA v indukovanych
burnikdch, pouZivali jsme <&asti 3'koncd beta-globinu mRNA v
nasich c¢cDNA expresnich konstruktech. Tento stabilizujici
efekt miZe byt také zajistén ¢astmi 3'koncld jinych genu,

_které produkuji stabilni informaci v indukovanych ¢ervenych
krvinkach (napf. HGH nebo PLA,), ale nemiZe byt zajistén
geny, které produkuji‘vysoce nestabilni mRNA v indukovanych
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“bunkach (naprf.mys$i H2K). Obr.13 a 14 ilustruji tento priklad - S

a srovnavaji heterologni PLA, informaci (z ruznych

konstruktd) s endogenni glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogena-

zovou (GAPDH) mRNA. PLA, zustavajl stab11n1 v 1ndukovanych N

bunkdch, ale GAPDH mRNA je degradovana ve vsech lndukovanych
A vzorcich.

Priklad 10 - Exprese lidského rustového hormonu v PEC,

PEC; Jje shodné s PEC,, az na  to, Ze obsahuje delsi
oblast beta-globinové 3'postranni DNA nez PEC, ( tj. az k
mistu prirodniho XbaI mista na bazi 4845) v globinovém genu a
riznd polyvazebné klonovaci mista mezi HindIII a BamHI misty
na pEC, polyllnkeru., HindIII, EcoRI XhoI, BalII, SalI, NotI

T 'Hgh cDNA byl subklonovan do PEC, (HlndIII/Band HI) potom
'ClaI/Asp718 fragment 2z tohoto klonu byl subklonovan do
‘pGSE14l7. Transfekce, indukce, RNA analyza a hGH analyzy byly

 "provadeny stejne jako ' predchazejlc1ch prlpadech Vysledky7“'

"ggjsou znazorneny na Obr 22.;5ﬁﬁ-* "

| 'é klonﬁ a-2Apopula¢e, ka2dou pro pEC,/hGH - pEC,/hGH

exprimujici Buﬁky, byly indukovany a testovany na hGH
expresi. Vysledky ukazuji, Ze hladina hGH je véts$i s EC3 nez
S:- EC,. Tedy konstrukt s delsim 3' koncem dava vyssi hladiny
hGH. To by mohlo byt (adkoliv my si nepfejeme byt omezeni
touto teorii) =zpisobeno tim, 2Ze delsi 3'konec zlepSuje
translacéni schopnost.

Priklad 11 - Hlavni zakladni bilkovina (MBP)

"

Exprimovali Jjsme MBP cDNA (viz McGrogan a kol.,
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J.Exp.Med.,1988, 168, 2295-2308, a Barker a kol., Gene, 1990,
86, 285-289) za pouéiti expresivnihoibektoru PEC;. MBP cDNA
byl subklonovan jako BamHI fragment do pEC,;, potom ClaI/Asp
718 fragment z tohoto konstruktu byl subklonovéh do pGSE1l417.

Transfekce, indukce a RNA analyzy byly provadény jako v
p¥edchozich prikladech, Vysledky jsou zndzornény na Obr.15.

Supernatanty z indukovanych kloni 2a a 2e byly pouZity
ve stanoveni smrticiho efektu na burnky E.coli (viz Obr.16) za
pouziti vhodné metody stanoveni jako Jje metoda.zalozené na
metodé Gleicha a kol., J.Exp.Med.,1974, 140, 313-332. V tomto
 pfipadé je postup stru¢né popsan dale.

.. " Kultura E.coli, _kultiVovéna pfres noc, (napf. E.coli
DﬁSalfa) ‘byla ' odstfedéna | pEi '10Kpm"1 ‘minutu -, potom
reéuépendovéna v .1 ml destilované vody. 10 ul této kultury
bylo smichano s 90 ul supernatantu MEL bunék’a,inkubovénd"pfi
‘pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Vzorky byly seriové fedény
f‘a'potom v‘bodéchAnanéseny na po?rCh Lémedia v Petriho miskach.

S N > - g - -
- . ..

‘Priklad 12 - TNF alfa receptor

V Rozpustna extraceluldrni &ast TNF alfa receptoru(A) (viz
European Patent Application No.422,339) byla exprimovana
v Mel C88 burikdch subklonovanim cDNA a fragment DNA kodujici
"CMYC privések" (c¢ast CMYC <cDNA, ktera koduje aminokyseliny,
na které se vaZe monoklondalni protilatka) v. pEC, (BamHI)
a potom v pGSEl417. ‘

Transfekce, indukce a analyza RNA byly provadény jako v
predchazejicich prikladech. Vysledky jsou zndzornény na
Obr.17.
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'"’lo”kISﬁﬁ“b915"iﬁaﬁkaVéhé'aﬁé75915fﬁé?éhé"ﬁiéaiﬁé“fﬁéaffé'
receptoru za pouZiti vazby anticmyc-protilatka (viz Obr.18) a
jejich schopnost vazat TNFalfa byl meéren za pouziti

_ protilatky proti TNF (Obr.18). I

Priklad 13

NK, receptor cDNA (Graham a kol., - Biochemical and
Biophysical Research Communications, 1991, 177 No.1, 8-16)
byl subklonovdn do PEC; a potom ClaI/Asp718 fragment z tohoto
konstruktu byl subklonovan do GSE1417 za vzniku plasmidu pGSE
. '1417/hNK-2R "(10Kb). Po rlGstu v E.coli a linearizaci, byl

vysledny konstrukt pouzZivan -k prenosu do MELC88 bunék.
Exprimujici klony byly selektovany s G418 a indukovéany s DMSO.
?ransfekce MEL buﬁky ,
‘. Mell ¢Cs88 bunky 'bYIy elektroporovdny - s  Pvul
: llnearlzovanym : GSE1417/hNK-2R. ‘,Po_ selekci .S G418, 6
"‘]ednotllvych kolonll bylo preockovano a - zbytek byl smichan &
| tak,‘ aby vznlkly dva smlchane klony VU nich se nechalo
" probéhnout 3-4. delenl, aby byla ]1stota, ‘2e maji resistenci
vaci G418. Po’nasledu31c1 indukci s 2% DMSO rostly bunky 4
dny pred odétfedénim.jak. za pritomnosti tak za nepritomnosti
50ul protilatky k NK2 receptoru. Pelety bunék ~byly
ndslednovné pouzZity ke stanoveni vazby, pripravy RNA pro
- nothernovy prenosy a SDS/PAGE analyzu.

Nothernovy pfenos

20 ul celkové RNA isolované =z ‘kazdého klonu bylo
elektroporovdno a pfenos byl proveden s lidskym NK-2
receptorem cDNA. Prenos byl znova proveden s 200bp fragmentem
z intronu 2 my$iho beta-globinového genu. Obr.20 ukazuje 4




hod expozice RNA, pripravené z transfektantl MEL bunék, se
s hNK-2R v nothernovém prenosu. Je zrfejmé, Ze hNK-2R mRNA. se
jevi jako dva odlisné druhy 1,6kb a 3 kb. Tyto prouZky nejsou
pritomny \' RNA z netransfektovanych indukovanych
a ko-transfektovanych neindukovanych MEL €88 kontrol. Klon
2 tedy nevykazuje detegovatelné hladiny hNK-2R transkripce
a to je ve shodé s velmi nizkymi hladinami detegovatelné
navazané NKA. Vyskyt 2 NK-2R hybridizaénich prouzka je
priznaény pro pritomnost jak sestfihané tak nestfihané mRNA.
Obr.19 ukazuje stejny prenos vystaveny, 3 hodiny po
hybridizaci se sondou, beta-globinu. To ukazuje na to, Ze

ustadleny stav hladiny mRNA hNK-2R je ekvivalentni ustdlenemu
stavu mRNA mySiho globinového genu. ’

:Standveni vazby NKA
- Gasteéné purifikbvané membrany =z ‘MEL.bunéénYch pelet

- byly pouZity v_;?SIENeuro-kinin A (NKA) stanoveni vazby (NKA
" v koncentraci.100nM) (Tab.3) . R : |
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"7 Tabulka 3
.~ protildtka ===+ protilatka ..
1125NKa 1125yka
vazba vazba
(fmol/mg) (fmol/mg)
1 329,69 990,87
T2 1,49 252,87
3 201,85 311,20
T4 “1sa,11 304,41
5 170,90 - 265,00
6 - 106,85 137,90
104 91,53 - 137,54
105 . 118,67 _ . 8,46
 MelC88 indukované 11,20 | | 18,11

~MelC88 neindukované =~ 0 ?‘_  .-

N R R

- Vysledky ukazuji, 2Ze klon 1 exprimuje hNK-2R Q nejvyssim
mnozstvi jak v  pritomnosti p:otilétk§, tak v Jjeji
nepritomnosti. Exprese v pritomnosti protilatky (antagonist)
Je v této bunééné linii trikrat vyssi. Pritomnost protilatky
mad rozdilny vliv na detegovatelnou vazebnou aktivitu.
Kontroly ukazuji na nizké pozadi vazby NKA v tomto stanoveni.

Pfiklad 14 - Lidsky serovy albumin
Lidsky serovy albumin(HSA) cDNA (viz, naptf. Sargent a

kol., Proc.Nat.Acad.Sci.,USA,1981,78,243~246) byl'subklonovén
do PpEC3 a potom ClaI/Asp 718 fragment byl prenesen do pGSE
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Transfekce, indukce a analyza RNA byly proadény jako v
predchdzejicich pripadech. Exprese HSA v Mel bunkdach byla
zjisténa.




""" (2) UDAJE O SEQ ID NO: 1 :

_ yé_ 47 ~

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE:
(A) DELKA : 65 + 58 bazi
(B) TYP : nukleovd kyselina _
(C) RETEZEC: dvouvldknovy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

AGCTTGAATT CCCCGGGTCT AGAGCGGCCG CCTCGAGGGA TCCCTGCAGG
ACTTAA GGGGCCCAGA TCTCGCCGGC GGAGCTCCCT AGGGACGTCC

TACCATCGAT
ATGGTAGCTA C
(2) UDAJE O SEQ ID NO:2:
(i) CHARAKTERTIKY SEKVENCE :

(A) DELKA : 33 bazi

(B) TYP : nukleovéd kyselina

(C) RETEZEC : jednoduchy

(D) TOPOLOGIE. : linedrni

TCCGCATGCT.CAACTCTGTC.CTGGCCAGGC TGA

(2) UDAJE O SEQ ID NO:3:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCE :
(A) DELKA : 34 bazi
(B) TYP : nukleova kyselina
(C) RETEZEC : jednoduchy
(D) TOPOLOGIE : linedrni

CAGAAGCTTCCAGAGTTGTA TCCCCAGGC CGTC

50

46

65
58

33

34
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1. Expresni systém, vy znacdujici se tim, Ze
obsahuje savéiho hostitele, transformovaného vektorem, ktery
obsahuje promotor, DNA sekvenci, ktera koduje 2zadany

heterologni polypeptid a dominantni kontrolni oblast.

2. Expresni systém podle ndroku 1, vy znadé¢uijici

s e t im, Ze savéi hostitel obsahuje erythroidni burnky.

3. Expresni systém podle narokii 1 nebo 2, vy zna ¢ uiji-

ci se tim Ze promotor obsahuje heterologni promotor.

4. EXpresni ‘systém podle kteréhokoliv z pfedchézejicich
nérokﬁ, vyzn aéu jici se tim, zZe vektor obsahuje
vektor deflnovany v kterémkoliv: z narokd 5 az 12 -

5. Vektor, 'vyznacujici se tim, Ze obsahuje
» promotor, dominantni kontrolni oblast, DNA  sekvenci, kterd
'.f_koduje pozadovany polypeptld a DNA sekvenc1, ktera je schopna

7

’1:2ﬁ;propujc1t"stabllltu TMRNA vznlkajlcl preplsem uvedene DNA.
:~sekvence ktera koduje pozadovany polypeptld '

6. Vektor‘podié’héroku 5, Vyz nadc¢u jici se tim,
Ze DNA sekvence, ktera koduje poéadbvény polYpeptidT obsahuje
cDNA, a DNA sekvence, kterd je schopnd propujc¢it stabilitu
mRNA, je vazand na cDNA tak, Ze vznika hybridni mRNA.

7. Vektor podle narokull 5 nebo 6, vy znac¢ujici se
t i m, Ze DNA sekvence, ktera je schopna stabilizovat mRNA
obsahuje beta-globinovy gen nebo jeho ¢ast.

8. vektor podle naroku 7, vy znacujici se t imn,
Ze DNA sekvence, kterd je schopnd stabilizovat mRNA, obsahuje
exon 2 nebo jeho ¢ast, intron 2 a exon 3.
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9. Vektor podle ndrokll 7 nebo 8, vy znacé¢ujici s e
t i m, Ze DNA sekvence, kterd je schopnd stabilizovat mRNA
zahrnuje 3'konec beta-globinového genu nebo cast 3 konce.

10. Vektor , vy znadujici se tim ze se pouzi-

~

va pri pripravé polypeptidu v savéim hostiteli, tak, 3Ze
polypeptid Jje sekretovdn 2z hostitelskych bunék, uvedeny
vektor obsahuje promotor, dominantni kontrolni oblast a gen '
kodujici pozadovany polypeptiid, za predpokladu, ze gen neni
beta-globinovy gen.

11. Vektor podle naroki 5 nebo 10, vy zna édujici se

t i m, Ze dominantni kontrolni oblast je odvozena od lokusu

beta—globinového-genu.

12. Vektor podle naroku 11;‘v:y z Q'a & uj ifc i se tim,

- Ze dominantni kontrolni oblast obsahuje mikro lokus, ktery

obsahuje 6,5 kb fragment, ktery miZe . byt ziskan ligaci

~

fragmentﬁ;v, ‘

o, R

ié,ifkbﬁibéI - Xbal ’ f’_ _ PR
1,9 kb HindIIT - HindIII = - _
1;5 kb KpnI - BgIII a ' o
1,1 kb éast SacI z beta globinového>genu.

13. Zpusob pripravy expresniho systému podle ndroku 1, v y z-

nacé¢ujici se tim, Ze zahrnuje s3&iho hostitele
transformovaného vektorem , definovanym podle naroku 5 nebo
podle naroku 10.

14. ZpUsob pripravy polypeptidu, vy znac¢ujici se
t i m, Ze uvedend metoda obsahuje kultivaci expresniho
systému podle naroku 1.




15. Zplusob pripravy polypeptidu v savéim hostite.li,v y 2 n a-
¢ uj ici se ti m,' Ze p.ol.ypepid je sekretovéan z hosti-
tele, uvedena metoda zahrnuje kultivaci erythroidnich bunék
transformovanych vektorem podle naroku 10.

262792
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Obr 4a.

Iniciac¢ni kodon

Kozak
sekvence translace

|

AGCTTGCCACCATGGCTACAGGCTCCCGGACGT
CGGTGGTACCGATGTCCGAGGGCC |
misto Stépeni

Aatll

misto Stépeni
Hind III

Obr4b.

Aatll
HindII

Oligonukleotidy
prestavbu

a) Sekvence oligonukleotidl pouzivané na

. 5 ‘’konce HGHcDNA
b) Inserce oligo do 5 konce HGH cDNA
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Nahrada 7kb Aat II fragmentu z HGH
fragmentem 7kb AatII z HGH

cDNA konstruktu
genomového konstruktu
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DCR NEO Bstell
HGH fuze
EGCII
la
Kpnl DCRs
Pstl Not]
. beta-exon/
‘ intron
sekvence
s BamHI Clal

AatII

Konstrukce HGH cDNA genomového expresniho konstruktu
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