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Rekombinantni protein majici enzymatickou
aktivitu bakteriofagové endosialidazy, ziska-
telny expresi z rekombinantniho vektoru za-
hrnujiciho sekvenci DNA, kodujici bakteriofa-
govou endosialiddzu, vazanou na sekvenci
DNA expresniho vektoru, ktery exprimuje po-
lypeptid, ktery se aduje na N-termindlni
konec endosialidazy, nebo analog tohoto pro-
teinu, jimZ je mutanta, funk&ni fragment nebo
derivat tohoto proteinu majici endosialidazo-
vou enzymatickou aktivitu.




Rekombinantni protein majici enzymatickou aktivitu bakteriofagové endosialidazy

Oblast techniky

Vynélez se tykd rekombinantniho proteinu majictho enzymatickou aktivitu
bakteriofagove endosialidazy, zplsobu jeho vyroby a rekombinantnich expresnich

systému pro pouZiti pfi jeho vyrobé.

Dosavadni stav t ik

Bakteriofag E je ¢lenem fagové skupiny PK1A-PK1E; tyto fagy byly ptvodné
izolovany z odpadu v Evropé na podporu klinické identifikace infekci Escherichia coli
K1, které mohou zplsobovat vysokou Umrtnost v pfipadech novorozenecké
meningitidy. Ma se za to, Ze endosialidaza bakteriofaga E (endosialidaza K1 E) je
enzymem odpovédnym za po&atecni vazbu na hostitelskou bakterii tak, Ze specificky

rozpoznava a hydrolyzuje v glykocalyxu K1 uhlohydratové polymery a-2,8-vazané

poly-N-acetylneuraminové kyseliny (kyseliny polysialové, PSA). a-2,8-vazana PSA je

exprimovana také na bun&&ném povrchu nékolika dalSich patogennich bakterii a
raznych nédorovych bun&k a bunéénych linii. V patentu US ¢&. 4,695.541 se
navrhuje, Z2e diky vysoké specificité endosialidazy K1E pro hydrolyzu o-2,8-
sialosylovych vazeb je moZno tento enzym pouzivat pfi diagnéze a terapii
meningitidy K1, septicemie nebo bakteremie. Bylo uvadéno, Ze PSA mize pusobit
jako marker onkologického vyvoje v lidskych nadorech ledviny a neuroendokrinnich
tkani a mdze rovnéz pfispivat k invasivhimu a metastatickému potencialu nékterych
nadorq.

V J. Bacteriol. 1993, 175, 4354-4363, jsou popsany pokusy ziskat
enzymaticky ucinny protein expresi z konstruktu DNA, odvozeného od pfibuzného

faga K1F; tyto pokusy byly netispésne.
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Nyni bylo zjidténo, Ze protein majici enzymatickou aktivitu bakteriofagové
endosialidazy, tj. protein, ktery se specificky vaZze na «-2,8-polysialovou kyselinu
nebo ji 8tépi, je mozno ziskat expresi z konstruktu DNA, kte}y je odvoditelny z genu
endosialidazy K1E a je klonovan do expresniho vektoru, ktery exprimuje polypeptid,

ktery se aduje na N-terminalni konec endosialiddzové sekvence.
Podstata v

Pfedmétem vynalezu je tedy jednak rekombinantnf protein, majici
enzymatickou  aktivitu  bakteriofagové endosialidazy, ziskatelny expresi
z rekombinantniho vektoru zahrnujiciho sekvenci DNA, kdédujici bakteriofagovou
endosialidazu, vazanou na sekvenci DNA expresniho vektoru, ktery exprimuje
polypeptid, ktery se aduje na N-terminalni konec endosialidazy, nebo analog tohoto
proteinu, jimz je mutanta, funk&ni fragment nebo derivat tohoto proteinu majici

endosialidazovou enzymatickou aktivitu.

Uvedenou mutantou muazZe byt napfiklad protein s nahrazenou nebo
vypusténou aminokyselinou v jedné nebo nékolika polohach. Funkénim fragmentem
muze byt fragment zkraceny na C- nebo N-terminalnim konci nebo fragment z vnitiku
polypeptidického fetézce, ktery ma endosialiddzovou enzymatickou aktivitu.
Derivatem muZe byt napfiklad farmaceuticky pfijatelna sl s kyselinou, jako je
kyselina chlorovodikova, kyselina sirova, kyselina fosforetna, kyselina
pyrofosforeénd, kyselina benzensulfonova, kyselina p-toluensulfonova, kyselina
methansulfonova, kyselina mlééna, kyselina palmova, kyselina vinna, kyselina
askorbova nebo kyselina citronova; s bazi, obvykle dusikatou bazi, jako je baze

obsahujici sodik, draslik, hoi¢ik nebo amonny dusik; nebo vnitni stl.

Déle je pfedmétem vynalezu rekombinantni vektor zahrnujici sekvenci DNA,
kodujici bakteriofagovou endosialidazu, vazanou na sekvenci DNA expresniho
vektoru, ktery exprimuje polypeptid, ktery se aduje na N-terminalni konec
endosialiddzy, pfiemz tento rekombinantni vektor je schopen fidit expresi

uvedeného proteinu v kompatibilni hostitelské burice.




Déle je pfedmétem vynalezu zplsob vyroby proteinu, majiciho enzymatickou
aktivitu endosialidazy bakteriofaga E, zahrnujici kultivaci hostitelské buriky
transformované vySe definovanym rekombinantnim vektorem za podminek
umozZiujicich expresi uvedeného proteinu a izolaci takto ziskaného proteinu. Dale je
pfedmétem vynalezu hostitelsk& buiika, transformovana vySe definovanym

rekombinantnim vektorem.

Pfednostnim proteinem podle vynélezu je protein ziskatelny expresi z vySe
definovaného rekombinantniho vektoru, kde sekvence DNA, kodujici endosialidazu,
je odvozena od konstruktu DNA kddujiciho zbytky aminokyselin, kédované
nukleotidy 172 az 1744 genu endosialidazy bakteriofaga E, tj. nukleotidy 172 az
1744 dale definované sekvence SEQ [ID No. 1, nebo mutanta, funkéni fragment
nebo derivat tohoto proteinu, majici endosialidazovou enzymatickou aktivitu. Zvlasté
vyhodnym proteinem podle vynalezu je protein ziskatelny expresi zvySe
definovaného rekombinantniho vektoru, kde sekvence DNA, kédujici endosialidazu,
 je odvozena od konstruktu DNA kodujiciho zbytky aminokyselin, kédované
nukleotidy 1 az 2436 genu endosialidazy bakteriofaga E, tj. nukleotidy 1 az 2436
dale definované sekvence SEQ ID NO. 1, nebo mutanta, funkéni fragment nebo

derivét tohoto proteinu majici endosialidazovou enzymatickou aktivitu.

Protein podle vynalezu je obvykle exprimovan ve formé fazniho proteinu
zahrnujiciho endosialiddzu, vazanou pfimo nebo pfes raménko na polypeptid
odvozeny z expresnfho vektoru, tj. vektoru pouZitého pro expresi proteinu ve vhodné
hostitelské buiice, pfiCemz vyhodnym takovym polypeptidem je glutathion S-
transferaza. Je-li zadouci, aby byly polypeptidické komponenty flzniho proteinu
oddélitelné, jestlize fazni protein pfirozen& neobsahuje oblast, kterd mize byt
specificky chemicky nebo enzymaticky $tépena, je mozno takovou oblast b&znymi
postupy zabudovat. Priklady selektivnich §tép§cich ¢inidel nebo Stépicich enzymi
pro fazni proteiny jsou proteaza V8, trypsin, thrombin, faktor X, CNBr, peptidaza

ysco a yscF.

Ve zvlast vyhodném provedeni vynalezu je protein podle vynalezu ve formé

fazniho proteinu zahrnujiciho endosialidazu bakteriofaga E, vazanou na glutathion




S-transferazu, pfi¢emz tento fuzni protein ma prednostné molekulovou hmotnost asi
100 kDa.

Konstrukt DNA, tj. rekombinantni molekula DNA, vhodna pro expresi proteinu
podle vynalezu, mlZe byt tvofena izolovanym fragmentem DNA kédujicim
bakteriofagovou endosialiddzu, napfiklad tvofenym pouze kddujici oblasti nebo
prodlouzenym o homologni nebo heterologni sekvence DNA. Konstrukt muze tvorit
fragment DNA kédujici endosialidazu, klonovany do vhodného klonovaciho vektoru,
prednostné bakteridlniho vektoru, jako je pBR317, pBR322, pUC18, pSF2124 nebo
zejména Bluescript SK*. Pokud v takovém klonu chybéji konvenéni restrik&ni mista
pro izolaci pouze otevieného &teciho ramce endosialidazy, je mozZno je amplifikovat
pomoci polymerazové reakce (PCR) s pouzitim primert zahrnujicich pozadovana

restrikéni mista.

Fragment DNA, k&dujici bakteriofagovou endosialidazu, mize byt ziskan
z genomové DNA bakteriofaga E nebo syntetické DNA, ktera je s ni v podstaté
homologni, tj. homologni z 80 aZ 100 %. Cisténi bakteriofaga E a extrakci celkové
genomové DNA je mozno provadét b&znymi postupy. Extrakt DNA je pak mozno
§tépit prisluSnym restrikénim enzymem, jako je Bgl ll, Eco RI, Hinc II, Hind Ill, Bam
HI nebo Pst I. Produkt Stépeni miZe byt podroben preparativni elektroforéze
s nizkotajicim agarézovym gelem pro obohaceni frakci DNA o uréité délce za
G¢elem obohaceni fragmentt DNA kédujicich protein podle vynélezu.

Je-li znama nukleotidova sekvence kédujici bakteriofagovou endosialidazu
nebo jeji aminokyselinova sekvence, je mozno DNA kédujici endosialidazu pfipravit
také metodami vedoucimi pfimo k poZzadované DNA, jako jsou konvenéni postupy
PCR nebo chemicka syntéza in vitro.

Pro expresi proteinu podle vynalezu je konstrukt DNA kilonovan do expresniho
vektoru, ktery exprimuje polypeptid, ktery se aduje na N-terminalni konec
endosialidazy a poskytuje tak rekombinantni vektor podle vynalezu. Expresni vektor
se samoziejmé voli podle charakteru hostitelské buriky, vybrané pro expresi
proteinu. Vhodné takové expresni vektory jsou komeréné dostupné. Exprese se
pfednostné provadi v prokaryotickém hostiteli, zejména v mikrobialnim hostiteli,

zvlasté v E. coli, je-li vhodnym expresnim vektorem prokaryoticky expresni vektor,




jako je f&g A nebo bakteridini plasmid. Pfiklady konkrétnich prokaryotickych
expresnich vektorli jsou vektory pGEX, napfiklad PGEX-2T (Pharmacia Biotech),
které vyvolavaji expresi fuzniho proteinu endosialidaza - glutathion S-transferaza
(GST), pMAL (New England Biolabs), ktery vyvolava expresi flzniho proteinu
endosialidaza - maltézovy vazebny protein, systém ,pinpoint® fy Promega, ktery
biotinyluje exprimovany protein, systém ,strep-tag® fy Biometra, ktery na

exprimovany protein umistuje streptavidinovy vazebny peptid, systém Ni-NTA fy

Qiagen, ktery k exprimovanému proteinu pfidava 6 histidinG pro vazbu niklu, a

systém Xpress fy Invitrogen, pracujici na podobném principu jako systém Ni-NTA.

Vyhodnymi expresnimi vektory jsou vektory pGEX, které maji promotor tac,
vnitini gen lac 19 a rozpoznavaci misto prote4zy thrombinu nebo faktoru Xa, zejména
pGEX-2T, ktery ma sekvenci

Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly lle His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GAC TGA CTG ACG

Klonovani konstruktu DNA do expresniho vektoru pro ziskani
rekombinantniho vektoru podle vynalezu mulze byt provadéno s pouzitim
konvencnich metod restrikce a ligace. Jestlize tedy konstrukt DNA obsahuje
restrikéni mista Bam HI a Eco RI, ktera mohla byt viozena amplifikaci pomoci PCR,
je mozno tento konstrukt DNA a expresni vektor $tépit souSasné pomoci Bam Hl a

EcoRl a ligaci pomoci DNA ligazy provadét podle pokyn( vyrobce.

Jak vy3e uvedeno, jsou hostitelské buriky, pouZivané pro expresi proteinu
podle vynalezu, pfednostné prokaryotické, zejména mikrobialni bufiky, v&etné bunék

bakterii, jako je Bacillus subtilis, Pseudomonas, Streptococcus nebo zvlasté E. coli.

Transformace hostitelskych bunék muze byt provadéna béznymi metodami,
pro tyto bufiky vhodnymi. Pfi transformaci bunék se tak napfiklad buriky podrobi
prfedem plisobeni Ca?" pro umozné&ni pfijmu DNA a pak inkubaci s rekombinantnim
vektorem. Néslednou selekci transformovanych bunék je mozno napfiiklad provadét

prenesenim bunék do selektivniho Zivného média, které umozZiiuje separaci
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transformovanych bunék od bunék rodi¢ovskych, nebo restrikéni analyzou vzorku
DNA miniprep ziskaného z inkubovanych bunék.

Transformované hostitelské buiiky mohou byt kultivovany znamymi metodami
v kapalném médiu s obsahem asimilovatelného zdroje uhliku, napfiklad uhlohydratu,
jako je glukéza nebo laktdza, dusiku, jako je aminokyselina, peptid, protein nebo
jejich degradaéni produkt, jako je pepton, amonna sl apod., a anorganické soli,
napfiklad siranu, fosfore€nanu a/nebo uhli¢itanu sodného, draselného, hofe¢natého
nebo vapenatého. Médium muzZe déle napfiklad obsahovat latku pro podporu ristu,

jako je stopovy prvek, napfiklad Zelezo, zinek, mangan apod.

Kultivace mize byt provadéna postupy, které jsou v oboru znamé. Podminky
kultivace, jako je teplota, hodnota pH média a doba fermentace, se voli tak, aby se
dosahlo maximalni arovné& exprese proteinu podle vynalezu. Kmen E. coli se tak
pfednostn& kultivuje za aerobnich podminek v submersni kultufe za tfepani nebo
michani pfi teploté asi 20 aZz 40 °C, pfednostné pfi asi 37 °C, a hodnot& pH 4 az 8,
prednostné asi 7, po dobu asi 4 az 30 h, pfednostné do dosaZeni maximalniho

vytéZku proteinu podle vynalezu.

Exprimovany protein miZe byt extrahovan z mikrobialnich bunék, jako jsou
buriky E. coli, nebo ze supernatantu buné&&né kultury béznymi metodami, které
zahrnuji napfiklad rozklad bunék, chromatografii, napfiklad chromatografii
s vyménou iontl, hydrofobni nebo rozdélovaci chromatografii, sraZeni, napfiklad
siranem amonnym nebo kyselinou, preparativni elektroforézu, jako je elektroforéza
na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-PAGE), nebo
isoelektrickou fokusaci apod. Je-li, jako ve zviast vyhodnych provedenich vynalezu,
exprimovanym proteinem fuznf protein endosialidaza - glutathion S-transferaza,
miZe byt &istén navazanim na glutathionové kulitky, jak je popsano v Smith a
Johnson (1988) Gene 67, 31-40. Stépeni ¢isté&ného fuzniho proteinu je pak mozno
provadét thrombinem, napfiklad podle pokyni Pharmacia Biotech, vyrobce

expresniho vektoru pGEX-2T.

Pfedmétem vynalezu je rovndz farmaceuticky pfipravek, obsahujici jako
u€innou slozku protein podle vynalezu nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou s,
popfipadé spolu s fyziologicky pfijatelnym nosi¢em, kterym mlzZe byt napfiklad




vehikulum, fedidlo nebo jiny b&zny pomocny prostfedek do farmaceutickych
pFipravka. v

Proteiny podle vynalezu mohou byt pouZivany pii diagn6ze nebo oSetfovani
medicinskych stavl, zejména lidského organismu, véetn& rliznych onemocnéni,
zejména meningitidy a typG rakoviny, charakterizovanych expresi polysialové
kyseliny na povrchu nadorové buiiky, jako je Wilmiv ledvinovy nador, malobuné&gny
plicni karcinom, neuroblastom, medularni karcinom §titné Zlazy, nador mocgového
traktu, neuroektodermalni n&dor, teratom, rhabdomyosarkom, feochromocytom,
Ewingliv sarkom, insulinom, rakovina prsu a nador hypofyzy. Tyto proteiny mohou
byt pouZivany kinhibici metastdzy nadorti, napfiklad postchirurgické metastazy.
Mohou byt pouZzivany rovnéz pfi diagnéze nebo o3etfovani dalSich stavd,
vyvolavanych E. coli K1, jako je sepse a infekce mocového ustroji, nebo jinymi

bakteriemi exprimujicimi na povrchu svych bunék polysialovou kyselinu.

Vynalez dale umoZiiuje zplsob légeni stavu vyvolaného bakterii, exprimujici
na svém bun&ném povrchu polysialovou kyselinu, rakoviny charakterizované
expresi polysialové kyseliny na povrchu nadorovych bunék nebo metastaz né'dorﬂ,
pfi némzZ se protein nebo jeho vySe definovany analog podle vynalezu podava

teplokrevnému savci, vyZadujicimu takovou Ié€bu.

Farmaceuticky pfipravek podle vynalezu, zejména pro vySe uvedené indikace,
mulze byt podavan parenteralng, napfiklad intravendzné, intrakutannég, subkutanné
nebo transkutanné. Davkovani zavisi v zdsadé na zplsobu podavani a na udelu
oSetfeni. Jednotlivé davky a reZim podavani je mozno urcit nejlépe jednotlivym
posouzenim konkrétniho pfipadu onemocnéni. Terapeuticky G¢inné mnoZstvi
proteinu podle vynalezu, podava-li se injekéné, €ini obvykle od asi 0,005 do asi 0,1
mg/kg télesné hmotnosti.

Kromé uginné sloZzky miZze injekéni farmaceuticky pripravek podle vynalezu
obsahovat pufr, napfiklad fosfatovy pufr, chlorid sodny, mannitol nebo sorbitol pro
Gpravu isotonicity a antibakterialné udinny konzervaéni prostiedek, jako je methyl-

nebo ethylester p-hydroxybenzoové kyseliny.

Proteiny podle vynalezu mohou byt vzhledem ke své enzymatické aktivité

pouZivany také pfi analyze glykoproteint, napfiklad pro detekci a sekvenovani




oligosacharidovych skupin zdobicich glykoproteiny, protoZze mohou z glykoproteint

selektivné odstrarfiovat konkrétni cukerné zbytky.

rikl rov:

Pro osvétleni vynalezu jsou uvedeny priklady provedeni, které se vztahuji ke

zvlast vyhodnym provedenim.

Priklad 1

Pfiprava konstruktu DNA obsahujiciho otevieny &teci ramec endosialidazy

bakteriofaga E

Neni-li uvedeno jinak, provadéji se v8echny postupy zplisobem popsanym
v Sambrook a spol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York (1989).

Degenerované oligonukleotidové sondy se navrhuji s odkazem na tabulky
pouzivani kodonu E. coli (Holm (1986), Nuc. Acids Res. 14, 3075-3087), pfipravuji
s pouzitim automatického syntetizatoru DNA Applied Biosystems PCR-MATE model
391 a zna&l na 5-konci pomoci [I-PJATP (Amersham International Plc.,
Amersham, Bucks, U.K.) s pouZitim T4 polynukleotid kinazy. Radioaktivhé znadené
oligonukleotidové sondy se hybridizuji s produkty Stépeni DNA bakteriofaga E
restrik&nimi enzymy, podrobi elektroforéze na agarézovych gelech a pfenesou na
nylonovou membranu Hybond-N (Amersham International Plc.) Fragmenty DNA
bakteriofaga E, reagujici se sondami, se identifikuji autoradiografii, Cdisti
z agar6zovych gelu stupné &istoty NA (Pharmacia Biosystems Ltd., Milton Keynes,
Bucks, U.K.) a liguji pomoci T4 DNA ligazy (NEB Inc.) do Bluescript SK+ (Stratagene
Inc., La Jolla, CA, USA). Transformace bunék E. coli Epicurian SURE (Stratagene
Inc.) pomoci Bluescript SK+ se provadéji metodou elektroporace (Dower a spol.

(1988), Nucleic Acids Res. 16, 6127-6145) s pouzitim zafizeni pro generovani a
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fizeni pulst Bio-Rad nebo se alternativné vysoce ucinné kompetentni buriky E. coli
JM109 (Promega Inc. Madison, WI, USA) transformuji teplotnim $okem po dobu 60 s
pfi 42 °C. Klony transformované rekombinantnim plasmidem se identifikuji kultivaci
na agarovych destickach 2TY/ampicilin a pomoci smési 50 mg/ml 5-brom-4-chlor-3-
indolyl-B-D-galaktopyranosidu (X-Gal) a 0,1 M isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu
(IPTG) pro rozdéleni kolonii podle modré a bilé barvy. Provadi se sekvenovani
dvouviaknové DNA pomoci soupravy Sequenase verze 2.0 od United States
Biochemical Corporation, Cleveland, OH, USA, a sekvenovaciho zafizeni model SA
od BRL Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, USA. Sekvenovani je usnadnéno
metodou hromadénych deleci nebo pouZitim syntetickych oligonukleotidovych
primert, pfipravenych vBritish Biotechnology Products Ltd, Abingdon, Oxon, UK,
nebo vy3e uvedenym zpusobem.

Degenerovana oligonukleotidovéa sonda - sonda 1 [5-TAC(T)CAC(T)CAGGGT
(G)GAC(T)GTG(T)GCG(C)CC-31 - je odvozena od bromkyanového (CNBr)
fragmentu endosialidazy K1E s nejdel$i jednoznaénou aminokyselinovou sekvenci a
jednd se o nejméné degenerovanou zpéti sond konstruovanych s pouzitim
¢asteCnych aminokyselinovych sekvenci, ziskanych z bromkyanovych fragment.
Jako fragment genomové DNA Dbakteriofaga E, potenciadlné kodujici
endosialidazovou sekvenci, je Southernovym pfenosem pomoci *P-znaené sondy
1 identifikovan 1,9 kb produkt restrikéniho $tépeni Bglll. Restrikéni endonukleazy
Bglll a BamHI vytvafeji u stejné sekvence kohezivni vyénivajici konce, coz umoziiuje

ligaci 1,9 kb fragmentu Bglll do mista BamHI klonovaciho vektoru Bluescript SK+

(Promega Inc.). Plasmid miniprep DNA zklonu transformovaného vzniklym

rekombinantnim vektorem (klon 1) poskytuje sekvenci DNA, ktera kdduje odvozenou
proteinovou sekvenci obsahujici identicky Gsek sekvence jako fragment CNBr

pouzity ke konstrukci sondy 1.

Sonda 2 [6-GATCTTGGTCTAATCCCT-3], nedegenerovany 18-merovy
oligonukleotid, se syntetizuje s pouzitim sekvence na 5'-konci klonu 1. Tato sonda
identifikuje jeden ze dvou produkti $t€peni genomové DNA bakteriofaga E pomoci
Sinl, ktery se i,projevuje jako singletovy ekvivalent k asi 3,3 kb. St&penim insertu DNA
klonu | pomoci Sinl se ovéri, ze tento fragment kéduje sekvenci DNA pied 5'-koncem

klonu I. Vysledek tohoto $tépeni ukazuje, Ze v insertu DNA klonu | jsou alespoii 3
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mista Sinl a nejvétsi fragment ma 1,1 kb. ProtoZe restrikéni analyza DNA
bakteriofaga E ukazuje, Ze v celém genomu jsou pouze d\(é mista Bglll, $tépi se
gelové (&iSténé fragmenty Sinl pomoci Bgill a fragment obsahujici sekvenci
rozpoznavajici sondu 2 a misto Bglll poskytuje dva fragmenty 2,1 kb a 1,1 kb. 2,1 kb
fragment Stépeni Sinl x Bglll je klonovan do Bluescript SK+ ligaci konce Bglll ke
konci BamHI s naslednym vyplnénim konct pomoci Klenowova fragmentu T4 DNA
polymerazy a ligaci vzniklych tupych konclh pro vytvofeni kruhového plasmidu.
Porovnanim s N-terminalni sekvenci aminokyselin ~ 76 kDa enzymové podjednotky
se zjiStuje, ze vznikly klon (klon 2) obsahuje otevieny &teci ramec kddujici N-
terminéini konec endosialidazy K1E. Pro klony 1 a 2 se ziskaji ve sméru 5’ i 3’
. prekryvajici se sekvence a polohy otevienych &tecich ramcl se zjisti analyzou
kodonové preference a polohové preference bazi (Staden a spol. (1982) Nuc. Acids
Res. 10, 141-156, a Staden (1990) Meth. Enzymol. 183, 163-180).

Zklonu 2 se disti rekombinantni plasmidovd DNA, linearizuje $té&penim
v jediném misté EcoRIl a RNA, navazana na Cepicku &', se prepiSe pomoci SP6 RNA
polymerazy a soupravy mCAP pro navazani mRNA na &epicku (Stratagene Inc.).
Translacni reakce (25 pl) in vitro se provadéji s pouZitim 0,1 pg transkriptu RNA, 20
uCi [*¥SImethioninu a systému kréali¢tho retikulocytového lyzatu podle pokyn
vyrobce (Promega Inc.). Potvrzeni, Ze systémy SP6 RNA polymerazy a translace in
vitro jsou funkéni, se ziskd sou€asnym provadénim pozitivnich kontrol. Kontrolni
plasmid je linearizovany konstrukt SV64-karboxypeptidaza E s pfedfazenou oblasti
promotoru SP6 (Fricker a spol. (1989), Mol. Endocrinol. 3, 666-673).

Zklonu 1 se pomoci EcoRI a Xbal vyfizne fragment DNA bakteriofaga E o
velikosti 1892 bp, obsahujici kompletni insert klonu 1. Ten je smérové klonovan do
vektoru pGEM-lIz (Promega Inc.), vyfiznutého stejnymi restrikEnimi enzymy, takze
misto Sacl je umisténo v poloze 3' vzhledem k insertu klonu 1. Z tohoto nového
konstruktu se vyfizne fragment Sacl/Avrll 707 bp. Tento fragment 707 bp kdduje
pfedpokladanych C-terminalnich 114 aminokyselin endosialidazy a 3' nepielozenou
oblast DNA K1E. Liguje se do 3253 bp produktu $tépeni klonu 2 pomoci Sacl/Avrll.
Vznikly plasmid (klon 3) obsahuje pouze krajni oblasti 5’ a 3’ plvodné klonované
DNA K1E ve vektoru Bluescript SK+ a skute¢né neobsahuje stfedovych 2975 bp

sekvence DNA, ktera zahrnuje sekvenci kédujici pfedpokladany otevieny &teci
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ramec endosialidazy. Ke klonu 3, $tépenému pomoci Avrll, se liguje fragment 2975
bp, odvozeny od produktu Sté&peni celkové DNA K1E pomoci Avrll. Vznikly konstrukt
v Bluescript SK+ (klon 4) obsahuje plnou délku genu -endosialidézy, pfedtim
kédovaného v klonech 1 a 2; gen se sekvenuje pomoci soupravy Sequenase 2.0
(USB Corp.). Jeho sekvence je znazornéna jako SEQ ID NO: 1.

Priklad 2

Pfiprava rekombinantniho plasmidu pro expresi endosialidazy bakteriofaga E

Klon 4, tj. konstrukt DNA obsahujici kompletni otevieny &teci ramec

endosialidazy, pfipraveny podle prikladu 1, se s pouZitim primert
5-CCGGGGATCCATGATTCAAAGACTAGGTTCTTCATTA-3' a
3'-CGTTAGACGACGTGCGGTCTTGTGTATCTTAAGACAC-5

podrobi PCR pro usnadnéni amplifikace otevieného Cteciho ramce endosialidazy se
zabudovanim restrikéniho mista BamHI na 5-konci a restrikéniho mista EcoRl na 3'-

konci otevieného &teciho ramce.

Produkt PCR 2483 bp se Gisti extrakci nejprve smési stejnych objemu fenolu
(ekvilibrovaného na pH 8,0 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diolem) a smési
chloroformu a isoamylalkoholu 24:1, pak samotnou smeési chloroform
isoamylalkohol s nasledujicim srazenim ethanolem a resuspendovénim'v pufru TE
(10 mM 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diolhydrochlorid, 1 mM EDTA, pH 8,0).
Piedistény produkt PCR a expresni vektor pGEX-2T (Pharmacia Biotech) se
soudasné 3tépi pomoci BamHI a EcoRlI a disti elektroforézou na agar6zovém gelu a
extrakci Qiaex (Quiagen Corp.). Vyfiznuty produkt PCR se liguje podle pokynl
vyrobce pomoci T4 DNA ligazy (New England Biolabs) s expresnim vektorem za
vzniku rekombinantniho vektoru, ktery se sekvenuje pomoci soupravy USB
Sequenase 2.0 pres dvé klonovaci mista pro potvrzeni, Ze byl zachovan spravny

Gteci ramec.
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Pfiklad 3

Transformace a exprese

Produkt ligace podle pfikladu 2 se pouZie ktransformaci
elektrokompetentnich bunék E. coli MC 1061 pomoci elektroporaéniho zafizeni Bio
Rad a transformované bufiky se selektuji restrikéni analyzou vzorku miniprep DNA

ziskaného z bunék.

Za (telem exprese fuzniho proteinu se transformované buriky kultivuji
pfidavkem IPTG do konecné koncentrace 0,56 mM, kdy OD,,, dosahla 0,3, a pak se
nechaji rist jesté 4 h pfi 37 °C za michani s rychlosti otaeni 250 min™'. Exprimovany
fazni protein se Cisti z kultivaéniho média vazbou na glutathionové kulicky postupem
podle Smitha a Johnsona (1988) Gene 67, 31-40.

Vzorky bakterialni kultury a &isténych frakci fizniho proteinu se podrobi SDS-
PAGE, elektroforeticky prenesou na nitrocelulézovou membranu, promyji a

hybridizuji s antiendosialidazovym  polyklondlnim antisérem metodou podle

Sambrooka a spol. (1989). Imunoreaktivni pasy se detekuji vazbou sekundarni
protilatky konjugované s alkalickou fosfatdzou a reakci s (a) 50 mg/ml roztoku
nitromodfi tetrazoliumchloridu ve smési dimethylformamidu a vody 70:30 a (b) 50

mg/ml roztoku disodné soli 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfatu ve vodé.

Uvoliiovani N-acetylneuraminové kyseliny (NANA) z polysialové kyseliny
¢isténymi frakcemi fazniho proteinu se méfi s pouzitim testu TBA podle Horgana
(1981) Clin. Chim. Acta 116, 409-415. Méreni ukazuji, Ze rychlost uvolfiovani NANA
je pfimo umérna koncentraci fizniho proteinu. Je-li fazni protein nahrazen proteinem

glutathion S-transferdzou samotnym, neni pozorovano zadné uvoliiovani NANA.
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INFORMACE PRO SEQ ID NO: 1
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 2436 part bazi

TYP: nukleova kyselina

DRUH RETEZCE: dvoufet&zcova
DRUH MOLEKULY: DNA (genomova)
PUVODNI ZDROJ:
ORGANISMUS: bakteriofag E
ZNAK:

NAZEV/KLIC: CDS

POZICE: 1..2436

JINE INFORMACE: /produkt = ,kéduijici oblast pro endosialidazu bakteriofaga
EH

Popis sekvence: SEQ ID NO: 1




H I Q R L
ATGATTCAAAGACTA

G D G K T
GGTGATGGTAAGACA

N T R F V
AACACCCCCTTCGTA

D K A F V
GACAAAGCGTTTGTA

T P E W I
ACTCCAGAGTCGTTA
H E L T N
AACGAANCTAACCAAT

L. F VvV G 0o
CTCTTCGTTGGTCAT

T $ 0 L N
ACTTCAGATTTGANT

T 1 D N W
ACTATTGATAACAAT

1 P s E ¥
ATACCATCTGAGTAT

R DI G @
AGAGATATAGGTCAG

E W E A G
GAATGGGAAGCAGGT

1 Y Q ¢
CAAATCTATCAGGGT

D N K D XK
GACAACAAAGACAAA

G Q A L P
GGTCAAGCTATACCT

$ T 8§ A N
AGCACAAGTGCCAAT

T $ S § s
ACTTCATCATCTTCA

DN Q F A
CATANCCAGTTTCCT

V L XK. A ¥
GTGTTAAAGGCTTGG

AN E G L D
GCTGAAGCGTTGGAT

L E E H X
TTAGAGGACATGTAT

G $ § L V
GGTTCTTCATTAGTT

N D Q D A
AACGACCAAGATGCA

W E R L A
TGGGAACGTTTAGCA

Y E N V 1
TATGAGAACGTGATA

T B X H ¢
ACTCATATGCATCUA
C A L WD
TCTCCATTGTGUGAT

F VvV N F s
TTTGTTAACTTCTCT

N A G K N
ANCGCTGGAAAGAAT

G F V.M G
GGCTTIGTTATGCGC

E P D A A
GAACCAGATGCGGCA

T ¥ E § L
ACTTGGGAGTCACTA

AP D DR
GCACCAGATGATCGT

O I v N S
GACATIGTGAACTCT

D P F K G
GACCCATTTAAAGGCT

T F 8 G T
ACTTTCATGGGTACT

1 R 5§ £ H
ATACGATETGAAATG

G A Q 1T
CGTGCACAGATAACT

A G G P s
GCTOOTGOACCTALT

S R V G F
AGCAGGGTTGGTTIT

Al X Y G
GCCATTAAGTATGGA

AT N X 1
CCCACTAATAAAATC

K F K s K
AATTCAAGAGTAMA

V N A A M
GTAAATGCAGCCATG

G Q 7 L Y
GGTCAACCTCTTTAC

¥ A P Y H
TATGCACCTTACATG
DY ¢ 7 v

CGATTACGCCTACAGTG

R 2 4 § R
CGCCCTATGTCTCRT
N S AV T
AACTCTCCGGTAACA

W MG T
TGGCACATGGGTACT

Y 4 Q ¢ D
TATCATCAAGGTCAT

E P C I K
GAGCCATGCATCAAG

R F P H N
AGATTTCCACATAAT

Y K A S Y
TACAAGGCATCTTAT

$ V.G Vv ¢
AGTGTAGGTGTAGGT

H ¢ ne T
CATGCACACCCTACT

DG I R N
GATGGAATACGAAAT

Q4 E G E
CAGATGGAAGGTGAG

L I G s N
TVGCACGGTTCTAAT
N R F T T
AACCGATTCACTACC
XK Q Y G L
AAMNCAGTATCGTTTG
I Vv s F &t
ATTGTGTCCTTCGAA
“ L]

AGTTAA

1 A G A 1}
ATAGCAGGTGCAATC

A S G K R
GCTTCAGGTAAGAGA

Y VvV § K G
TATGTCAGTAAMGGT

‘6 S D R W

GGTAGCGACCGTCAT

N Y N € nH
AACTATCATTGTATG
s L WL T
AGTCTGCATCTTACT

G VvV s ¢ 0
CGTGTATCTGGTGAT

s F I K s
TCTTTCCATAAGTCT

vV A P R E
GTAGCTCCACGAGAA

Y Y D G V
TACTATGACGGTGTA

vV B 8 T T
GTGCATCATACTACT

P R T F Y
CCTCOTACCTTCTAT

s V.V Vv K
TCTCTTIGTAGTTAAA

D 1 ¥y C Y
CATATATACTGCTAT

I P AP L
ATCCCTGCACCTTIG

Y ¢ F 1 G
TATGGCTTTATTGGC

$ S N A K
TCAAGTAATGCTAANG

1 Y L G s
ATCTACCTAGGCAGT

N S E A E
AATAGTGAAGCAGAG

E G R Y G
GAAGGTAGGTATGGT

W R N L D
TGGCGTAACTTCCAT

1 b C A G
ATTGACGGTGCTGGT

F I N G E
TITATCAATGGTGAN

G vV 5 R 1
GGTGTTAGTCGTCTG

s H 6 v
AGTATGGGTUTATGT
G ¢ I T K
GGTCGTATCACTANG

M XK V AT
ATGAAGGTTGCAACA

P W R XK T
CCGTGGCGTAAGACA

vy ¢ L F ¥
GTTGGUGCTTITTCTAC

LY L 1 T
TYATACCTTATCACT

L P F A K
TTACCGTTTGCTAAG

AR L NV
GCACGATTGAATGTA

D s F 1 Y
GACAGCTTCATTTAC

K H Q 1 A
AANGATGCAGATTGCA

Y. F S D N
TATTTCTCAGATAAC

K § v p K
ANGTCTGTTCCAANG

R 1 7 Y N
CGTATCACTTATAAC

D r VvV TcTT
GACCCTGTTACAACT

R N L D s
AGGAACCTTGATAGC

V R Y S E
GTGAGATATAGTGAA

D K L T E
CACAAGCTCACCGAG

AT ¥ K V
GCTACTTACAAAGTA

L Y XK I 7T
CTCTATAAAATCACG

W v s W Vv
CATGTATCATGGGTT

R N R’ b F
COOAMICUTCYCTIT
A AN O R
GCTGCAAATCAGAGA

v 1 b XK D
GTAATAGATAAGGAC

O L. ¢ L I
GATCTTGGTCTAATC

F P D A F
TTCCCTGATGCTTTC

R G T R G
CGTGGTACTCGTGGC

vV 6 0D D L
GTAGGAGATGACCTT

N R W oH A
AACAATTGGAATGCA

Y I F G G
TATATCITTGGTGRY

N D N RV
AATGACAATICGTGTA

I v T E D
ATTGTTACAGAGGAT

O XK 'P T G
GACAAACCAACAGGT

G N E M L
GGAAACGAGCACCTA

s boA DN
TCAGATGCTCACCAC

I 0 Fr GV
ATACACTTCGGTGTC

vV L 1 L E
GTTCTAATCCTAGAG

vV V. s L K
GTTGTATCGCTTAAA

5 s L P D
TCATCTTTACCTGAT

D N P Y Y
GATAACCCTTATTAC

XK §$ G b D
AAGTCTGGTGACGAT

A B o1 T
GUOATGATTUAAAUN
Y AT ¥ K
TATGCAACAATCCAT
N F T V L
AACTTCACGGTTICTT

P R V T E
CCTCGTCTCACACAC

N § P S N
AATAGCCCATCTAAT

O R L G s
GACCGACTAGGAAGC

I M F G s
ATTATGTTTCGTICA

D b I £ MW
GATGATATTGAATGG

E N H F N
GAAMAACCATTTCANC

$ R K ¢ 7
TCTCGTAAGTTTACA

T X VvV G
ACTAAAGTTGGACAC

Q R L 1 1
CANCGTTTGATTATT

F ¢ G A P
TTCCAAGGTGCACCA

K Y G I s
AAGTACGGTATCTCT

L A Q D I
TTGGCTCAGGATATT

A A Y TR
GCTGCCTATACTCGC

D F G A K
GATTTTGGAGCCAAA

4 E R F Y
ATGGAGCGATTCTAT

N A R P Q
AATGCTTGGCCTCAA

G @ T W s
GGTCAAACATGGTCT

H T L A K
CUTAUTTTAGUCAAG
v B D B G
GTACCTCATCACGGA

T P N Q Q
ACACCTAACCAGCAG

vV B S F A
CTGCATAGCTTTGCT

Y V R R Q
TATGTTCGICCTCAG

S L W R S
TCTCTGCATCGTACT

E R A E N
GCAACCTGCACAMAAT

vV ¥ I T D
GTTAACATCACAGAC

P H T Y G
CCAATCGACTTATGGT

Y G AT P
TATGGTGCAACTCCA

LT L K A
TTAACACTTAAACCA

€ G 6 L G
TGCTGRTCGAGAAGGG

I % P AV
ATCATGCCTGCTGTA

s I N T XK
AGTATTAATACCAAG

VvV A A F E
GTAGCTGCTTTTGAA

# R L D XK
CATCGTCTTGATAAA
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960
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1200

1320
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1680

1800

1920

2040

2160

2280

2400

2416
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PATENTOVE NAROKY %

1. Rekombinantni protein majici enzymatickou aktivitu bakteriofagové
endosialidazy, ziskatelny expresi z rekombinantniho vektoru zahrnujiciho sekvenci
DNA, kddujici bakteriofagovou endosialidazu, vazanou na sekvenci DNA expresniho
vektoru, ktery exprimuje polypeptid, ktery se aduje na N-terminalni konec
endosialidazy, pficemz uvedeny protein zahrnuje endosialiddzu vazanou
k uvedenému polypeptidu pfimo nebo pfes raménko, nebo analog tohoto proteinu,
jimz je mutanta, funkéni fragment nebo derivat .tohoto proteinu majici

endosialidazovou enzymatickou aktivitu.

2. Protein nebo analog podle naroku 1, kde sekvence DNA kddujici
endosialiddzu je odvozena z konstruktu DNA kédujiciho aminokyselinové zbytky
kédované nukleotidy 172 az 1744 SEQ ID NO: 1.

3. Protein nebo analog podle naroku 1, kde sekvence DNA kédujici
endosialiddzu je odvozena z konstruktu DNA kédujiciho aminokyselinové zbytky
kédované nukleotidy 1 az 2436 SEQ ID NO: 1.

4. Protein nebo analog podie naroku 1, 2 nebo 3, kde polypeptidem je

glutathion S-transferaza.

5. Protein podle naroku 4, zahrnujici endosialidazu bakteriofaga E vazanou na

glutathion S-transferazu.
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6. Protein nebo analog podle kteréhokoli z narokl 1 az 5, kde sekvence DNA
kodujici endosialidazu je odvozena od konstruktu DNA zahrnujiciho fragment DNA

kédujici endosialidazu, klonovany do bakterialniho kionovaciho vektoru.

7. Protein nebo analog podle naroku 6, kde fragment DNA je odvozen od
genomové DNA bakterioféga E nebo syntetické DNA, ktera je sni vpodstaté

homologni.

8. Protein nebo analog podle naroku 6 nebo 7, kde konstrukt DNA je

amplifikovan polymerazovou reakci s pouzitim primert zahrnujicich restrikéni mista.

9. Rekombinantni vektor, zahrnujici sekvenci DNA kédujici endosialidazu
bakteriofaga E, vazanou na sekvenci DNA expresniho vektoru, ktery exprimuje
polypeptid, ktery se aduje na N-terminaini konec endosialidazy, pfi¢emz uvedeny
rekombinantni vektor je schopen fidit expresi uvedeného proteinu v kompatibilni

hostitelské burice.

10. Rekombinantni vektor podle naroku 9, kde uvedenou kédujici sekvenci
DNA je konstrukt DNA podle kteréhokoli z naroku 6 az 8.

11. Rekombinantni vektor podle naroku 9 nebo 10, kde expresnim vektorem

je prokaryoticky expresni vektor.

12. Rekombinantni vektor podle kteréhokoli z narokd 9 az 11, kde expresnim
vektorem je vektor pGEX.

13. Rekombinantni vektor podle kteréhokoli z narokd 9 az 12, kde expresnim

vektorem je vektor pGEX-2T.
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14. Zpusob vyroby proteinu podle kteréhokoli znarokt 1 az 8,
vyznacdujici se tim, Ze se kultivuje hostitelskda buikA transformovana
rekombinantnim vektorem podle kteréhokoli znaroki 9 az 13 za podminek

umoziiujicich expresi uvedeného proteinu a takto ziskany protein se izoluje.

15. Zpusob podle naroku 14, vyznacujici se tim, Ze hostitelskou

burikou je mikrobialni burika.

16. Zpusob podle naroku 14, vyznacdujici se tim, Ze hostitelskou

burikou je bufika E. coli.

17. Hostitelska buiika, transformovana rekombinantnim vektorem podle

kteréhokoli z narok( 9 az 13.

18. Hostitelska burika podle naroku 17, kterou je transformovana mikrobialni
burika.

19. Hostitelska burika podle naroku 17, kterou je transformovana buiika E.

coli.

20. Farmaceuticky pfipravek, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje
protein nebo analc;g~ podle kteréhokoli z narokii 1 az 8 nebo jeho farmaceuticky

pfijatelnou stl, popfipadé spolu s fyziologicky pfijatelnym nosi¢em.

21. Protein nebo analog podle kteréhokoli z narokll 1 az 8 pro pouziti pfi

diagndéze nebo lé€eni chorobného stavu.
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22. Pouziti proteinu nebo analogu podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 8 pro
pfipravu lé€iva pro diagnézu nebo IéCeni meningitidy nebo inného stavu vyvolaného
E. coli K1 nebo jinou bakterii exprimujici polysialovou kyselinu na svém:bunééném
povrchu, rakoviny charakterizované expresi polysialové kyseliny na povrchu
nadorové buriky nebo nadorové metastazy. |

23. Pouziti proteinu nebo analogu podle kteréhokoli z narokll 1 az 8 pfi

analyze glykoproteinu.

24. Zpusob lé€eni stavu vyvolaného bakterii exprimujici polysialovou kyselinu
na svém buné&&ném povrchu, rakoviny charakterizované expresi polysialové kyseliny
na povrchu nadorové buiiky nebo nadorové metastdzy, vyznadujici se
tim, Ze se teplokrevnému savci, vyZadujicimu takové IéCeni, podava protein nebo

analog podle naroku 1.




