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(57) Anotace:

Rozpustné rekombinantni proteiny se ptipravuji z bakterii,
jejichZ plazmid obsahuje kompletni gen za promotorem, tim
zplisobem, Ze se tento plazmid exprimuje a ziskany protein
izoluje a Cisti, a to tak, Ze se bun&¢na kultura kultivuje a2 k
OD 600 nm od 0,4 aZ 0,6, bun&&n4 kultura se ochlazuje béhem
Casové periody od 15 do 40 minut na 20 a2 26 °C, syntéza se
indukuje pfidanim 10 aZ 55 pm induktoru a induk&n{ fize se
provédi pfi teplot& od 20 do 26 °C po dobu &asové periody od
3,5 do 6,5 hodiny.
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Zpusob pFipravy rozpustnych rekombinantnich proteini z bakterialnich bunék

Oblast techniky

Vynélez se tyké zpisobu pripravy rozpustnych rekombinantnich proteini z bakteridlnich bunék.

Dosavadni stav techniky

Rozpustné rekombinantni proteiny jsou zpravidla pfipravovany z bakterii tim zplisobem, Ze se
exprimuje expresni plazmid, protein se izoluje a pfeisti. Zpisoby tohoto typu jsou znamé
z piipravy nejriznéjSich proteind. Napfiklad pro expresi y-interferonu v E. coli byl sestrojen
plazmid PKK 233-2 (E. Ammann a J. Brosius: Gene 40, 1893-1900, 1985). Tento plazmid
obsahuje indukovatelny trc—promotor, vicendsobné klonovaci misto, které obsahuje startovni
kodon ATG, jakoZ i terminatory pro RNA-polymerazu.

Identicky zpiisob je znam ze spisu DE 36 856.4. V tomto dokumentu je mimo jiné popsan rovnéz
zplisob vyroby zkracené varianty y—interferonu (y—interferon 10L), vychézejici opét z odpovida-
jiciho expresniho plazmidu. Také tento plazmid je exprimovan v bakterialnich buiikach (E. coli)
v mno¥stvi 30 % z celkového mnozstvi proteinu. Az 90 % tohoto y—interferonu se pfitom vysky-
tuje ve formé nerozpustnych, tzv. inkluznich €astic. Pro ¢isténi tohoto y—interferonu se pfitom
bakterialni buiiky po (sp&$né expresi rozbiji a inkluzni Estice y—interferonu se opakovanym
promytim zbavi rozpustnych bakteridlnich proteind. Rozbiti bungk se vyhodné provadi
mechanicky, obzvlaté pisobenim ultrazvuku. Inkluzni &astice interferonu se poté pfevedou
denaturaénim krokem do roztoku, ktery se nasledn& podrobi renaturanimu kroku. Tento
renaturaéni krok je nezbytny proto, Ze pfi pripravé proteinii z inkluznich &astic se takto ziskané
proteiny nevyskytuji v biologicky aktivni formé. Renatura¢nim krokem se ma dosahnout opét
uspofadani proteinu do biologicky aktivni formy.

Nevyhodou tohoto zpiisobu dosavadniho stavu techniky oviem je, ze jednak vytézek pripravy
protein z inkluznich ¢astic je velmi nizky (napf. u vybraného popsaného zplisobu asi 10 %)
a navic se ukézalo, Ze renaturaéni krok nezaruduje vzdy, Ze se protein ziska kompletné ve své
biologicky aktivni form&. Ukézalo se, Ze u proteind, které byly ziskany z inkluznich castic, se
obvykle vyskytuje nehomogenni populace struktury proteinu.

Podstata vynélezu

Cilem predloZeného vynilezu je vylepseni shora popsaného zpisobu tak, aby bylo jednak
dosaZeno podstatného zvy3eni vytézku a soutasné aby bylo mozno protein izolovat v jeho aktivni
formé bez nutnosti pouZiti renatura¢niho kroku.

Ukol vynédlezu je splnén vyznakovymi znaky naroku 1. Zévislé naroky odhaluji vyhodna
provedeni.

Prekvapivé se ukézalo, Ze pfi pfesném dodrzeni parametrd zpiisobu podle naroku 1 pfi
exprimovéni plazmidu je moZné ziskat protein v roztoku. Po indukéni fazi zistava 20 - 60 %
proteinu v rozpusténé form&, pouze zbyvajici ¢ast je vysrazena ve formé inkluznich gastic.
P¥i zpiisobech dosavadniho stavu techniky se vysraZi obvykle vice nez 95 % proteinu ve formé
inkluznich &astic. Prednost tohoto zpilisobu spo&iva v tom, Ze uspofadéni proteinu, napf. y—
interferonu, do prostorové struktury probiha samo o sobé v bakterialni buiice. U téchto zpisobi
tedy nejsou nezbytné, jako je tomu u zpsobt dosavadniho stavu techniky, denaturacni a renatu-
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raCni kroky, protoZe se prostorova struktura sama tvor{ v bakterialni buiice. Z tohoto divodu je
vylou¢ena moZnost neiiplného prechodu do tadné prostorové struktury béhem renaturaéniho
kroku. Zvlasté vyznamna je u téchto zpiisobi ta skutednost, Ze se nejen tvofi protein v aktivni
form& homogennim zpisobem, nybr¥ rovnéz vyt&zek u tohoto zplsobu je vyrazné vyssi. Napr.
pro y—interferon dosahuje 50 % oproti cca 10 % u zpiisobtt dosavadniho stavu techniky.

Pro zptisob podle vynélezu je dilezité, aby byly dodrZeny presné a exaktné znaky zpiisobu, které
Jjsou uvedeny v néroku 1. Pouze kombinaci jednotlivych znaki zpisobu a) aZ e) je zarudeno, Ze
proteiny mohou byt z proteinového roztoku ziskany. Podstatné u parametrii zptisobu je, Ze
bunééna kultura je kultivovana pii OD od 0,4 az 0,6 nm aZ do 600 nm a nasledné probiha
ochlazovani v priib&hu uréitého definovaného &asového Gseku (15 az 40 minut) na uréitou
definovanou teplotu (20 az 26 °C). Toto ochlazovani spole¢né s velmi nizkou koncentraci
induktoru (10 az 55 mim) zaruéuje, ze po indukéni periodé€, probihajici pfi teploté 20 az 26 °C po
dobu 3,5 az 6,5 hodiny, se nachazi 20 az 60 % proteinu v rozpustné formé. Zbyvajici &ast se
vysrazi ve formé inkluznich &astic.

Podrobné vyzkumy ukazaly, Ze napt. pti teplotach kolem 37 °C béhem indukni periody dochazi
k vysrazeni vice nez 95 % proteinu ve formé inkluznich &astic. O&ividn& ma zde tedy rozhodujici
v¥znam u zpiisobu podle vynélezu sniZeni teploty ve spojeni s nizkou koncentraci induktoru.

Izolace a €i8téni proteinu se provadi tim zptisobem, Ze se nejprve provadi frakcionace. Pro tento
ucel se bakteridlni buiiky po fazi exprese znimym zpiisobem rozbiji (napf. ultrazvukem)
anasledng se pfida pufr. Vysledkem centrifugace je jednak pevny podil, obsahujici inkluzni
Castice, a proteinovy roztok. Pro dalsi zpracovani se pouZziva dale pouze uvedeny proteinovy
roztok, ktery se podrobuje dal§imu ¢&isténi. To miize byt provedeno napf. tak, Ze se proteinovy
roztok micha s katexovym materidlem. Ptitom dochazi k navazani proteinu na katexovy material.
Katex s navdzanym proteinem se promyje fosfatovym pufrem a protein je moZno vyeluovat
roztokem chloridu sodného v pufru. Pro dokonalé pietisteni Jje mozno nasledné& vyuzit srazeni
sulfatem amonnym a gelovou filtraci.

Vysledky mnoha pokusi prokazaly, Ze je vyhodné, kdyz se uvedeny zplisob provadi pfi dodrzeni
nasledujicich parametru:

Faze zpisobu a): OD 600 nm od 0,45 do 0,55 pii teploté 35 aZ 38 °C, zvlaits vyhodné od 0,5 pti
37°C.

Faze zplsobu b): €asovy tsek 25 az 35 minut, zv143t& vyhodné 30 minut, ochlazovani na 24 az
26 °C, zvlasté vyhodné na 25 °C.

Faze zpisobu c): ptidavek od 10 do 50 um, zvlasté vyhodng 50 pm induktoru.

Faze zplsobu d): indukéni faze od 3,5 do 5,5 hodiny pfi 24 az 26 °C, zv1asté vyhodné pres
5 hodin pf#i 25 °C.

Ukazalo se, ze zpisob podle vyndlezu je zvlasts vhodny pro pfipravu y-interferonu a jeho
derivatl a Ze timto zplisobem je moZno ziskévat nejenom y—interferon ve shora popsané aktivni
a vysoce Cisté form&, nybrz rovnéz jeho varianty, které jsou nap. zkraceny o 10 aminokyselin,
nebo také varianty, které vykazuji pritomnost disulfidického mustku. V tomto piipadé jak
v redukované, tak rovnéz v oxidované formé. Z literatury dosud nen{ znamo, Ze by bylo mozno
ziskat y-interferon z inkluznich &astic v redukované formé. Zpusob podle vynalezu se tak
vyznacuje nejen tim, Ze mohou byt proteiny ziskdvany ve vysokém vytézku v Cisté formé, nybrz
rovnéZ tim, Ze tento zplisob umoziuje prokazatelné také exprimovani téchto proteint, u kterych
to dosavadni zpiisoby s inkluznimi &4sticemi neumoziiovaly.
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Zpiisob podle vynalezu je v nésledujici ¢asti podrobn€ popsan na pfipravé y~interferonu. Jak jiz
byl shora uvedeno, neni zpiisob oviem omezen pouze na y-interferon, nybrz je pouZitelny
zasadné pro viechny rozpustné proteiny, které se exprimuji z bakterialnich bunék.

Prikladv provedeni vynalezu

Exprese (syntéza) y—interferonu

Buriky E. coli (JM 105) s expresnim plazmidem, obsahujicim kompletni gen pro y-interferon za
trc—promotorem, jsou kultivovany az k OD 600 nm od 0,5 pfi 37 °C. Bylo nasazeno 500 ml YT
média, které bylo naockovano shora uvedenou buné¢nou kulturou.

Bun&éna kultura se b&hem 30 minutové periody ochladi na teplotu 25 °C. Syntéza y-interferonu
se indukuje pfidavkem izopropyl-B-D-tiogalaktoxidu (IPTG) do vysledné koncentrace 50 um.
Indukeni faze probihé pfi teploté 25 °C po dobu 5 hodin. Po této indukéni fézi se nachazi 20 az
60 % y-interferonu ve formé& rozpustného proteinu, zbyl4 ¢ast y—interferonu je precipitovana ve
formé inkluznich &astic.

Frakcionace y—interferonu

Po 5 hodinové fazi exprese se bakterialni buiiky odstfedi centrifugaci (15 minut, 6000 rpm
vrotoru JA 15). Vysledna peleta bungk se promyje 200 ml pufru PBS (fosfatem pufrovana
solanka) nebo natriumfosfitovym pufrem pH 7,0 resuspendovanim. Opakovanou centrifugaci
popsanou shora se ziska promyta bun&tna peleta, ktera se bud’ ihned podrobi dal$imu precisténi,
nebo se dale uchovava pti -70 °C.

K promyté bun&éné peleté se ptida 15 ml pufru PBS nebo natriumfosfatového pufru a buiky se
rozbiji ultrazvukem (5 x 10 sekund za chlazeni ledem). Nasledn€ se pfida znovu 15 ml pufru
a zfedéna smés se centrifugaci (30 minut, 10 000 rpm, 7A 20 rotor) frakcionuje na rozpustny
podil, obsahujici protein (frakce I) a peletu, obsahujici inkluzni &stice.

Pregisténi rozpustného y—interferonu
SP—Sepahrosa:

Do frakee I se opatrn& rozmicha 1 ml SP-Sepharosy, ekvilibrované ve stejném pufru (kationtova
kapacita 20 mg proteinu). Po 30 minutich na ledu se provadi centrifugace 10 minut pfi
3500 rpm. Peleta SP-Sepharosy, na niz je navazan y-interferon, se zbavi dvéma po sobé&
jdoucimi promyvacimi kroky (po 15 ml pufru) proteini E. coli. Véazany y—interferon se 2 ml IM
NaCl kompletné eluuje do pufru a nsledné se oddéli centrifugaci od SP-Sepharosového
materialu. Elugni kroky se dvakrat opakuji, aby bylo zajisténo, ze se ze SP-Sepharosy eluuje
veskery y—interferon. Eluce proteinu je sledovana méfenim pom&ru OD 280/260 nm. Obé¢ frakce
s nejvéssi OD, obvykle oba prvé eluaty, se spoji do frakce II. Tento Cistici krok je vzhledem
k vysokému IEB (izoelektricky bod y—interferonu je vy3Si nez 10) velmi (¢inny. Timto zplsobem

~~~~~

Srazeni pomoci ammoniumsulfatu

Pomalym pFidavanim 440 mg jemné& rozetfeného ammoniumsulfatu (AS) k frakci 11 (4 ml) se
dosahne 70 % nasyceni této frakce ammoniumsulfatem. Po pfiblizné 12 hodinach pfi 4 °C se
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vysraZeny y~interferon odd&li centrifugaci (30 minut pti 10 000 rpm, rotor JA 20) ve formé& AS-
pelety. K peleté se pfida 1 ml pufru (frakce III).

Gelova filtrace

Frakce o objemu 1 ml se sterilné prefiltruje (velikost porti 0,2 um) a pomoci kolony TSKG 200
se frakcionuje za vzniku rozdilné velikosti vzorku (200 pm - 1 ml). Tento krok gelové filtrace
poskytuje (obr. 1) symetrické rozdéleni proteinu y—interferonu a s pomoci standardnich proteini
ukazuje, Ze se y~interferon vyskytuje ve form& homodimerniho proteinu.

Charakterizace rozpustného y—interferonu

Vysledky analyzy SDS-gelové elektroforézy (SDS-gel) potvrzuji stupeti &istoty vy3si nez 95 %.
Ackoli pfi ptimém srovnéni s odpovidajicim y~interferonem z inkluznich &4stic Jje pozorovana
o néco rychlejsi migrace ziskaného proteinu, coz poukazuje na minimalni zkraceni o n&kolik
aminokyselin, lze timto zpiisobem ziskat rozpustny y-interferon ve formé& celkové neporuseného
proteinu. Specifickd antiviralni aktivita rozpustného y-interferonu 2 x 107 n/mg proteinu
odpovida aktivit& y—interferonu, ziskaného z inkluznich &astic.

Prednosti rozpustného y—interferonu

Pfednost tohoto zpiisobu spogiva v tom, Ze usporadavani proteinu y—interferonu do prostorové
struktury probiha v bakterialnich buiikach. Neexistuje Zadny poukaz na existenci nehomogenni
strukturni populace tohoto proteinu. S pouZitim stejné nasady je mozno syntetizovat a ziskat ve
vysoké €istoté rovn&z variantu y—interferonu, ktera Je zkracena o 10 aminokyselin, a varianta, do
niz jsou vlozeny dva cysteiny takovym zplsobem, ¥e se miize vytvofit interni disulfidicky
mistek.

Vytézek pretisténého produktu dosahuje az 50 % u viech zkoumanych proteinti y—interferonu
a vyniké tim ve srovnani s 10% vyt&zkem u y—interferonu, ziskaného z inkluznich Castic, ktery je
nutno in vitro v reagenéni barice prevést na spravnou prostorovou strukturu. Ze 4 g pelety bungk
je moZzno ziskat zhruba 4 mg vysoce &istého rozpustného y~interferonu.

Rozpustny y-interferon, obsahujici disulfidicky mistek, je moZno pregistit a uchovavat jak
v redukované, tak v oxidované formé proteinu. Odpovidajici y-interferon z inkluznich &astic je

mozno ziskat pouze v oxidované formé.

Z toho je mozno vyvodit, 7e y-interferon, ptevedeny na prostorovou strukturu in vitro, je struktu-
raln& nehomogenni, zatimco rozpustny y—interferon je v homogenni formé.

Pro klinické pouziti je proto rozpustny y-interferon, pfipraveny zpisobem podle vynalezu, vibec
ne nebo pfinejmensim méng antigenni ne y—interferon z inkluznich &astic.

Primyslova vyuZitelnost

Rozpustné y-interferony je mozno zpiisobem podle vynélezu pfipravit v podstatné vy$sim
vytéZku, coz rozsifuje moznosti jejich klinické aplikace.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pfipravy rozpustnych rekombinantnich proteini z bakterii, jejichZ plazmid obsahuje
kompletni gen za promotorem, pfi némz se tento plazmid exprimuje a ziskany protein izoluje
alisti, vyznacujici se tim, Ze

a) bund&na kultura se kultivuje az do OD 600 nm od 0,4 az 0,6,

b) bun&na kultura se béhem Easové periody od 15 do 40 minut ochladi na 20 az 26 °C,

¢) syntéza se indukuje pfidavkem 10 az 55 um induktoru,

d) indukéni faze probiha pfi teplot€ od 20 do 26 °C po dobu Casove periody od 3,5 do
6,5 hodiny, a

e) ziskané bun&éné pelety, vzaté do pufru, se rozdéli na inkluzni &astice a roztok, obsahujici
protein, a protein se nasledng izoluje z proteinového roztoku.
2. Zpisob podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Zejsou bun&&né kultury podle kroku

a) kultivovany az do OD 600 nm od 0,45 az 0,55 pfi 35 az 38 °C.

3. Zpisob podle naroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze jsou bunééné kultury
podle kroku b) ochlazovany b&hem &asové periody od 25 do 35 minut na 24 az 26 °C.

4. Zpusob podle alespoii jednoho z narokii 1 az3, vyznacujici se t im, Ze syntéza
podle kroku c) je indukovana pfidanim induktoru do vysledné koncentrace 10 az 50 pm.

5, Zpusob podle alespoii jednoho z naroki1 1 az4, vyznaéujic i se tim, Ze induk¢ni
faze podle kroku d) probiha pfi teploté 24 az 26 °C po dobu &asové periody od 3,5 do 5,5 hodiny.

6. Zpusob podle alespoii jednoho z néroki 1 a2z 5, vyzna&ujici se t im, Ze se jako
bakterie pouzivaji buiiky E. coli.

7. Zpusob podle alespoii jednoho z nérokii 1 az6, vyznatujici se tim, Ze se jako
gen pouziva kompletni gen pro y—interferon.

8. Zpusob podle alespoti jednoho z narokii 1 a2 7, vyzna&uji ci se tim, Ze sejako
promotor pouziva trc—promotor.

9. Zpisob podle alespoil jednoho z nérokid 1 az 8, vyzna Cujici se tim, Ze se jako
induktor pouzivé izopropyl-B-D-tiogalaktozid (IPTG).

1 vykres
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Gelova filtrace
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Frakce

Obr.1
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