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Zptisob produkce IGF-1 a IGFBP-3 s radnym sloZenim a

disulfidovou vazbou

Oblast techniky

Vynidlez se obecné tyké4 oblasti produkce aktivnich, radné
sloZenych proteind a zejména se tyka sloZeni polypeptidua
inzulinu podobného rustového faktoru | (IGF-1) a vazebného

proteinu-3 pro inzulinu podobny rustovy faktor (IGFBP-3).

Dosavadni stav techniky

Rastové faktory jsou polypeptidy, které stimuluji velkou
$ifi biologickych odpovédi (napr syntézu DNA, bunééné
déleni, expresi specifickych gena, atd.) v definované
populaci cilovych bunék. Bylo identifikovidno mnoho rustovych
faktoru, véetné transformujiciho rastového faktoru B!
(TGF-B1), TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4, TGF-BS, epidermalniho
rustového faktoru (EGF), od desticdek odvozeného rastového
faktoru (PDGF), fibroblastového rastového faktoru (FGF),
inzulinu podobného rustového faktoru 1t (IGF-1) a IGF-2.

IGF-1 a IGF-2 jsou pribuzné v aminokyselinové sekvenci a
strukture, kde ka?dy polypeptid md molekulovou hmotnost asi
7,5 kilodaltonu (kDa). IGF-1 zprostfedkuje hlavni aéinky
rastového hormonu a tak je to primarni medidtor rastu po
narozeni. IGF-1 se také ucastni Gc¢inku raznych jinych
riastovych faktoru, protoZe o3etfeni bundk takovymi faktory
vede ke zvy3ené produkci IGF-1. Oproti tomu, o IGF-2 se
soudi, Ze ma hlavni roli ve fetalnim rastu. Jak IGF-1, tak

IGF-2 maji inzulinu podobné aktivity (odtud jejich jména), a




jsou mitogenni (stimuluji buné&né déleni) pro buniky v
nervové tkani, svalech, reprodukéni tkani, skeletalni tkani

a mnoha jinych tkani.

Oproti vétsiné rustovych faktora jsou IGF pritomny ve
vyznamném mnoZ?stvi v cirkulaci, ale pouze velmi mald frakce
tohoto IGF je volna v cirkulaci nebo v jinych télesnych
tekutinadch. Vétsina cirkulujiciho IGF je navadzana na IGF
vazebny protein — 3 (IGFBP-3). IGF-1 miZe byt méfen v séru
pro diagnostiku abnormalnich rastovych stava, naptf.
pituitarniho gigantismu, akromegalie, trpaslictvi nebo
riznych deficienci rastového hormonu. A&koliv je IGF-1
produkovan v mnoha tkanich, soudi se, Ze vétiina

cirkulujiciho IGF-1 je syntetizovana v jatrech.

Témér viechen IGF cirkuluje v nekovalentné asociovaném
trojitém komplexu slozeném z IGF-1 nebo IGF-2, IGFBP-3 a
vétsi proteinové podjednotky nazyvané podjednotka labilni
vaéi kyselinam (ALS). Tento trojity komplex je sloZen z
ekvimoldrnich mnoZstvi ka?dé ze trfi sloZek. ALS nema Z4dnou
primou IGF-vazebnou aktivitu a zda se, Ze vaZe pouze binArni
komplex IGF/IGFBP-3. Trojity komplex IGF+IGFBP-3+ALS ma
molekulovou hmotnost asi 150 kDa. O tomto trojitém komplexu
se soudi, Ze v cirkulaci Géinkuje jako "rezervoar a pufr pro
IGF-1 a IGF-2, ktery brani rychlym zménam v koncentraci
volného IGF" (Blum et al., (1991), "Plasma IGFBP-3 Levels as
Clinical Indicators" v Modern Concepts of Inzulin-Like
Growth Factors, str. 381 - 393, (E.M. Spencer, vyd.,

Elsevier, New York).

Vétsina cirkulujiciho IGF-1, IGF-2 a IGFBP-3 je ve formé



komplexu a v souladu s tim je velmi malé mnoZstvi volného
IGF detegovatelné. Kromé& toho, vysoka hladina volného IGF v
krvi je nezaddouci. Vysoké hladiny volného IGF v krvi vedou k

zadvazné hypoglykemii vzhledem k inzulinu podobnym aktivitém
IGF. Oproti IGF a IGFBP-3 existuje vyznamny pool volného ALS
v plasmé, co? zajistfuje to, Ze jakykoliv IGF/IGFBP-3
komplex, ktery vstoupi do cirkulace, tvori ihned trojity

komplex.

Zatimco IGFBP-3 je nejhojnéjsi vazebny protein pro IGF v
cirkulaci, v rtznych tkanich a télesnych tekutinich bylo
identifikovano alesponn pét jinych vazebnych proteind pro IGF
(IGFBP). A¢koliv tyto proteiny vazi IGF, kazdy z nich
pochaz{ z rGznych gend a ma raznou aminokyselinovou
sekvenci. Tak tyto vazebné proteiny nejsou pouze analoga a
derivaty spoleé&ného prekurzoru. Oproti IGFBP-3 nejsou
ostatni cirkulujici IGFBP saturovany IGF. Kromé IGFBP-3
nemuZe Z24dny z IGFBP tvorit trojity komplex o molekulové
hmotnosti 150 kDa.

IGF-1 a IGFBP-3 mohou byt purifikovany z prfirozenych
zdroju nebo mohou byt produkovany rekombinantnimi
prostfedky. Naprfiklad, purifikace IGF-1 z lidského séra je v
oboru dobre znadma (Rinderknecht et al., (1976), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 73: 2365 - 2369). Produkce IGF-!
rekombinantnimi procesy je ukazana v EP 0.128.733,
publikovaném v prosinci 1984. IGFBP-3 muZe byt purifikovan z
prirozenych zdroju za pouziti procesu jako je ten, ktery je
uk4azan v Baxter et al., (1986), "Growth Hormone-Dependent
Inzulin-Like Growth Factors (IGF) Binding Protein from Human

Plasma Differs from Other IGF Binding Proteins", Biochem.



Biophys. Res. Comm. 139: 1256 - 1261). IGFBP-3 muZe byt
syntetizovan rekombinantnimi organismy jak popisuje Sommer
et al., (vyse, str. 715 — 728). Rekombinantni IGFBP-3 se

vaze na IGF-1 v molarnim poméru [:1.

Topické podani IGF-1/IGFBP-3 komplexu do ran krys a
prasat je signifikantné vice u¢inné neZ podani IGF-1
samotného (Sommer et al., vyse). PodkoZni podani komplexu
IGF-1/IGFBP-3 hypofyzektomovanym, ovarektomovanym a
normalnim krysam, stejné& jako intravenozni podani
"cynomolgous" opicim, v podstaté zabrafiuje hypoglykemickym

déinkam IGF-1 podaného samostatné.

Jak IGF-1, tak IGFBP-3 maji disulfidovou isomerasovou
aktivitu, kdyZz jsou mé&feny samostatné. Nicméné, smiseni
techto dvou proteini v podstaté inhibuje tuto aktivitu
(Koedam and Leo van den Brande (1994) "Inzuline-Like Growth
Factors (IGFs) and IGF Binding Protein-3 Display Disulfide
Isomerase Activity" Biochem. Biophys. Res. Comm. 198: 1225 -
1231).

Genetické inzenyrstvi také umozZnilo produkovat velks
mnozstvi polypeptida kodovanych klonovanou DNA
prostrfednictvim rekombinantnich expresnich systéma, zejména
prostrednictvim exprese Vv prokaryontech jako je Escherichia
coli. Exprivovany heterologni polyeptid, ktery by jinak
nebyl vibec produkovan hostitelskymi bunkami nebo by byl
produkovan pouze v omezeném mnoZstvi, maze vytvaret
vyznamnou &ast celkovych bunéénych polypeptidu hostitelské
burniky.




V4zné problemy se &asto vyskytuji, pokud jsou klonované

DNA exprivovany ve vysokych drovnich v rekombinantnich
expresnich systemech. Polypeptidy, které jsou nadmérné
exprivovany v cytoplasmé hostitelské bunky jsou &asto
akumulovany jako nerozpustna "inkluzni téliska" nebo
"refraktilni teéliska", zejména pokud jsou jako hostitelské
bunky pouZzity bakterie (Williams et al., (1982), Science
2715: 687 - 689: Schoner et al., (198S5), Biotechnology 3: 151
- 154). Nicméné, tvorba inkluzi neni omezena na bateridlni
expresni systemy. Napriklad, produkt Kruppel genu u
Drosophilli maze tvorit inkluzni téliska, kdy? je produkovan
ve hmyzich buinikdch za pouziti bakulovirového expresniho
systemu. Polypeptidy akumulované ve formé inkluznich té&lisek
nebo refraktilnich télisek jsou relativné nepouzitelné pro
biologické a biochemické testy. Konverze tohoto
nerozpustného materidlu na aktivni, rozpustné polypeptidy
vyzaduje pomalou a obtiZnou solubilizaci a protokol znovu
skladani, coz zvysuje naklady na produkci polypeptidu

a casto to znatelné redukuje vytézek aktivniho polypeptidu.

1 kdy? jsou heterologni polypeptidy exprivovany v
cytoplazmé hostitelskych bunék v rozpustné formé, nemusi byt
biologicky aktivni diky nespravné skladbé. Nespravné
slozeni maZe probé&hnout v cytoplazmé hostitelské bunky nebo

béhem postupu izolace.

ObtiZze, které jsou soucasti ziskani biologicky aktivnich
rekombinantnich proteini a rekombinantnich expresnich
systemi jsou zvy$eny u polypeptidu obsahujicich cysteinové
zbytky, jako je IGF-1. IGF-1 obsahuje 3est cysteinovych

zbytka, ka?dy z nich tvofi intramolekularni disulfidovou



vazbu o které se soudi, Ze stabilizuje aktivni konformaci

proteinu. Cysteinové zbytky v IGF-1 mohou tvorit nespravné
disulfidové vazby, t.j. disulfidové vazby tvorfené mezi
cysteinovymi zbytky, které nejsou nachazeny v nativnim
IGF-1. Molekuly IGF-1 obsahujici nespravné disulfidové vazby
maji redukovanou biologickou aktivitu (Raschdorf et al.,
(1988) (Biomed. Env. Mass Spectros. 16: 3 - 8).

Bylo zjisténo, Ze mnoZstvi rozpustného polypeptidu muzZe
byt zvy3eno v E. coli rekombinantni expresi, pokud je
fermentaéni teplota sniZena pod 30 °C. Tento postup je
pouzitelny jako alternativa k renaturaci polypeptidua z
inkluznich télisek, ale vyZzaduje expresni systém, ktery
u&inné operuje pod 30 0C. Tento postup nicméné nemusi byt
komeréné vyhovujici, protoZe redukce fermentadni teploty
zvysuje trvani, a proto i nakladnost, fermentace s privodnim

zvysenim rizika kontaminace kultury.

V oboru je znamo mnoho metod pro znovusloZeni proteinda.
Napriklad U.S: patenty &. 4511502, 4511503 a 4512922
popisuji metody, které jsou povaZovany za univerzalné
aplikovatelné, s pouze drobnymi modifikacemi, pro znovu
slo?eni proteinid ziskanych z inkluznich télisek. Tyto metody
se obecné sna?i o naruseni struktury nespravné sloZenych
proteini, potom o umoZnéni slabych intramolekul4rnich sil,
t.j. vodikovych muastka, hydrofobnich interakci a iontovych
vazeb, pro sloZeni proteinu do jeho spravné konformace
a potom nasledueje oxidace za vytvoreni rfadnych

disulfidovych vazeb.

V jedné takové metodé je protein, ktery ma& byt znovu



slozen, purifikovéan za podminek, které uchovidvaji cysteinové

skupiny proteinu jako volné sulfhydrylové skupiny inkluzi
redukéniho ¢inidla bshem procesu purifikace. Toto umoZiuje
znovuslozeni proteinu béhem procesu purifikace za absence
nespravnych intramolekularnich disulfidovych vazeb. Redukéni
¢inidlo je potom tedé&no pro umoZnéni toho, aby znovusloZzeny
protein tvofil disulfidové mistky za pfitomnosti vzduchu
nebo néjakého jiného oxidaéniho ¢inidla. Tato metoda muZe
byt snadno inkorporovana do vétsiny purifikac¢nich procesu

a optimalné funguje pro rekombinantni proteiny majici

relativné nekomplikované tercidrni struktury.

Jinym pristupem je znovuslozeni proteinu za pritomnosti
jak redukované (R-SH), "tak oxidované (R-S-S-R) formy
thiolové slouéeniny. Toto umoZnuje tvorbu, poruseni a
znovu tvorbu disulfidovych vazeb béhem procesu purifikace.
Redukované a oxidované formy thiolové sloudeniny jsou
poskytnuty v pufru majicim dostateénou denaturujici silu pro
to, aby viechny meziproduktové formy proteinu zustavaly
solubilni béhem, procesu solubilizace. Mocovina se povaZuje
za vhodny denaturant vzhledem ke své denaturaéni sile pro
meziprodukty, ktera umoZfuje proteinu dosdhnout jeho spravné
konformace a také udrZuje rozpustnost meziprodukta skladani.
Tento pristup je nejué¢innéjsi, pokud ma protein, ktery ma byt

sloZen, relativné nekomplikovany charakter skladby.

Alternativnim pristupem, ktery maZe byt pouZit pro
slozitéjsi situace skladby, je rozruseni jakychkoliv
disulfidovych vazeb, které mohou byt tvorfeny béhem syntézy
nebo izolace proteinu, potom derivatizovani volnych

thiolovych skupin proteinu. Volné thiolové skupiny jsou



derivatizovany sulfonaci, kterd blokuje tvorbu disulfidovych

vazeb. Protein je potom znovu sloZen ve slabém denaturantu,
potom desulfonovan, coZ umoZni rfadnou tvorbu disulfidovych
vazeb. Desulfonace probihd za pritomnosti sulfhydrylové
slougdeniny. Malé mnoZstvi sloudenin korespondujicich
oxidované formé bude zajistovat, aby vhodné disulfidové
vazby zustavaly intaktni. pH je zménéno, t.j. zvyseno, na
hodnotu takovou, aby thiolov4d slouéenina byla alespon
¢4steéné ionizovana, coZ zvy3uje nukleofilni odstranéni

sulfonatu.

Tyto metody pro opétovné slozeni, adkoliv jsou praktické
pro své univerzalni pouZiti, nebyly vyznamné u&inné pro

IGF-1 a jejich provedeni je obtiZné.

Byly popsé4ny metody pro znovusloZeni, které jsou
specifické pro IGF-1. PCT prihlasky WO 91/02807, WO 93/11240
a WO 93/19084 kazda popisuji metody pro znovusloZeni

rekombinantné exprivovaného IGF-1 proteinu.

WO 91/02807 popisuje IGF-1 fazni proteiny, ve kterych je
na amino-konec IGF-1 fuzovédna pozitivné nabita
aminokyselinovad sekvence. Aminoterminadlni adice se uplatnuje
ve znovusloZeni, takZe je dosaZen priblizné 50% vynos radné
sloZeného proteinu. Tento pristup vyZaduje zvlastni krok
stépeni amino-termindlniho fuzniho peptidu a purifikace pro

ziskani nativniho IGF-1.

WO 93/11240 popisuje zplsob pro znovusloZeni IGF-1
proteinu v jednom roztoku obsahujicim chaotropické ¢inidlo,

organické rozpouitédlo a redukéni ¢inidlo prfi alkalickém pH,




takZe je dosaZeno vice neZ 85% radné sloZeného proteinu.

WO 93/19084 popisuje zpusob pro znovusloZeni
rekombinantné produkovaného IGF-1 za pouziti protokolu pro
znovusloZeni o trfech krocich. Nespravné sloZeny met-IGF-1,
t.j. IGF-1 s amino-termindlnim methioninem (tento
methioninovy zbytek musi byt odstranén pro ziskani zralého
IGF-1) je solubilizovan v denaturaé¢nim roztoku. Potom je
pridano oxidaéni agens pro vytvoreni "redukéniho" roztoku.
Je pridadno dalsi reduké&ni éinidlo pro zvyseni disulfidové
vymény a roztok je inkubovan pres noc. Tato metoda vede k
zisku asi 30 % fadné sloZeného proteinu. Tento protein musi
byt dadle zpracovan pro odstranéni aminoterminadlniho

methioninového zbytku.

Nedavno poppsal Hober et al., ((1994) "Folding of
Inzulin-Like Growth Factor Binding Protein", Biochemistry
33: 6758 - 6761) zpusob pro znovuslozeni IGF-1{, vyuzivajici
pfidani nativniho IGFBP-1. Pridani nativniho IGFBP-1i
k redukovanému IGF-1 polypeptidu za redukénich podminek vede
k zisku nativniho IGF-1 vys$simu ne? 89 %. Pouziti IGFBP-3
nebylo popsano, ani nebylo popsanc pouZiti IGFBP.

Vsechny v oboru znamé metody pro znovusloZeni vedou k
zisku r4dné sloZeného proteinu, ktery je signifikantné
nizsi nez 100 %. Heterologni smés vznikla z téchto metod
musi byt d4le purifikovana, kteryZ?to proces miZe byt &asové

naroény a/nebo nakladny.

Existuje potrfeba pro jednoduchou, rychlou a vysoce

ucinnou metodu pro znovuslozZeni IGF a IGFBP-3 do radné




konformace se spravnymi disulfidovymi vazbami.

V souladu s tim je predmétem prfedkladdaného vynalezu
poskytnout rychlou, vysoce Géinnou metodu pro znovusloZeni
IGF-1 a IGFBP-3 spoleénym sloZenim dvou polypeptida, co?Z
vede k vysokému vynosu radné sloZenych proteina. Dalsim
predmétem predkladaného vynalezu je poskytnout jednoduchou,
vysoce udéinnou metodu pro produkci purifikovanych komplexa
nativniho IGF a IGFBP-3.

Patenty, patentové prfihlasky a publikace citované v této

prihlasce jsou zde uvedeny jako odkazy ve svém celku.

V jednom aspektu vynalez poskytuje rychlou, vysoce
u¢innou metodu pro znovusloZeni IGF-1 a IGFBP-3 a dale
poskytuje Géinnou metodu pro ziskani nativnich komplexu
IGF-1/1IGFBP-3. Vynalez dale poskytuje metodu pro purifikaci
nativniho IGF-1 a nativniho IGFBP-3 z nativnich komplexu
IGF-1/1GFBP-3.

V jiném aspektu vynalez poskytuje rychlou, vysoce ud&innou
metodu pro znovuslozeni IGF-1, kterad vede k velmi vysokému

vynosu nativniho IGF-1.
V jesté jiném aspektu vynalez poskytuje rychlou, vysoce
u¢innou metodu pro znovusloZeni IGFBP-3, ktera vede ke

zvysenému vynosu nativniho IGFBP-3.

Popis obrazkd na pripojenych vvkresech

Obrazek 1| ukazuje aminokyselinovou sekvenci lidského




IGF-1.

Obrazek 2 ukazuje nukleotidovou sekvenci kodujici lidsky
IGF-1.

Obrazek 3 a obrazek 4 ukazuji dvé alternativni

aminokyselinové sekvence IGFBP-3.

Obrazky 5, 6 a 7 ukazuji tfi alternativni nukleotidové
sekvence kodujici IGFBP-3.

Obrazek 8 ukazuje nukleotidovou sekvenci kodujici

kvasinkovou ubiquitinovou hydrolasu (YUH).

Obrazky 9 a 10 ukazuji vysledky ko-skladani IGF-1 a
IGFBP-3. Plné &tvere&ky ukazuji znovuskladani IGF-1 a
IGFBP-3 samostatné, v prislusném poradi, zatimco prazdné

¢tveredky reprezentuji vysledky ze spoleé&ného skladani.

Podstata vynalezu

Proteiny exprivované ve vysokych hladinach v
rekombinantnich expresnich systémech ¢asto vykazuji nizkou
nebo nedetegovatelnou biologickou aktivitu diky chybnému
sloZeni a nespravné tvorbs disulfidovych vazeb. Predkladany
vynalez poskytuje novou metodu pro rychlé znovusloZeni
rekombinantné produkovanych IGF-1 a IGFBP-3 s extremné
vysokou U¢&innosti, za zisku nativniho IGF-1 a IGFBP-3. V
prekvapujicim vysledku vynalezci zjistili, Ze oxidace smési
denaturovanych a redukovanych IGF-1 a IGFBP-3, t.j.,

spole¢né skladani, (kombinace nesloZenych nebo nespravné




slozenych IGF-1 s nesloZenymi nebo nespravné sloZenymi

IGFBP-3 za denaturaé&nich a reduké&nich podminek, nasledovana
oxidaci), vede k synergnimu zvy3$eni Uéinosti skladani pro
oba proteiny, za zisku témér 100% nativniho IGF-1 a velmi
vysokého procenta nativniho IGFBP-3. Vynalezci také
neodekadvané zjistili, Ze kinetiky skladani byly vyznamné
pozménény, zejména s ohledem na skladani IGFBP-3, coZ vede
k vyznamnému zkraceni ¢asu nutného pro skladani. Tyto
vysledky byly zejména prekvapivé, protoZe je znémo, Ze
disulfidovad isomerasova aktivita (enzymaticka aktivita,
kterd vyzaduje rozruseni a novotvorbu disulfidovych vazeb
a kterd miaZe asistovat ve znovuskladani proteinu) IGF-1 je
inhibovana pridanim ekvimoladrniho mnoZstvi IGFBP-3 (Koedam

and Leo van den Brande, vyse).

Vynadlez také poskytuje G¢inné metody pro pro produkci
purifikovaného nativniho IGF, nativniho IGFBP-3 a nativniho
komplexu IGF/IGFBP-3 z rekombinantnich expresnich systému.
Spoleé&né skladani IGF-1 a IGFBP-3 podle predkladaného
vynadlezu vede ke tvorbé nativnich komplexa IGF-1/IGFBP-3.
Tyto komplexy mohou byt snadno izolovany od jakéhokoliv
nespravné sloZeného proteinu v reakci skladani za pouziti
jednoduchych metod v oboru dobre znamych. Pokud je to
zZadouci, mohou byt IGF-1 a IGFBP-3 snadno déle izolovany a

purifikovany metodami v oboru dobfe znamymi.
Definice
"Inzulinu podobny rustovy faktor" nebo "IGF" zahrnuje

rodinu faktora, véetné, ale nejenom, IGF-1 a IGF-2. IGF je
polypeptid s molekulovou hmotnosti okolo 7,5 kDa. IGF




zahrnuje prirozené IGF-1 nebo IGF-2, jejich analoga a

varianty a fdise mezi IGF-1 nebo IGF-2 a jinymi
aminokyselinovymi sekvencemi. IGF mGZe byt ziskan z
prirozenych zdrojui nebo maZe byt prfipraven rekombinantnimi

prostredky.

"Vazebny protein-3 pro inzulinu podobny rustovy faktor"
nebo "IGFBP-3" jak je zde pouzito je élen rodiny vazebnych
proteind pro inzulinu podobny rustovy faktor, ktera
obsahuje, ale neni omezena na, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3,
IGFBP-4, IGFBP-5, a IGFBP-6. IGFBP-3 miZe byt ziskéan
z prirozenych zdroja nebo maZe byt pripraven rekombinantnimi
prostrfedky. IGFBP-3 tvori komplex s IGF a treti molekulou
zndmou jako ALS.

"Nativni IGF-1", jak je zde pouzito, je definovan jako
IGF-1, v&etné prirozené se vyskytujiciho IGF-1, jeho analog
a variant, ktery je spravné sloZen a obsahuje pouze spravné
disulfidové vazby. Spravné disulfidové vazby jsou tvorfeny
mezi aminokyselinovymi zbytky C6-C48, C47-52, a Cl18-C61,
nebo homology téchto aminokyselinovych zbytkd v analogach a

variantach IGF-1. Nativni IGF-1 je biologicky aktivni.

"Nerozpustny IGF-1" oznacduje precipitovany nebo
agregovany IGF-1, ktery je obsaZzen v hostitelské buiice, neb
je jinak s hostitelskou bunkou asociovan, a ma biologicky
inaktivni konformaci s nespravnymi nebo s nevytvorfenymi
disufidovymi vazbami. Nerozpustny IGF-1 mGZe byt obsaZen v
inkluznich téliskach nebo refraktilnich téliskach, t.j. maze

nebo nemusi byt viditelny v mikroskopu s fazovym kontrastem.



"Nespravné slozeny IGF-1" oznacuje IGF-1, ktery je v

biologicky inaktivni konformaci s nespradvnymi nebo s
nevytvorenymi disulfidovymi vazbami. Nespravné sloZeny IGF-1

miZe byt, ale nemusi byt, nerozpustny.

"Nerozpustny IGFBP-3" oznaduje precipitovany nebo
agregovany IGFBP-3, ktery je obsaZen v hostitelské burce,
nebo je jinak s hostitelskou bunkou asociovan, a méa
biologicky inaktivni konformaci s nesprdvnymi nebo
s nevytvorenymi disufidovymi vazbami. Nerozpustny IGFBP-3
maZze byt obsaZen v inkluznich téliskach nebo refraktilnich
téliskach, t.j. miZe nebo nemusi byt viditelny v mikroskopu

s fazovym kontrastem.

"Nespravné sloZeny IGFBP-3" oznaéuje IGFBP-3, ktery je v
biologicky inaktivni konformaci s nespravnymi nebo s
nevytvorenymi disulfidovymi vazbami. Nespravné slozZeny

IGFBP-3 muZe byt, ale nemusi byt, nerozpustny.

"Nativni IGFBP-3", jak je zde pouZito, je definovan jako
IGFBP-3, v&etné prirozené se vyskytujiciho IGFBP-3, jeho
analog a variant, ktery je spridvné sloZzen a obsahuje pouze
spravné disulfidové vazby. Nativni IGFBP-3 je biologicky
aktivni.

"Nativni IGF-1/IGFBP-3 komplex" jak je zde pouZito, je
definovan jako nekovalentné vazany komplex nativniho IGF-1 a
nativniho IGFBP-3.

"Redukéni ¢inidlo" jak je zde pouzito, je definovano jako

jakdkoliv sloudenina nebo material, ktery udrzuje



sulfhydrylové skupiny v redukovaném stavu a redukuje intra-

nebo intermolekularni disulfidové vazby. Prijatelna
redukujici &inidla zahrnuji, ale nejsou omezena na,
dithiothreitol (DTT), 2-merkaptoethanol, dithioerythritol,
cystein, cysteamin (2-aminoethanethiol), a redukovany

glutathion.

"Oxidaéni ¢inidlo" jak je zde pouzito, je definovéno jako
jakdkoliv slouédenina nebo material, ktery je schopen
odstranéni elektronu ze slouc¢eniny, kter4d ma byt oxidovana.
Prijatelna oxidac¢ni ¢&inidla zahrnuji, ale nejsou omezena na,
oxidovany glutathion, cystin, cystamin, oxidovany

dithiothreitol, oxidovany erythreitol a kyslik.

"Denaturaéni ¢inidlo" nebo "denaturant" jak je zde
pouzito, je definovano jako jakakoliv sloudenina nebo
materidl, ktery maZe zpisobovat reverzibilni nesloZeni
proteinu. Sila denaturaéniho &inidla nebo denaturantu bude
urcena vlastnostmi a koncentraci jednotlivého denaturaéniho
¢inidla nebo denaturantu. Prijatelnid denaturaéni ¢inidla
nebo denaturanty mohou byt chaotropy, detergenty, organicka
s vodou misitelna rozpoustadla, fosfolipidy nebo kombinace
dvou nebo vice takovych é&inidel. Prijatelné chaotropy
zahrnuji, ale nejsou tak omezeny, mocovinu, guanidin a
thiokyanat sodny. Vhodné detergenty mohou zahrnovat, ale
nejsou tak omezeny, silné detergenty jako je dodecylsulfat
sodny, nebo polyoxyethylenethery (napf. Tween nebo Triton
detergenty), mirné neiontové detergenty (napr. digitonin),
mirné kationtové detergenty jako je
N—[2,3—(dioleyoxy)—propy1]-N,N,N—trimethylamonium, mirné
iontové detergenty (napr. cholat sodny nebo deoxycholat



sodny) nebo zwitteriontové detergenty, zahrnujici, ale

takto neomezené, sulfobetainy (Zwittergent),
3-(3-cholamidopropyl)dimethylamonio-1-propan-sulfat (CHAPS)
a 3-(3-cholamidopropyl)dimethylamonio-2-hydroxy—-l-propan-
sulfonat (CHAPSO). Jako denaturanty mohou byt pouzita s
vodou misitelna organicka rozpoustédla jako je acetonitril,
nizsi alkanoly (zejména C2-Cs alkanoly jako je ethanol nebo
isopropano), niz$i alkandioly (zejména C2-Cs-alkandioly jako
je ethylenglykol). Fosfolipidy vhodné v predloZeném vynalezu
mohou byt prirozené se vyskytujici fosfolipidy jako je
fosfatidylethanolamin, fosfatidylcholin, fosfatidylserin a
fosfatidylinositol nebo syntetické fosfolipidové derivaty
nebo varianty jako je dihexanoylfosfatidylcholin nebo

diheptanoylfosfatidylcholin.

"ZnovusloZzeni" jak je zde pouZito popisuje jakykoliv
proces nebo zpusob, ktery je vyvinut pro transformaci
polypeptidu z jeho nespravné sloZeného nebo nesloZeného

stavu do jeho nativni, spravné sloZené konformace.

"Spoleé&né sloZeni" jak je zde pouZito, oznacduje urcité
procesy, reakce nebo zpisoby znovuslozeni, které vyuzivaji
alespon dvou polyeptida, které interaguji jeden s druhym a
vedou k transformaci nespravné sloZenych nebo neslozZenych

polypeptida na nativni, spravné sloZzené polypeptidy.
Popis vyhodnych provedeni
Predkladany vynalez spodivd v spole&ném skladani IGF-1 a

IGFBP-3, coZ vede k rychlému, vysoce u&innému znovusloZeni
dvou proteind, za zisku nativniho IGF-1 a IGFBP-3, a dale



obsahuje zjednodusené metody pro purifikaci nativniho IGF-1,
IGFBP-3 a IGF-1/IGFBP-3 komplexu. Vyndlez maZe byt proveden

nadsledujicim zpisobem:

a) IGF-1 a IGFBP-3 jsou kombinovany v moladrnim poméru 1:3
a? 3:1, potom jsou denaturovany a redukovany denaturaénimi a
redukénimi ¢inidly, nebo alternativné, IGF-1 a IGFBP-3 jsou
denaturovany a redukovany jednotlivé, potom kombinovany v
molarnim poméru 1:3 az 3:1 za tvorby IGF-1/IGFBP-3 komplexu;

b) potom je pridano oxidaéni €inidlo do smési
IGF-1/1GFBP-3 podle kroku (a);

c¢) popripadé, IGF-1/1IGFBP-3 komplex muZe byt purifikovan
z IGF-1/IGFBP-3 smési pro spoleéné skladani; a

d) popripadé, IGF-! a IGFBP-3 mohou byt jednotlivé

purifikovany z komplexu.

IGF-1 a IGFBP-3 pro spoleéné skladani podle predkladaného
vynadlezu mohou byt produkovadny v mnoha vysoce expresnich
systémech, za pouziti mnoha hostitelskych bunék, véetné, ale
nejenom, bakterii, kvasinek, hmyzich a savé&ich bunéénych
linii. Preferované jsou IGF-{ a IGFBP-3 produkovany
v bakterialnich hostitelskych bufikadch. Lépe jsou IGF-1
a IGFBP-3 produkovany v E. coli hostitelskych bunkAach,

véetné, ale nejenom, E. coli kmene W3110DE3.

Hostitelské bunky jsou transformovany expresnimi vektory
obsahujicimi DNA kodujici IGF-1 nebo IGFBP-3. Hostitelské

buriky mohou byt transformovidny mnoha technikami dobre v



oboru znamymi, jako je napriklad, ale bez omezeni, CaCl2 pro

bakterialni nebo kvasinkové hostitelské bunky, CaPOs pro
hmyzi nebo savéi hostitelské bunky, nebo elektroporace,
ktera muZze byt pouZita pro jakykoliv typ hostitelskych
bunék. Metody pro transformaci hostitelskych bunék mohou byt
nalezeny v Sambrook et al., (1989), Molecular Cloning:

A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor) a Ausubel (1987) Current Protocols in
Molecular Biology, (John Wiley and Sons, New York).

Expresni vektory obsahujici DNA kodujici IGF-1 nebo IGFBP-3
mohou byt konstruovany standartnimi metodami dobrfe v oboru
znamymi. DNA kodujici IGF-1 nebo IGFBP-3 maZe byt ziskana z
prirozenych zdroji, jako jsou genomové nebo cDNA knihovny, nebo
mGZe byt chemicky syntetizovana. Dale, varianty IGF-1 nebo
IGFBP-3 mohou byt produkovany raznymi metodami dobre v oboru
znamymi, véetné mistné rizené mutagenese. Metody pro produkci
variant mohou byt nalezeny v Sambrook et al., vy3e a Ausubel et

al., vyse.

Transformované mikrobialni hostitelské kmeny jsou
kultivovany v kapalném mediu obsahujicim asimilovatelné zdroje
uhliku, dusiku a anorganickych soli, za pouziti metod, které
jsou v oboru dobrfe znamé. Transformované hmyzi nebo savéi buiky
jsou kultivovany v kapalném mediu obsahujicim asimilovatelné
zdroje uhliku, dusiku a anorganickych soli, a volitelns,
obsahujici vitaminy, aminokyseliny, rastové faktory a
proteinové doplnky kultivace znamé v oboru. Kapalné medium pro
kultivaci hostitelskych bunék mize volitelné obsahovat
antibiotika nebo antimykotika pro zabranéni ruastu neZ4doucich

mikroorganismi a/nebo sloudeniny obsahujici, ale ne omezené na,



antibiotika pro selekci hostitelskych bunék obsahujicich

expresni vektor.

IGF-1 a IGFBP-3 mohou byt purifikovany z hostitelskych bunék
mnoha metodami v oboru znamymi. Normalné je IGF-1 nebo IGFBP-3
produkovany v bakteriadlnich hostitelskych buinkich slabé
rozpustny nebo nerozpuétny (ve formé inkluznich télisek). V
pripadé nerozpustného proteinu miZe byt protein odebréan z
lyzatu hostitelskych bunék centrifugaci. V pripadé slabé
rozpustného proteinu mohou byt prfidany slouéeniny zahrnujici,
ale ne omezené na, polyethylenimin (PEI) pro vyvolani
precipitace &asteéné rozpustného proteinu. Precipitovany

protein miZe byt potom bé&Znéd odebran centrifugaci.

Nerozpustny nebo precipitovany IGF-1 nebo IGFBP-3 mohou byt
potom solubilizovany kterymkoliv z mnoha &inidel v oboru
znamych. Preferované jsou IGF-! nebo IGFBP-3 solubilizovany

mocovinou nebo guanidinhydrochlorid.

Pokud jsou IGF-! nebo IGFBP-3 produkovany jako fuzni
proteiny, pak miZe byt fuzni sekvence volitelné odstranéna.
Odstranéni fdzni sekvence muZe byt provedeno enzymatickym nebo
chemickym 3tépenim, preferované enzymatickym stépenim.
Enzymatické odstranéni fuzni sekvence miZe byt provedeno za
pouziti metod v oboru dobrfe znadmych. Volba enzymu pro
odstranéni fuzni sekvence bude urdena identitou fuze a reakéni
podminky budou uréeny volbou enzymu, jak bude odbornikGm jasné.
Stépeny IGF-1 nebo IGFBP-3 muZe byt dale purifikovan ze 3tépené
fiuzni sekvence dobtfe znamymi metodami. Takové metody budou
uréeny identitou a charakterem fuzni sekvence jak je odborniktm

jasné. Metody pro purifikaci mohou zahrnovat, ale nejsou



omezeny na, vyluéovaci chromatografii podle velikosti,

hydrofobni interakéni chromatografii, iontovyménnou

chromatografii nebo dialyzu.

IGF-1 nebo IGFBP-3 je preferované dale purifikovan pro
odstranéni DNA z proteinového roztoku. DNA muZe byt odstranéna
jakoukoliv z mnoha metod v oboru znamych, jako je precipitace
nebo iontovd vyménna chromatografie, ale preferované je
odstranéna precipitaci s protaminsulfatem. IGF-1 nebo IGFBP-3
mohou byt separovany od precipitované DNA za pouZiti metod jako

je centrifugace nebo filtrace.

IGF-1 nebo IGFBP-3 pro spoleéné skladani podle predkladaného
vynalezu mohou byt pouzity pfimo po odstranéni DNA, nebo mohou
byt dale purifikovany é/nebo koncentrovany za pouziti metod v
oboru dobre znamych. Spoledéné skladani relativné necé¢isténého
(surového) IGF-1 a IGFBP-3 m& vyhodu zvyseného vynosu a
zjednodusené purifikace nativniho komplexu IGF-1/IGFBP-3.
Purifikace spoleéné sloZ?eného komplexu vyZaduje pouze jeden
purifikaéni protokol (oproti dvéma, pokud jsou dva polypeptidy
purifikovany samostatné pred spoleé¢nym skladadnim), a umoZnuje
purifikaénimu protokolu vyuzit vlastnosti nativniho komplexu
IGF-1/1IGFBP-3.

Pokud je to ZAadouci, mohou byt IGF-1 a IGFBP-3 dale
purifikovany. Purifikace IGF-1 a IGFBP-3 maZe byt provedena za
pouziti mnoha technik dobfe v oboru znamych, véetné hydrofobni
interakéni chromatografie, chromatografie s vyludovanim podle
velikosti, iontové vyménné chromatografie, kapalinové
chromatografie s reverzni fazi s vysokou rozlisovaci schopnosti,

afinitni chromatografie a podobné. Dalsii purifikace muZe také



obsahovat krok suseni nebo precipitace purifikovaného proteinu.

Pokud jsou IGF-1 nebo IGFBP-3 su3eny nebo precipitovany, pak
mohou byt proteiny kombinovany pred znovurozpudténim
v denaturantu, nebo mohou byt znovu rozpuitény jednotlivé

a kombinovany pro spoleé&né skladani.

Denaturace IGF-1 a IGFBP-3 muZe byt provedena za pouZiti
mnoha denaturaénich &inidel, jako je napriklad, ale nejenom,
mo&ovina nebo guanidin. Preferované je denaturantem mocovina.
Denaturace miZe byt provedena v procesu o jednom kroku, kde
jsou IGF-1 a IGFBP-3 denaturovany s roztokem denaturantu, ktery
je v koncentraci pouzité pro spoleéné skladani, nebo v procesu
o dvou krocich, ve kterém jsou IGF-1 a IGFBP-3 denaturovéany s
vysokou koncentraci denaturantu, po cemzZ nasleduje rfedéni, coz
vede ke vzniku roztoku obsahujiciho koncentraci denaturantu
pouZitelnou pro proces spoluskladani. V jednokrokovém procesu
denaturace je koncentrace denaturantu, kterym je mocdovina,
preferovand 1 aZ 2 molarni. Ve dvoukrokovém procesu denaturace
je koncentrace denaturantu, kterym je moéovina, preferované& 3§
a?z 7 molarni, kde tato koncentrace je preferované fedéna na asi

1 az 2 molarni pro proces spoluskladani.

Redukce IGF-1 a IGFBP-3 muZe byt provedena ve stejnou dobu
jako denaturace, nebo, volitelné, miZe byt provedena po
denaturaci. Redukce IGF-1 a IGFBP-3 muZe byt provedena za
pouziti mnoha ¢&inidel, jako je napriklad, ale nejenom,
dithiothreitol (DTT), 2-merkaptoethanol, cystein, cysteamin
(2-aminoethanethiol), nebo redukovany glutathion. Preferované
je redukénim agens DTT. Jak jiz bylo uvedeno pro denaturaci,
redukce IGF-1 a IGFBP-3 muZe proces o jednom nebo o dvou

krocich, kde jsou polypeptidy redukovany za pouZiti koncentrace



redukéniho agens pouZzitelné pro proces spoluskladani nebo ve

kterém jsou polypeptidy redukovany za pouziti vyssi koncentrace
redukéniho ¢&inidla, po &em nasleduje redéni na koncentrace
pouzitelné v procesu spoluskladani. Pokud je redukénim ¢inidlem
DTT, pak je vysoka koncentrace redukéniho ¢inidla preferované
okolo 30 az 50 milimolarni (mM) a koncentrace pouzitelna pro

spoluskladani je preferovanég okolo 5 aZ 1S mM.

Roztok denaturovaného a redukovaného IGF-1 a IGFBP-3 je
potom oxidovan pro vytvoreni disulfidovych vazeb. Prijatelna
oxida&ni ¢inidla zahrnuji, ale nejsou omezeny na, glutathion,

cystin a cystamin. Preferovanym oxidaénim &¢inidlem je cystamin.

Reakce spole&ného skladani muze pokraé¢ovat do nekonecéna.
Nicméné, vynalezci zjistili, Ze spoleéné skladani IGF-1 a
IGFBP-3 vyznamné zrychluje kinetiku spoleéného skladani. V
souladu s tim, reakce muZe probihat po vyznamné kratsi dobu,
asi okolo 1 az 2 hodin. Preferované probiha reakce spoleéného
skl4dani okolo 1 az 3 hodin.

Po dokonéeni reakce spoleéného skladani muze byt purifikovéan
nativni komplex IGF-1/IGFBP-3. Nativni komplex IGF-1/IGFBP-3
mtZze byt purifikovan za pouziti mnoha metod, jako je napriklad,
ale nejenom, vyludovani podle velikosti, iontovyménna
chromatografie a hydrofobni interakéni chromatografie.
Preferované je nativni komplex IGF-1/1GFBP-3 purifikovan za
pouziti kationtovyménné chromatografie za pouZiti
sulfopropyl-derivatizované kolonové chromatografické matrice
(napf. SP-Sephadex, Pharmacia, Uppsala, Svédsko). Popripadé,
nativni IGF-1 a IGFBP-3 mohou byt dale purifikovany z komplexu

za pouziti mnoha metod v oboru znamych. Preferované jsou IGF-1



a IGFBP-3 purifikovéany z komplexu disociaci komplexu,

preferované za acidickych podminek, po tem? nasleduje
chromatografie s vyludovanim podle velikosti. Purifikovany
komplex nebo IGF-1 nebo IGFBP-3 mohou byt vylougeny do ruznych
pufra a/nebo mohou byt koncentrovany kteroukoliv z mnoha metod

v oboru znamych.

Nasledujici priklady jsou minény jako ilustrace
predkladaného vynalezu. Pztiklady nejsou minény jako omezeni

prtedkladaného vynédlezu jakymkoliv zpusobem.

Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad | - Expresni vektory obsahujici IGF-1 a IGFBP-3
sekvence pro pouZiti v produkci IGF-1 a IGFBP-3.

Expresni konstrukty pouzité pro produkci IGF-1 a IGFBP-3
jsou stejné jako pJU1002 a pJU1003 (Squires et al., vyse, J.
Biol. Chem., 263: 16297 - 16302) kromé toho, Ze geny
insertované downstream od translaéniho spojovniku jsou
ubiquitin-IGF (pER10088) a IGFBP-3 (pDJ12833). Kromé toho,
pER10088 a pDJ12833 se 1i%i od pJUL003 v tom, Ze neobsahuji
syntetickou 16 bp adaptorovou sekvenci na 5' konci tet genu v
tomto plasmidu; ale obsahuji DNA inserce Vv jedine¢ném Pvull
misté v od pBR322 odvozené kostre: pER10088 obsahuje linker
5'...CCTCGAGG...3' v tomto umisténi; pDJ12833 obsahuje 385 bp
fragment nesouci par lokus pSC101 (Meacock and Cohen (1980),
Cell 20: 529 - 542).

pER10088 obsahuje otevieny cteci rame&ek (ORF) obsahuji (ve
sméru 5' ..3") ATG triplet (iniciace), 76 kodonu kvasinkového
ubiquitinu, 70 syntetickych kodonu zralého lidského inzulinu



podobného faktoru 1, a terminaé¢ni kodon.

pDJ 12833 obsahuje ORF obsahujici ATG triplet nasledovany 264
kodony zralého lidského IGFBP-3. Aminoterminalnich 95 kodonu je
syntetickych; zbytek byl odvozen od prirozené cDNA pro tento

gen.

V kazdém pripadé, ORF je umistén ve vztahu k translaénimu
spojovniku presné tak, jak popisuje Squires et al., (1988) pro

fibroblastovy rastovy faktor.
Priklad 2 - Rekombinantni produkce IGF-1

IGF-1 maZe byt produkovéan za pouziti konstrukta expresnich
vektoru jako jsou ty, které jsou popsény Vv ptikladu 1. Expresni
konstrukt pro produkci IGF-1 fuzniho proteinu (PER10088) byl
saveden do E. coli kmene W3110DE3 za pouZiti transfekce

chloridem vapenatym (Sambrook, vyse).

W3110DE3/PER10088 byly kultivovany ve 100 litrech kapalné
kultury pri 37 0C dokud kultura nedosahla optické hustoty
alespon 25 pfi 600 nm (ODeoo) . Exprese IGF-1 byla indukovana
pridanim isopropylthiogalaktosidu (IPTG) v koncentraci 0,4 mM.
Indukované bakterie byly dale kultivovany a potom shromédzdény
centrifugaci. Peletované bunky byly resuspendovany v pufru
octanu sodného (50 mM. pH S,5) s ethylendiamintetraacetatem
(EDTA) . Bakterie byly lyzovany za pouziti MicrofluidizeruR
(model M-210-EH, Microfluidics Corp.). ProtoZe ne vsechen IGF-1
fusni protein produkovany v téchto hostitelskych bunkach je
nerozpustny, byl pridan polyethyleneimin (PEI) v koncentraci
0,1% pro precipitaci solubilniho a gasteéné solubilniho IGF-1
fasniho proteinu.



Nerozpustny a precipitovany 16F-1 fuzni protein byl odebran

centrifugaci, potom promyt jedenkréat 2 M moéoviny, 50 mM
fosforedénanem sodnym, 2 mM DTT, pH 5.8 - 5,9 a zZnovu oddélen
centrifugaci. IGF-1 peleta byla potom solubilizovéana 6 M
modoviny, 20 oM Tris, 30 =M DTT, ! mM EDTA, pH 8,0. DNA byla
precipitovéana z roztoku pridanim protaminsulfétu v koneéné
koncentraci 0,14 9  Precipitovana DNA byla odstranéna
centrifugaci a supernatant obsahujici IGF-1 fazni protein byl
dale purifikovéan jontovyménnou chromatografii na

Q-Sepharose. IGF-1 fazni protein byl tréaven ubiquitin
hydrolasou (ktera byla ziskana z E. coli expresi pERIO11,
expresniho vektoru, kodujiciho kvasinkovou ubiquitin hydrolasu
(sekvence kodujici kvasinkovou ubiquitin hydrolasu je ukazana
na obrazku 8), po cem? nasledovala purifikace podle Liu et al.,
((1989), J. Biol. Chem., 264: 20331 - 20338) (PER1OL1 je
analogem pJU1002 kromé pritomnosti S'...CCTCGAGG...B'linkeru Y

Pvull misté), za zisku zralého IGF-1.

IGF-1 byl potom denaturovan a znovu slozen v 2M mocoviné,
10 milimolarnim DTT a 20% ethanolu za pritomnosti 10
milimolarniho cystaminu. IGF-1 byl daele purifikovan
kationtovou vyménnou chromatografii na SP-Sepharose a kapalinové

chromatografie s reverzni fazi s vysokou rozlisovaci schopnosti
(RP-HPCL) na Cis koloné (Vydac).

P#iklad 3 - Rekombinantni produkce IGFBP-3

IGFBP-3 miZe byt produkovan za pouziti konstrukta expresnich
vektora jako jsou ty, které jsou popsany Vv prikladu 1. Expresni
konstrukt pro produkci IGFBP-3 PDJ12833 byl
zaveden do E. coli kmene W3110DE3 a klony byly izolovany, za



pouziti metod Vv oboru dobfe znamych (jako jsou ty, které jsou

popsany Vv Sambrook, vyse, nebo Ausubel, vyse).

Klon W3110DE3/PER10088 byl kultivovan ve 100 litrech kapalné
kultury pri 37 0C dokud kultura nedosahla optické hustoty
alespon 25 pri 600 nm (ODsoo). Exprese IGFBP-3 byla indukovana
pridanim isopropylthidgalaktosidu (IPTG) v koncentraci 0,4 mM.
Indukované bakterie byly dale kultivovany a potom shromaZzdény
centrifugaci. Peletované bunky byly resuspendovany Vv pufru
octanu sodného (50 mM. pH 5,5) s ethylendiamintetraacetatem
(EDTA) . Bakterie byly lyzovany za pouziti MicrofluidizeruR
(model M-210-EH, Microfluidics Corp.).

Nerozpustny IGFBP-3. byl odebran centrifugaci, potom promyt
jedenkrat 2 M modoviny, 50 mM fosforeénanem sodnym, 2 mM DTT, pH
5,8 - 5,9 a znovu oddélen centrifugaci. IGFBP-3 peleta byla
potom solubilizovana 6 M guanidinum.HCI, 100 mM Tris, 25 mM
DTT, S mM EDTA, pH 8,0, a potom byl roztok obsahujici IGFBP-3
fedén 1 objemem 100 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8,0. DNA byla
precipitovana 2z roztoku pridanim protaminsulfétu v koneéné
koncentraci 0,14 %. Precipitovana DNA byla odstranéna
centrifugaci a supernatant obsahujici IGFBP-3 byl dale redén
s0 mM Tris, pH 10,6. IGFBP-3 byl znovu skladan pfes noc po

pridani cystaminu v koneéné koncentraci 6 mM.

Roztok IGFBP-3 byl koncentrovéan ultrafiltraci, potom bylo
rozpoustédlo oddéleno diafiltraci proti 2M mocoving, 20 mM
Tris, pH 7. IGFBP-3 byl purifikovéan iontovou vyménnou
chromatografii na Q-Sepharose nasledované SP-Sepharosou.
IGFBP-3 byl dale purifikovan RP-HPCL za pouziti Cis kolony
(Vydac).



4ani 1GE-1 a IGFBP=3

priklad 4 - Spoleéné skla

a 1GFBP-3 byly smiseny Vv

¢ 1GF-1 o
odukor®” filizaci. Smés susenych

Rekombinantné pT

ekvimolarnim poméru 2 po " redUkénim Cufru
inv tom rozpusten L
%g%teaé%r?ilap%o8 3. 1,5 M modovina, 1 mM EDTA, 10 mM DTTi )
m 9, 4 i) , . h Ori
k gnou koncentraci proteinu { mg/ml. Byl pridan hydroc ‘
Tt koncentraci 10 mM cystaminu. Kontrolamil

tom suseny lyo
a Vv denaturaénim/

cystaminu V koneéné ’ 5
byli IGF-1 skladany samostatné a 1GFBP-3 skladany samostatnev-
1a4dani a znovusklédani byly inkubovéany Ppri
3 a 4

Reakce spoleéného sk . X
5 0C. Vzorky byly odebirany ihned pred (0 hodin), 2 1, 2,
hodiny po pfidani cystaminu a byly analyzovany RP-HPLC. RP-HPLC
analyza v hodinu O ukézala, Ze oba IGF-1 a IGFBP-3 byly plné

redukovany. RP-HPLC byla provedena na Waters 626—-1 HPLC
ptistroji na Poros R2/H koloné& (prumér 4,6 mm, délka 100 mm) za
pouziti linedrniho gradientu acetonitrilu (s 0,1% kyselinou

trifluoroctovou) probihajicim od 13,5% do 54% acetonitrilu.

IGF-1 a IGFBP-3 skladaneé samostatné davaly chaby vynos
nativniho proteinu. IGF-1 skladany samostatné daval vynos pouze
13% a IGFBP-3 skladany samostatné daval vynos 45,1% nativniho
proteinu. Oproti tomu, pti spoleé&ném skladani, v podstaté
véechen (99,6%) IGF-1 a vét3ina IGFBP-3 (83%) byly radné
slozeny. Tyto vysledky ukazuji, 2e spoleéné skladani IGF-1 a

IGFBP-3 vede k synergnimu zvyseni vynosu nativnich IGF-1 a
IGFBP-3.

Dalgi analyzy reakci spoleéného skladani ukazaly, Ze krome
zvyseni vynosu nativnich proteint méni spolecné skladani také
kinetiku opétovného skladani. Obrazky 9 a 10 ukazuji casovy
prabsh znovuskladani IGF-1 a IGFBP-3 bud samostatné&, nebo v



poleéného skladani zvyduje

o skladani. Proces S ,
a maximalni stupen
14dani .

reakci spoleénéh ’
en znovusklédénl

poéateéni stup
stejné jako cel

ér S

r

1GFBP-3

7e 1GF-1, 1GFBP-3 a komplex

1 d ukazuje, .
Tento priklaa u bodle pfedkladaného vynalezu majl

IGF—I/IGFBP—3 snovu slozené
biologickou aktivitu.

MG63 bunky lidského osteosarkomu (5 x 103 bunék) jsou
umisteny do T-175 nadob a jsou kultivovany v bunééném
kultivaénim mediu (RPMI medium doplnéné 10% fetalnim hovézim

sérem, SO jednotek/mf penicilinu, S50 pg/ml streptomycinu,
neesencialni aminokyseliny a 2 mM L-glutaminu) . Nadoba je
inkubovana pri 37 0C ve zvlh¢&ované atmosfére S % C02/95 % vzduchu
po 2 az 3 dny. Pred tim, neZ se kultura bunék stane konfluentni,
jsou buniky oddéleny z nadob inkubaci bunék v roztoku
trypsin/EDTA. Bunééné kultivaéni medium (6 ml) je pridano pro
ukon&éeni trypsinu a bunky jsou transferovany do centrifugaéni
trubice. Bunky jsou centrifugovany pfi 800 x g po S - 10 minut

a jsou resuspendovany Vv 10 ml testovaciho media (RPMI medium
doplnéné S50 jednotkami/ml penicilinu, 50 pg/ml streptomycinu,
neesencialnimi aminokyselinami, 2 mM L-glutaminu, 2,5 pg/ml
hovéziho fibronektinu, 5 pg/ml lidského transferinu, 75 ug/ml

ovalbuminu a 3 pM dexamethasonu).

Vzorky IGF-1 referenéniho standardu a spoleé¢né skladanych
IGF-1 a IGFBP-3 jsou seriové redény v testovacim mediu v

96—jamkovych plotnach. Komplex 1GF-1/1GFBP-3, IGF-1 a IGFBP-3
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znovusloZené metodou spoleéného skladani jsou testovany kazdy.

Kazda jamka obsahuje 50 pl standardu nebo testovaného vzorku.

Rozsah koncentrace pro IGF-1 referencéni standard je 0,244 - 500

ng/ml.

MG63 buinky 1idského osteosarkomu, které byly pripraveny v
testovacim mediu, jsoﬁ umistény Vv podétu 5000 bunék/jamku, Vv
objemech 50 pl/jamku. Celkovy objem Vv kazdé jamce je 100 ul.
Plotny jsou potom inkubovany Vv humidifikované atmosfére
5 % C02/95 % vzduch po 4 dny pri 37 0C.

V konci inkubadni periody je bunéény rust testovan mérenim
aktivity kysele fosfatasy, kterad je umérna poctu
osteosarkomovych bungk. Plotny jsou vyndany z inkubatoru a
kultivaéni medium je aspirovano z jamek. Kazda jamka je
proplachnuta 200 pl fosfatem pufrovaného salinického roztoku.
Do kazdé jamky je pridano 100 wl 10 mM p—nitrofenyl fosfatu,
100 mM octanu sodného, 1 % Tritonu X-100, pH 5,5 a plotna je
inkubovana pfi 37 0C po 2 hodiny. Hydrolyza p-nitrofenyl
fosfatu kyselymi fosfatasami je ukoncena pridanim 10 wl 1,0N
hydroxidu sodného do kaZzdé jamky. Plotny jsou inkubovany pri
pokojoveé teploté po dobu minimalné 10 minut. Je mérena
absorbance pri 405 nm, zatimco referenéni absorbance je pri 490

nm.

Absorbance pozadi je odectena od absorbance kazdé jamky.
Pramérna absorbance je sakreslena jako funkce koncentrace
IGF-1. EDso, koncentrace IGF-1 pri které je hodnota absorbance
polovinou maximalni absorbance, je kalkulovana pro kazdy vzorek
a referenéni standart z grafu davka — odpoveéd. Aktivita kazdého

vzorku je vyjadrena jako pomér EDso IGF-1 referenéniho




standardu a vzorku.

Predkladany vynadlez byl upresnén jak prfimym popisem, tak
ptiklady. Ekvialenty a modifikace predkladdaného vynadlezu budou

odbornikam zrejmé, a spadaji do rozsahu predklddaného vynalezu.



P ATENTOVE N AROKY

{. Zpasob produkce komplexu nativniho IGF-1 a IGFBP-3

vyznaduyjici se tim, Z2e zahrnuje:

denaturaci smési IGF-1 a IGFBP-3;
redukci uvedené smési IGF-1 a IGFBP-3,
coZz vytvori roztok
redukovaného, denaturovaného IGF-1 a IGFBP-3;
pridani oxidaéniho &inidla do uvedené smési IGF-1 a
IGFBP-3; a
tvorbu komplexu nativniho IGF-1 a IGFBP-3.

2. Zpasob produkce komplexu nativniho IGF-1 a IGFBP-3

vyznadéujici se tim, 2e zahrnuje:

denaturaci IGF-1;

redukci uvedeného IGF-1, coZ vede k produkci
denaturovaného, redukovaného IGF-1;

denaturaci IGFBP-3;

redukci uvedeného IGFBP-3, coZ vede k produkci
denaturovaného, redukovaného IGFBP-3;

smiseni uvedeného denaturovaného, redukovaného IGF-1 a
uvedenym denaturovanym, redukovanym IGFBP-3, co? vede ke tvorbé
smési denaturovanych, redukovanych IGF-1 a IGFBP-3;

pridani oxidaé¢niho &inidla k uvedené smési
denaturovanych, redukovanych IGF-1 a IGFBP-3; a tvorbu komplexu
nativniho IGF-1 a IGFBP-3.



3. Zptusob produkce komplexu nativnich IGF-1 a IGFBP-3

vyznadugjici se tim, 2e zahrnuje:
denaturaci IGF-1 za vytvorfeni denaturovaného IGF-1;
denaturaci IGFBP-3 za vytvoreni denaturovaného IGFBP-3;
smiseni uvedenyho denaturovaného IGF-1 a uvedenym
denaturovanym IGFBP-3 za vytvofeni smési denaturovanych IGF-1 a
IGFBP-3;
redukci uvedené smési denaturovanych IGF-1 a IGFBP-3 za
vytvoreni denaturované, redukované smési IGF-1 a IGFBP-3;
pridani oxidaéniho ¢inidla k uvedené denaturované,
redukované smési IGF-1 a IGFBP-3; a
tvorbu komplexu nativniho IGF-1 a IGFBP-3.

4. Zpasob podle nadroku ! vy znaé&ujici se tim,
Zze dale zahrnuje izolaci uvedeného komplexu nativniho IGF-1 a
IGFBP-3 z uvedené smési IGF-1 a IGFBP-3.

S. Zpusob podle naroku 1 vy znaé&ujici se tim,
2e dadle zahrnuje izolaci nativniho IGF-1 2z uvedeného komplexu
nativniho IGF-1 a IGFBP-3.

6. Zpuasob podle ndroku !l vy znaeéugijici se t {im,
Ze dale zahrnuje izolaci nativniho IGFBP-3 z uvedeného komplexu
nativniho IGF-1 a IGFBP-3.

7. Zpusob podle naroku | vy znadc¢ugijici se t im,
Ze dale zahrnuje krok redéni uvedené smé&si denaturovanych,
redukovanych IGF-1 a IGFBP-3 pred pridanim uvedeného oxidaé&niho

¢inidla.

8. Zpusob podle nadroku | vy znaéduijici se tim,
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Ze uvedend smés IGF-1 a IGFBP-3 je v molarnim poméru asi 1:3
az 3:1.

9. Zpisob podle ndroku | vy znaé¢uijici se tinm,
Ze uvedend smés IGF-1 a IGFBP-3 je v molarnim poméru asi
1,5:1 az 1:1,5.

10. Zptasob podle nadroku | vy znaéduijici se tim,
Ze uveden4d smés IGF-1 a IGFBP-3 je denaturovana mo&ovinou nebo
guanidinem, uvedena smés IGF-1 a IGFBP-3 je redukovana
dithiothreitolem, 2-merkaptoethanolem, dithioerythritolem,
cysteinem, cysteaminem, nebo redukovanym glutathionem, a
uvedenym oxidac¢nim ¢inidlem je cystin, cysteamin, kyslik,
oxidovany dithiothreitol, oxidovany dithioerythritol nebo

oxidovany glutathion.

1l. Zpasob podle naroku | vy znacé¢uijici se tim,
Ze uvedend smés IGF-1 a IGFBP-3 je denaturovana mo&ovinou v
koncentraci asi 1 az 2 molarni, uvedena smés IGF-1 a IGFBP-3 je
redukovana dithiothreitolem v koncentraci asi 5 az 15
milimolarni a uvedené oxidaéni &inidlo je cystamin v

koncentraci asi S aZ 15 milimolarni.

12. Zpasob produkce komplexu nativnich IGF-1 a IGFBP-3

vyznacujici se tim, 2e obsahuje:

denaturaci IGF-1;

redukci uvedeného IGF-1;

pridani nativniho IGFBP-3 za vytvofeni roztoku IGFBP-3 a
redukovaného, denaturovaného IGF-1;

pridani oxidac¢niho ¢inidla do uvedené smési IGF-1 a




IGFBP-3; a
vytvoreni komplexu nativnich IGF-1 a IGFBP-3.

13.

vy z

Zpusob produkce komplexu nativnich IGF-1 a IGFBP-3

naduyjici se tim, 2e obsahuje:

denaturaci IGFBP-3;
redukci uvedeného IGFBP-3;

pridani nativniho IGF-1 za vytvoreni roztoku IGF-1 a

redukovaného, denaturovaného IGFBP-3;

pridani oxida¢niho &inidla do uvedené smési IGF-1 a

IGFBP-3; a

vytvoreni komplexu nativnich IGF-1 a IGFBP-3.
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GPETLCGAEL VDALQFVCGD RGFYFNKPTG YGSSSRRAPQ 40

TGIVDECCFR SCDLRRLEMY CAPLKPAKSA 70

Obrdzek 1




GASSAGLGPV
GCCLTCALSE
LDGRGLCVNA
SVESPSVSST
VDYESQSTDT
NVLSPRGVHI
YGQPLPGYTT

VRCEPCDARA
GOPCGIYTER
SAVSRLRAYL
HRVSDPKFHP
ONFSSESKRE
PNCDKKGFYK
KGKEDVHCYS
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LAQCAPPPAV
CGSGLRCQPS
LPAPPAPGNA
LHSKIIIIKK
TEYGPCRREM
KKQCRPSKGR
MQSK

Obrazek 2

CAELVREPGC
PDEARPLQAL
SESEEDRSAG
GHAKDSQRYK
EDTLNHLKFL
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GASSGGLGPV
GCCLTCALSE
LDGRGLCVNA
SVESPSVSST
VDYESQSTDT
NVLSPRGVHI
YGOPLPGYTT

VRCEPCDARA

GQPCGIYTER
SAVSRLRAYL
HRVSDPKFHP
QNFSSESKRE
PNCDKKGFYK
KGKEDVHCYS

LAQCAPPPAV
CGSGLRCQPS
LPAPPAPGNA
LHSKITIIIKK
TEYGPCRREM
KKQCRPSKGR
MQSK

Obrazek 3
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ATGCAGATTT

CATTGGAAGT
GTCGAAAATT
CAAAGATTGA
GAACGCTGTC
ACATCTTGTG
CTGTGCGGTG
GCGGTGACCG
CGGTTCCTCC
GACGAATGCT
AAATGTACTG
A

TCGTCAAGAC
TGAATCTTCC
CAAGACAAGG
TCTTTGCCGG
TGATTACAAC
CTAAGGCTCC
CTGAACTGGT
TGGTTTéTAC
TCCCGTCGTG
GCTTCCGGTC
CGCTCCGCTG

TTTGACCGGT
GATACCATCG
AAGGTATCCC
TAAGCAGCTA
ATTCAGAAGG
GCGGTGGTGG
TGACGCTCTG
TTCAACAAAC
CTCCGCAGAC
CTGCGACCTG
AAACCGGCTA

Obrazek 4

AAAACCATAA
ACAACGTTAA
TCCAGATCAA
GAAGACGGTA
AGTCCACCTT
TCCGGAAACC
CAGTTCGTTT
CGACCGGTTA
CGGTATCGTT
CGTCGTCTGG
AATCCGCTTA
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ATGGGTGCAT
GTGAACCATG
ACCACCAGCT
TGTGGTTGTT
CATGTGGTAT
TTGTCAACCA
CTGCTGGACG
TTTCCCGTCT
TCCAGGAAAT
GGCAGTGTGG
TGTCTGATCC
CATCATCAAG
AAAGTTGACT
TCTCCTCCGA
CCGTAGAGAA
CTCAATGTGC
GTGACAAGAA
TTCCAAAGGC
AAGTATGGGC
AGGAGGACGT

CTTCTGCAGG
TGATGCTCGT
GTTTGTGCTG
GTCTGACTTG
TTATACTGAA
TCTCCAGATG
GTCGTGGTCT
GCGCGCCTAC
GCTAGTGAGT
AGAGCCCGTC
CAAGTTCCAC
AAAGGGCATG
ACGAGTCTCA
GTCCAAGCGG
ATGGAAGACA
TGAGTCCCAG
GGGATTTTAT
AGGAAGGGGG
AGCCTCTCCC
GCACTGCTAC
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TTTAGGTCCA GTTGTTCNTT_

GCTCTTGCTC
AACTTGTTCG
TGCTCTTTCT
CGTTGTGGTT
AAGCTCGTCC
GTGCGTTAAC
CTGCTGCCAG
CGGAGGAAGA
CGTCTCCAGC
CCCCTCCATT
CTAAAGACAG
GAGCACAGAT
GAGACAGAAT
CACTGAATCA
GGGTGTACAC
AAGAAAAAGC
GCTTCTGCTG
AGGCTACACC
AGCATGCAGA

Obrazek §

AATGTGCTCC
TGAACCGGGT
GAAGGTCAAC
CTGGTCTGCG
TCTGCAGGCT
GCTTCCGCTG
CGCCGCCAGC
CCGCAGCGCC
ACGCACCGGG
CAAAGATAAT
CCAGCGCTAC
ACCCAGAACT
ATGGTCCCTG
CCTGAAGTTC
ATTCCCAACT
AGTGTCGCCC
GTGTGTGGAT
ACCAAGGGGA
GCAAGTAG
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GGTGCTTCTT
- AACCATGTGA
ACCAGCTGTT
GGTTGTTGTT
GTGGTATTTA
TCAACCAAGC
TTAGATGGTC
CTCGATTGCG
GGGTAACGCC
TCCGTTGAAT
GCGACCCGAA
TATTAAAAAG
GTGGATTATG
GTAGTGAAAG
ACGTGAGATG
AACGTTTTAT
ATAAAANAGG
TAAGGGTCGT
TACGGTCAAC
AAGATGTTCA
CTCGAGAATT

CTGCTGGTCT
TGCACGAGCT
TGTGCTGAAT
TAACTTGTGC
TACTGAACGT
CCAGATGAAG
GAGGTCTGTG
CGCTTATTTA
TCCGAAAGCG
CTCCAAGTGT
ATTTCATCCG
GGTCACGCAA
AAAGCCAATC
TAAACGTGAA
GAGGATACCT
CCCCGCGTGG
CTTCTACAARA
AAACGAGGTT
CGTTGCCGGGE
TTGTTATTCT
C
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TGGACCAGTT
TTAGCTCAAT
TAGTTCGAGA
TTTATCTGAA
TGCGGTAGTG
CTAGGCCTTT
TGTTAATGCG
TTACCTGCCC
AAGAGGATCG
GAGTTCTACC
TTGCACTCTA
AGGATTCTCA
TACCGACACT
ACCGAGTACG
TAAACCATTT
CGTTCATATC
AAGAAACAAT
TTTGTTGGTG
TTATACTACT
ATGCAATCTA

Obrazek 6

GTTCGTTGTG—
GTGCTCCACC
ACCAGGTTGT
GGTCAACCAT
GTTTGCGTTG
ACAAGCATTA
TCCGCTGTTT
CACCGGCACC
TTCTGCGGGT
CATCGAGTTA
AAATCATTAT
ACGTTATAAG
CAAAATTTTA
GCCCGTGTCG
AAAATTTTTG
CCGAATTGCG
GCCGTCCGAG
CGTTGACAAA
AAAGGCAAAG
AATAATGCAT
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ATGCAGCGGG
CTCTGCTGGT
TGGCGCGAGC
GAGCCGTGCG
CGCCCGCCET
CGGCTGCTGC
TGCGGCATCT
GCCAGCCGTC
GCTGGACGGC
AGCCGCCTGC
CAGGAAATGC
CAGTGTGGAG
TCTGATCCCA
TCATCAAGAA
AGTTGACTAC
TCCTCCGAGT
GTAGAGAAAT
CAATGTGCTG
GACAAGAAGG
CCAAAGGCAG
GTATGGGCAG
GAGGACGTGC

CGCGACCCAC
GCTGCTCCGC
TCGGCGGGCT
ACGCGCGTGC
GTGCGCGGAG
CTGACGTGCG
ACACCGAGCG
GCCCGACGAG
CGCGGGCTCT
GCGCCTACCT
TAGTGAGTCG
AGCCCGTCCG
AGTTCCACCC
AGGGCATGCT
GAGTCTCAGA
CCAAGCGGGA
GGAAGACACA
AGTCCCAGGG
GATTTTATAA
GAAGCGGGGC
CCTCTCCCAG
ACTGCTACAG

GCTCTGGGCC
GGGCCGCCGG
TGGGTCCCGT
ACTGGCCCAG
CTGGTGCGCG
CACTGAGCGA
CTGTGGCTCC
GCGCGACCGC
GCGTCAACGC
GCTGCCAGCG
GAGGAAGACC
TCTCCAGCAC
CCTCCATTCA
AAAGACAGCC
GCACAGATAC
GACAGAATAT
CTGAATCACC
GTGTACACAT
GAAAAAGCAG
TTCTGCTGGT
GCTACACCAC
CATGCAGAGC

Obrizek 7

GCTGCGCTGA

TGGCGCGGGC
GGTGCGCTGC
TGCGCGCCTC
AGCCGGGCTG
GGGCCAGCCG
GGCCTTCGCT
TGCAGGCGCT
TAGTGCCGTC
CCGCCAGCTC
GCAGCGCCGG
GCACCGGGTG
AAGATAATCA
AGCGCTACAA
CCAGAACTTC
GGTCCCTGCC
TGAAGTTCCT
TCCCAACTGT
TGTCGCCCTT
GTGTGGATAA
CAAGGGGAAG
AAGTAG
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ATGAGCGGAG
ACCCTGAAGT
AAAAAATGAA
GAGCCAGAGT
CCATTGTGCT
GAGTACCAGT
TGGTTTAAGC
CAATTCTTCA
GCCCGGCTCC
GATACTTCAA
CCGACCAATT
AACATTTTCT
GCAGATACTA
ACGGAGGGAT
ACCCCTCTAT
TTGATTGAAC
ATATGGAAAA
TATGCTAGGA

AAAATCGTGC
TTTTACAAAT
TGGGCGTATT
TACTAGCATT
GCTATTTCCG
CAACAAATTA
AATCAGTCAA
TTCTTTGAGC
GACTTGGACA
GCTCGAAGAA
CGTCTTGAAT
ACTGGCCAGT
ATCTACACTA
ATTTGAACTG
TTGGGAAAGA
AGGAATTAGT
TGCAAATGAA
TTGGGCCCTA
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TGTGGTGCCG
TTTGCACATA
TCGATATCTA
CTTACCAAGG
ATAAACGAGG
CAAGTTCTTA
AAATGCGTGC
AATAACCAGT
ATTTTTTAARA
TAGGTTTGAT
GTAATAAAAG
CAGAAGCACC
TATCACATAT
GATGGAAGGA
GTGACCCAAC
TAGAGTGAGA
GAAGATGTAT
ATTGGGAATA

Obrazek 8

ATTGAATCAA
AATTAGGTTT
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ATCTCARAAGT
GATGTTACTA
AGAATGTACA
AGAAGCAACT
GTGGAAGAGA
ATTTGAGCGG
TGCCACCGAT
GTCGCCTCAT
TAAACTTTGC
A
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