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PfedloZeny vyndlez se tykd obecn& keratinocytovéhgﬁ.“
ristového faktoru (keratinocyte growth factor - KGF).
Specifidt&ji se tento vyndlez tykd zkrdceného KGF
fragmentu a jeho analogl, majicich zvySenou biologickou
aktivitu a sni¥enou toxicitu ve srovndni s rekombinantnim
KGF plné délky, exprimovanym v systému hmyzich buné&k.
Tento KGF fragment, 6znaéeny zde jako KGFgega]-23 postradd
prvnich 23 aminokyselinovych zbytkl od N- konce zralého
KGF plné délky, kde tento konec zahrnuje glykosyla&ni
misto p¥i aminokyselinovych zbytcich 14 aZ 16 od N-konce
jak je uvedeno Finchem P.W. a spol., Science 245:752-755
(1989) a byl d¥ive povaZovdn za propuj&ujici KGF jeho

epithelidln{ bun&nou specifitu.

Q t te i

KGF pat¥i do rodiny fibroblastovych rustovych
faktord ("FGF"), jejich¥ prototypem je bdzicky FGF
("bFGF") . KGF je proto také oznadovdn jako FGF-6. Podobné
jiné FGF, je KGF heparin vdzajfc{ protein, ale na rozdil
od jinych FGF, md jedine&nou specifitu cilovych bung&k.
Podrobn&ji jsou FGF obecn& schopny stimulovat proliferaci
a diferenciaci ruznych typu bun&k odvozenych od
primdrniho nebo sekunddrniho mesodermu jakoZ i z
neuroectodermu. KGF je podobny jinym FGF ve své
schopnosti stimulovat epithelidni buné&nou proliferaci,
ale 1i%{ se od jinych FGF svoji neschopnosti stimulovat
endothelidlni buiky nebo proliferaci fibroblastud, jak
popisuje Finch P.W. a spol. (loc.cit.)



FGF, zahrnujic{ acidicky fibroblastovy ristovy
faktor ("aFGF") a bdzicky fibroblastovy rustovy faktor
'"bFGF"), Jjsou zndmé jako majici heparin vdzajic{
vliastnosti a majici schopnost indukovat diferenciaci a
proliferaci ventrdlniho jako¥ i dorsdlniho mesodermu v
rannych blastulich, jak popisuje Gospodarovicz a spol.,
Cell.Biol.Rev. 29:307-314 (1991) a Basilico a spol.,
Adsv.Cancer Res. 59:115-165 (1992). Odezva bun&k na FGF
je zprost¥edkovdna jejich vazbou k bun&¥nym povrchovym
receptorum ("FGFR"), od kterych jsou odvozeny t¥i
intertypy, jak popisuje Hou a spol., Science 251:665-668
(1991) . Vysoce afinitni FGFR jsou tyrosin kindsy a
zahrnuj{ Flg receptor ("FGFR-1"), bek receptor ("FGFR-2")
a K Sam receptor ("FGFR-3"), jak uvddi Lee a spol.,
Science 245:57-60 (1989); Dionne a spol., EMBO 9:2685-
2692 (1990); Miki a spol., Science 251:72-75 (1991); Miki
a spol., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 89:246-250 (1992) a Dell
a spol., J.Biol.Chem. 267:21225-21229 (1992).

Jak FGFR-1 tak FGFR-2 jsou siln& exprimovdny v
mesodermdlnich a neuroendodermdlnich tkdnich a oba jsou
schopny védzat aFGF a bFGF s podobnymi afinitami. FGFR-3
je KGF receptor, ktery je specificky k epithelidlnfm
burikdm. Je to alternativni transkript FGFR-2. Na rozdil
od FGFR-2, ktery vykazuje vysokou afinitu jak pro aFGF
tak bFGF a nevykazuje afinitu pro KGF, FGFR-3 vdZe KGF a .
aFGF s afinitou p¥ibliZn& 20 aZ 1000krdt vy33{ neZ? bFGF,
jak popisuje Miki a spol. (loc.cit.) a Dell a A
spol. (loc.cit).

Uzce omezend aktivita profilu KGF k epitelidlnim
burtkkdm je Z&douci napfiklad jak v mnoha typech aplikaci
hojen{ ran tak p¥i 1é&b& hyperproliferativnich chorob
epidermu jako je psoriasis a karcinom bazdlnich bun&k. V



souasnosti, s vyjimkou KGF neexistuje pro tyto aplikace
?4dny vysoce vhodny mitogenicky faktor. Je proto Z&douc{,
aby KGF byl modifikovdn pro zvyZeni své potence s sniZeni

své cytotoxicity pro terapeutické aplikace

V posledni dob& zjistili Ron a spol., J.Biol.Chem.,
268:2984-2988 (lUnor 1993), Ze jestliZe byl KGFig3
exprimovdn v T7 prokaryotickém expresnim systému, mé&l by
byt ziskdn rekombinantn{ KGF ("IKGF") polypetid, ktery
vykazuje mitogenickou aktivitu. JestliZe byla IKGF
nmolekula zkrdcena delec{ 3,8,27, 38 a 48
aminokyselinovych zbytkd, od N- konce zralého KGFjg3
polypeptidu, m&ni se biologickd aktivita vyslednych
molekul. S deleci 3 a 8 aminokyselinovych zbatku se
mitogenickd aktivita vyslednych molekul nejevi jako byti
ovlivn&nd v porovndni s rKGF plné délky (“rKGFyg3").
Delece 27 aminokyselinovych zbytkd nicméné& vede k 10 aZ
20krdt sniZené mitogenické aktivité. Delece 38 a 48
aminokyselinovych zbytku, vede k dplné ztrété
mitogenické aktivity a heparin vdzajici aktivity. Ron a
spol. nebyli Usp&%ni p¥i produkci jaychkoliv zkrécenych
KGF fragmentl, které vykazuji zvySenou mitogenickou
aktivitu ve srovndnf{ s rKGF;g3 molekulou.

Podstata vyndlezu

Jednim objektem p¥edloZendho vyndlezu je poskytnout
KGF fragment, ktery obsahuje aminokyselinovou sekvenci
zralého KGF plné délky, KGFq3g a vykazuje alespori
2ndsobné zvydeni mitogenické aktivity ve srovndni s
rekombinantnim KGF plné délky, rKGFi3g. Zvldstnim
objektem je poskytnuti KGF fragmentu, ktery postrada

sekvenci, obsahujic{ prvnich 23 N-koncovych



aminokyselinovych zbytkl, C-N-D-M-T-P-E-Q-M-A-T-N-V-N-C-
S-5-P-E-R-H-T-R- z TKGFqg3.

Dal$im z objektl p¥edloZeného vyndlezu je poskytnuti
KGF fragmentu, ktery md sniZenou cytotoxicitu ve srovnani
s KGFig3. Je3t& dal3%im objektem je poskytnout konjugat,
ktery obsahuje KGF fragment popsany vySe a toxinovou
molekulu. Toxinovou molekulou miZe byt alesporn jedna z

molekul ricinu A, difteria toxinu a saporinu.

Je3t& daldim objektem p¥edloZendho vyndlezu je
poskytnuti terapeutické kompozice, kterd obsahuje KGF
fragment jak je popsdn vy%e a farmaceuticky p¥ijatelny
nosid&, nap¥iklad n&ktery z té&ch, které jsou vhodné pro
topickou aplikaci na lidskou kuZi.

Jedt& dal3im z objektu p¥edloZendho vyndlezu je
poskytnout DNA molekulu, kterd je sloZena z nukleotidové

sekvence, kterd koduje KGF fragment popsany vyse.

Je¥t& daliim z objektu p¥edloZendho vyndlezu je
poskytnout expresni vektor, ktery obsahuje DNA molekulu,
kterd koduje KGF fragment, popsany vyZe, a reguldtorovou
sekvenci pro expresi DNA molekuly. Expresnim vektorem

muZe byt nap¥iklad bakulovirus.

Je¥t& daldim z objektl pfedloZendho vyndlezu je
poskytnuti hostitelské butiky transformované vy$e popsanym
expresnim vektorem. Hostitelskou butikou miZe nap¥iklad
byt bakteridlni burika, kvasinkovd buntka, sav&i bunka nebo
hmyz{ bunka.

Je¥td dal&im z objektu pfedloZendho vyndlezu Jje

poskytnut{ zpusobu produkce KGF fragmentu kultivaci



transformované hostitelské buriky jak popsédno vyZe a

izolace KGF fragmentu z kultury.

Jedtd dal¥im objektem pfedloZeného vyndlezu je
poskytnut{ metody stimulace rustu epithelidlnich buné&k
aplikaci KGF fragmentu na plochu, ve které je poZadovén
rust epithelidlnfch bun&k a ponechdni té&chto bun&k rust.

Je&td daldim z objektu p¥edloZeného vyndlezu je
poskytnout metodu pro hojeni ran aplikaci{ terapeutické
kompozice popsané vy%e na plochu oSet¥ované rdny a

ponechdni rdny, aby se zahojila.

Jedtd daldim z objektl pY¥edloZendho vyndlezu je
poskytnout zplsob 1€&by hyperproliferativn{ choroby
epidermu aplikac{ konjugdtu popsaného vyse na o3Set¥ovanou

plochu.

DalZi objekty, rysy a vvhody pfedloZeného vyndlezu
by m&ly byt z¥ejmé odbornikim v oboru a neni t¥eba je zde
uvddét. P¥edloZeny vyndlez zahrnuje varianty a modifikace
vy8e uvedenédho, které jsou zjevné odbornikim v oboru a
které podstatn& nemé&ni charakter a aktivitu fragmentu,
konjugdtu, terapeutické kompozice, vektoru, hostitele a

zpusobu pouZitf{,

Popis obrdzku na p¥ipojenvych vvkresech

Obr .1 pX¥edstavuje aminokyselinovou sekvenci zralého,
lidského KGF polypeptidu plné délky, zadinajici N-koncem
a obsahujici 163 aminokyselinovych zbytki a jedinym N-
pIipojenym glykosyladnim signdlem p¥i aminokyselinovych
zbytcich 14-16.



Obr. 2 pYfedstavuje pAcl3 expresni vektor, do kterého byla

inzertovdna 163 aminokyselinovéd sekvence KGF.

Obr.3 ilustruje dalsi &igt&ni KGF fragmentu podle
p¥edloZeného vyndlezu z SFP bun&Zného kondicionovanémo
media po eluci z Heparin Sepharosové ("HS") kolony pomoci
1M NaCl. Biocaktivni frakce HS kolony byly spojeny,
z¥ed&ny 5-ndsobn& 10 mM Tris, pH 7,3 a vloZeny na Mono S
HR5/5 kationtovyménnou FLPC.

Obr. 4 porovndvéd biologickou aktivitu dlouhé, tj. fKGFj3¢
a krdtké tj. KGFgegi-23 formy KGF proti aFGF na burikdch
bun&&né linie Balb/Mk.

Obr. 4 porovndvd biologickou aktivitu dlouhé, tj. fKGFqi3g
a kratké tj. KGF4egi-z3 formy KGF proti bFGF na
vaskuldrnich endothelidlnich burkdch ziskanych z velkych
cév (A:ABAE butky) nebo kapildr (B:ACE buriky).

S p¥ekvapenim bylo objeveno, Ze zkrdceny,
neglykosylovany KGF, zde oznaleny jako KGF fragment nebo
KGFdesg1-23+ Mmajici deleci zahrnujici{ prvnch 23 N-
koncovych aminokyselinovych zbytkl z rKGFig3, vykazuje
vdt%{ biologickou aktivitu a sniZenou cytotoxicitu na
epithelidlnich buttkdch ve srovndn{ s rKGFig3.

V souladu s vyZe uvedenym je preferovanym provedenim
pfedloZeného vyndlezu novy zkréceny, neglykosylovany KGF
fragment, KGFges1-23, ktery neni spojen s nedistotami,
které normdln& doprovdzeji nativni molekulu, je-1li
produkovdna in vivo. Tento fragment mi& zjevnou
molekulovou hmotnost asi 18 kDa podle jeji migrace v Na
Dod SO4/PAGE jako jediny pik. Specifickd aktivita
gi¥t&ného KGFgesy-p3 Balb/Mk bun&k je p¥ibliZ¥n¥ 2,5 x 101



jednotek na miligram (EDgqg 40 pg/ml), asi 7- aZ 10-krét

v&t8{ neZ rKGFjg3 protein, nebo aFGF pfi srovnani ve
studii bun&&né proliferace a 100krdt veét&i neZ jp¥i
biostudii rKGFig3 zkouSenim iniciace DNA syntézy v
Balb/Mk burikdch v chemicky definovaném mediu, jak je
popsdno v PCT patentové p¥ihldZce &. WO 90/08771.

V daldim vyhodném provedeni pfedloZendho vyndlezu je
produkovdn KGF4ggi-23 rekombinantni DNA technologif,
zejména pro komerdni vyrobu ve velkém m&¥itku. V dalSim
vyhodném provedeni, rekombinantn{ DNA molekula a expresni
vektor, obsahujic{ kaZdy KGFdegi-23 nebo jejich analogy,
v souladu s p¥edloZenym vyndlezem je provedena standardni
technologii genové exprese pouZitim metod dob¥e v oboru

zndmych.

V dal¥im provedeni mohou byt DNA nebo vektor,
obsahujici DNA, kodujici KGFgegi1-23, eXprimovany v
bakteridlnim, sav&im, kvasinkovém nebo hmyzim buné&ném
expresnim systému. Ve vyhodném provedeni je bakteridlni
nebo kvasinkovy bun&lny expresni systém idedlni pro
produkci KGFgegi-23 fragmentu. V daldim vyhodném
provedeni jsou DNA nebo vektor exprimovdny v expresnim

systému hmyzich bunék.

KGF fragment podle pY¥edloZenédho vyndlezu miZe byt
pouZit pro identifikaci receptor rozpozndvajicich mist
jakoZ 1 pro sestaveni peptidovych agonisti nebo
antagonistl. Navic, vzhledem k jedinedné specifité& KGF
pro keratinocyty, jeho neschopnosti indukovat proliferaci
vaskuldrnich endothelidlnich bun&k nebo fibroblastu a
jeho netoxicité je v jiném vyhodném provedeni
ptedloZeného vyndlezu KGFgggq-23 vyhodné€ pouZit pro
aplikaci p¥i hojeni ran, zejména tam, kde je Zadouci




promotovat reepitelizaci kuZe. Vyhodné provedeni vyuZivd
KGFdeg]-23 v obnovd cornedlniho epitelu. Jiné aplikace
KGFdeg1-23 MiZe byt zaloZeno na jeho specifité k
epitelidnim burkdm nachdzenym v gastrointestindlnim
traktu.

Volba KGF fragmentu z jinych ristovych faktoru jako
je epidermdlni ristovy faktor ("EGF"), od desticek
odvozeny faktor (“PDGF") a jiné FGF pro hojeni kuZe
z4visi na odbornikovi v oboru. Jiné rustové faktory
nap¥fklad indukuj{ fibroplasii a angiogenesi, navic ke
stimulaci, bud p¥imo nebo nep¥imo, keratinocytové
proliferace. P¥i hojeni kuZe by takové dal¥i aktivity
mohly produkovat neZddouci vedlej¥i dG&inky jako je
¥kdrovani. V cornedlnim hojeni zahrnujfcim bud rény nebo
chirurgické zdkroky, by toto pouZiti jinych faktoru mohlo
indukovat invazi krevnich cév do cornea, coZ by mohlo
vést k ne¥ddouci opacit& cornea nebo k edému. KGF,
naopak, md jedinenou specifitu pro keratinocyty a
nevyvoldvd proliferaci vaskuldrnich endothelidlnich bun&k
nebo fibroblastl a proto by mohl byt &inidlem volby pro

tyto konkrétni aplikace p¥i hojeni ran.

Déle KGF fragment podle pY¥edloZeného vyndlezu muZe
byt pouZit v jinédm provedeni p¥edloZengho vyndlezu, ve
form& konjugdtu KGF fragment/toxin. Takovy konjugit muZe
zpomalovat nebo ukon&ovat chorobny proces v takovych
chorobdch jako je psoriasis, coZ vyplyva z
hyperproliferace bazdlni vristvy keratinocytu z epidermis.
Tento konjugdt by nem&l ovlivijovat dal¥i dva hlavni
bun&&né typy jako jsou vaskuldrni endothelidni bunky a

fibroblasty, pfitomné v t&chto tkédnich.




V dal8im provedeni p¥edloZeného vyndlezu muZe byt

konjugdt KGF fragment/toxin k zabrédn&ni proliferace

nddorovych bun&k, nap¥fklad bazdlnich bun&k karcinomu.

Praktické provedeni p¥edloZeného vyndlezu bude
vyuZivat, pokud neni uvedeno jinak, konvend¢ni techniky
molekuldrn{ biologie, mikrobioclogie, rekombinantni DNA a
imunologie, které jsou b&Zné v oboru. takové techniky
jsou zcela vysv&tleny v literatu¥e. Viz nap¥. Sambrook a
spol., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2.vyd.
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); DNA CLONING
VOLUMES I AND II, D.N.Glover vyd. IRL Press (1985);
OLIGONUCLEQOTIDE SYNTHESIS M.J.Gait vyd., IRL Press
(1984); NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION, B.D.Hames &
S.J.Higgins vd. IRL Press (1984); TRANSCRIPTION AND
TRANSLATION, B.D.Hames & S.J.Higgins vyd. IRL Press
(1984); ANIMAL CELL CULTURE, R.I.Freshney vyd., IRL Press
(1986); B.Perbal, A PRACTICAL GUIDE TO MOLECULAR
CLONING, [vydavatel] (1984); serie, METHODS INN
ENZYMOLOGY, Academic Press, Inc.; GENE TRANSFER VECTORS
FOR MAMMALIAN CELLS, J.H.Miller a M.P.Calos vyd., Cold
Spring Harbor Laboratory (1987 (; METHODS IN ENZYMOLOGY,
sv. 154 a sv. 155 , Wu a Grossman a Wu vyd., [Mayer a
Walker, vyd.??? [vydavatel] (1987), IMMUNOCHEMICAL METHODS
IN CELL AND MOLECULAR BIOLOGY, Academic Pres, Londyn,
Scopes [autor?], PROTEIN PURIFICATION:PRINCIPLES AND
PRACTICE, 2.vyd. (Springer-vVerlag, N.Y.rok?) a HANDBOOK
OF EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY? VOLUMES I-IV, D.M.Weir a
C.C.Blackwell vyd. (vydavatel ? 1986); Kitts a spol.,
Biotechniques 14:810-817 (1993); Munemitsu a spol., Mol.
and Cell.Biol. 10:59777-5982 (1987).[Dals{].

Na obr.1 byly pouZity standardni zkratky pro

aminokyseliny a stejné jsou pouZity v tomto popise.
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V8echny publikace, patenty a patentové p¥ihld¥ky jsou zde
citovany jako odkazy. Pro p¥esnost jsou ddle definovany

nejdasté€ji se vyskytujici vyrazy.
Definice

PouZity vyraz "keratinocytovy rustovy faktor" nebo
"KGF" oznaduje polypeptidy, které pat¥i do rodiny
strukturng odlisnych proteint, fibroblastovych rustovych
faktorl, FGF, které vykazuji rizné stupné sekvendni
homologie potvrzujici, Ze jsou kodovdny p¥ibuznou rodinou
genl. KGF m& charakteristiky popsané v tomto popise,
nap¥iklad se vdZe k FGFR-3 a je schopen stimulovat rust

epithelidlnich bun&k, zejména keratinocytl. KGF plné

délky je tvo¥en 163 aminokyselinovymi zbytky.

Jak je zde pouZit, podle p¥edloZeného vyndlezu je
KGF fragment polypeptid, ktery je sloZen z dasti
aminokyselinové sekvence zralého KGF plné délky. Analog
KGF fragmentu, jak je zde ozna&ovdn, zahrnuje minoritni
inzerce, delece nebo substituce KGF fragmentu, které
podstatn& neovliviuji. Nap¥iklad, jsou p¥ijatelné
ndhrady konzervativnich aminokyselin. Takové ndhrady jsou
nap¥iklad ty, které jsou provddény ve skupinég
aminokyselin, které jsou p¥ibuzné ve svych postrannich
Yet&zcich. Skupiny aminokyselin jsou (1)kyselé: kyselina
aspartovd, kyselina glutamovd; (2) bdzické: lysin,
arginin, histidin; (3) nepoldrni" alanin, valin, leucin,
isoleucin, prolin, fenylalanin, methonin, tryptofan a (4)
nenabité poldrni: glycin, asparagin, glutamin, cystin,
serin, threonin, tyrosin. Fenylalanin, tryptofan a
tyrosin jsou nd&kdy klasifikovdny dohromady jako skupina
aromatickych aminokyselin. Obecn& je p¥ijimdno, Ze

konzervativni aminokyselinové ndhrady sestdvaji z




izolované ndhrady leucinu isocleucinem nebo valinem, nebo

aspartové kyseliny kyselinou glutamovou, nebo threoninu
serinem nebo podobnd konzervativni ndhrada aminokyseliny
strukturné p¥ibuznou aminokyselinou, v oblasti mimo

polypeptidové aktivni misto, jedt& nebudou mit podstatny

vliv na vlastnosti polypeptidu.

Vlastnosti KGF fragmentu zahrnuji (i) jeho
biologickou aktivitu, kterd je 2 aZ 10krdt vé&ts{, vyhodné&
2krdt, nejvvhodn&ji 7 aZ 10krdt zvygend ve stimulaci
proliferace epithelidlnich buné&k ve srovndni s molekulou
maturovaného nativniho KGF plné délky a(ii) jeho

schopnost vdzat se k FGFR-3.

Vyraz "rekombinantni polynukleotid" jak je zde
pouZit znamend polynukleotid polosyntetického nebo
syntetického puvodu, nebo kodovany ¢DNA nebo genomovou
DNA (“gDNA"), ktery (1) neni spojen s celym nebo s &dasti
polynukleotidu, se kterym je spojen v p¥irodg&, (2) je
spojen s polynukleotidem jinym neZ tim, ke kterému je

pfipojen v p¥irod&, nebo (3) nevyskytuje se v p¥irodé.

"Replikon" je jakykoliv geneticky prvek, jako je
plasmid, chromosom, virus, kosmid atd., ktery se chovéd
jako autonomni jednotka polynukleotidové replikace v
burice; tj. je schopen replikace pod vlastn{ kontrolou.

Replikon miZe obsahovat nap¥iklad selektujic{ markery.

"Rekombinantn{ vektor" je replikon, ve kterém je
pfipojen dalZ{ polynukleotidovy segment, takZe p¥indsi
replikaci a/nebo expresi p¥ipojeného polynukleotidového

segmentu.
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"Reguldtorovd sekvence" je polynukleotidovi
sekvence, kterd je nezbytnd pro regulaci exprese kodujici
sekvence, ke které je polynukleotidovd sekvence
operabiln& p¥ipojena. Charakter takovych reguldtorovéych
sekvenc{ se 1i%i v zdvislosti na hostitelské burice, ve
které mé& byt kodujici sekvence exprimovéna. V
prokaryotech takové reguldtorové sekvence obecn& zahrnuj{
nap¥iklad promotor, ribosomdlni vazebné misto a/nebo
transkrip&ni trmina&n{ sekvenci. V eukaryotech obecné
takové reguldtorové sekvence zahrnuji promotor a/nebo
transkripdn{ terminadni sekvenci. Vyraz "reguldtorovad
sekvence" muZe také zahrnovat dal%i sloZky, jejichZ
p¥{tomnost je vyhodnd, nap¥iklad, sekre&ni leader

sekvenci pro sekreci polypeptidu , ktery je exprimovdn.

"Operabiln& p¥ipojeny" znamend polohu, kdy jsou
slo¥ky spojeny ve vztahu, ktery jim umoZriuje pusobit
jejich zamy$lenym zpusobem. Nap¥iklad reguldtorova
sekvence je "operabiln& p¥ipojena" ke kodujici sekvenci,
kterd je spojena tak, Ze exprese kodujic{ sekvence se
dosdhne za podminek kompatibilnich s reguldtorovou

sekvenci.

"Kodujic{ sekvence" je polynukleotidovd sekvence,
kterd je translatovdna do polypeptidu, je-li umistén pod
kontrolou vhodné reguldtorové sekvence. Vazby kodujici
sekvence jsou obecn& determinovdny transladnim start
kodonem p¥i jejich 5'-konci a transla¢nim stop kodonem na
jejich 3'-konci. Kodujici sekvence muZe zahrnovat,
nap¥fklad, cDNA a rekombinantni polynukleotidové

sekvence.




"PCR" oznacduje techniku polymerdsové Yet&zové reakce

jak je popsdna Saiki-m a spol., Nature 324:163(1986) a
Scharfem a spol. Science 233:1076-1078 (1986); US patent
&. 4683195 a US patent &. 4683202.

Zde pouZity vyraz "polypeptid" se tykd polymeru
aminokyselin a netykd se specifické délky produktu.
Peptidy, oligopeptidy a proteiny jsou tak zahrnuty v
tomto vyraze. Tento vyraz také zahrnuje transla&ni
modifikace polypeptidu, nap¥iklad glykosylace,
acetylace, fosforylace a podobn&. Ddle v této definici
jsou napfiklad zahrnuty polypeptidy se substituovanymi
vazbami, jakoZ 1 jinymi modifikacemi zndmymi v oboru, jak
p¥irozené se vyskytujici tak nep¥irozené& se vyskytujici.

"Termindtory" jsou reguldtorové sekvence, jako jsou
polyadenyladni a transkrip&ni termina&ni sekvence,
umist&né 3' nebo ve sméru od stop kodonu kodujicich

sekvenc{.

"Rekombinantni hostitelské burlky", "hostitelské
buriky", "bunky", "bun&®né kultury" a jiné vyrazy
znamenaji, nap¥iklad, mikroorganismy, hmyzi butiky a sav&i
buriky, které mohou byt nebo byly pouZity jako p¥ijemce
pro zavedeni rekombinantnf{ho vektoru nebo jiné
transferové DNA a zahrnuji{ p¥edky buriky, kterd byla
transformovdna. Takovi p¥edci zahrnuji ty, kterd musi byt
nezbytné shodné v morfologickém nebo genomickém nebo
celkovém DNA komplementu jako puvodni rodi& a které mohou
byt produkovdny jako vysledek p¥irozené, accidentdlni
nebo deliberadn{ mutace. P¥iklady takovych hostitelskych
bun&k zahrnuji bunky vajednikl &inského k¥elka ("CHO") a
opi¢ich ledvin ("COS")
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Zde pouZity vyraz "mikroorganismus" zahrnuje
prokaryotické a eukaryotické mikrobidln{ druhy jako jsou
bakterie a plisn&, kde posledn& uvedené zahrnuji kvasinky
a vldknité plisng&.

"Transformace" jak je zde pouZita, oznalduje
p¥eneseni exogenniho polypeptidu do hostitelské buriky,
v&etn& zpUsobu pouZitého pro p¥eneseni, kterym muZe
nap¥iklad byt infekce, p¥imy p¥ijem, transdukce, F-
mating, mikroinjekce nebo elektroporace. Exogenni
polynukleotid muZe byt udrZovdn jako neintegrovany
vektor, nap¥iklad plasmid, nebo alternativné miZe byt

integrovdn do hostitelova genomu.

wZi¥t&ny" a "izolovany" v souvislosti s polypeptidem
nebo nukleotidovou sekvenci znamend, Ze uvedend molekula
je p¥iftomna za v podstat& nep¥f{tomnosti jinych
biologickych makromolekul stejného druhu nebo typu. Vyraz
uXigt&ny" jak je zde pouZit znamend, Ze je p¥itomno
alespori 75 % hmotn., vyhodn& alespori 85 % hmotn.,
vvhodn&ji alespott 95 % hmotn. a nejvyhodnéji alespori 98 %
hmotn. biologickych makromolekul stejného typu, ale mohou
rovn&Z byt p¥itomny voda, pufry a jiné malé molekuly,
zejména molekuly, majici molekulovou hmotnost mengi neZ
1000,

"Farmaceuticky p¥ijatelnym nosidem je miné&n
jakykoliv nosi&, ktery muZe byt pouZit odborniky v oboru
pro poddni &lov&ku, ktery sdm nevyvoldvd jakékoliv
ne¥idouci vedlej¥f G&inky jako je produkce protilédtek,
horedku atd. Vhodné nosi&e jsou typicky velké, pomalu
metabolizujici makromolekuly, kterymi mohou byt protein,
polysacharid, polymlé&nd kyselina, polyglykolova

kyselina, polymerni aminokyselina, aminokyselinové




kopolymery nebo inaktivn{ virovd &dstice. Jiné nosice

mohou byt ty, které jsou zndmy odbornikim v oboru.

Vyhodn& nosid obsahuje thyroglobulin.

Terapeuticky p¥ipravek typicky bude obsahovat
farmaceuticky p¥ijatelné noside jako je voda, salinicky
roztok, glycerol, ethanol atd. DAdle mohou byt v takovych
pIipravcich p¥itomny pomocné sloZky jako jsou smadeci
nebo emulgad&ni ¢inidla, pH pufrujic{ sloZky a podobné&.

"Terapeuticky dlinnym mnoZstvim" je zde min&no
mnoZstvi, které je U&inné pro dosaZeni poZadovaného
vysledku. Toto mnoZstvi se m&ni v zdvislosti na
zdravotnim a fyzickém stavu lé&eného jednotlivce,
schopnosti imunitnfho systému jednotlivce syntetizovat
protildtky, na stupni poZadované ochrany, p¥ipravku,
hodnoceni situace oZet¥ujicim léka¥em a jinych
relevantnich faktorech. P¥edpoklddd se, Ze mnoZstvi bude
spadat do relativné Zirokého rozmezi, které je moZno

stanovit rutinnimi pokusy.

Neolekdvané bylo nalezeno, Ze je-1li KGF exprimovan
ve hmyzich bunkdch, Spodoptera frugiperda ("SF9"), p¥i
infekci rekombinantnim bakulovirem,Autographa
californica, obsahujicim ¢DNA, kodujici KGFig3, tyto
produkuji KGF fragment, ktery postrddd prvnich 23
aminokyselinovych zbytkd KGF;g3 N-koncové domény,
obsahujici jediné glykosyladni misto, navic ke KGFqig3.
Zkraceny a neglykosylovany KGF fragment KGF{egi-z3 nebo
KGF149, narozdil od nativni dlouhé formy identifikované
jako KGFjig3, md 7- aZ 10-krdt zvydenou potenci u cilovych
bung&k. Specifita cilovych bun&k pro KGFgeg1-23 Jje
nezm&né&na. Ddle, p¥i vysokych koncentracich KGF

fragmentu, neni pozorovdn na rozdil od KGFyg3 Z&dny
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toxicky U&inek. Tato pozorovdni potvrzuji, Ze na rozdil
od toho, co bylo popsdno v PCT p¥ihldZce &. WO 90/08771,
specifita KGF pro c{lové buriky neni ddna jeho N-koncovou
doménou. Ddle p¥fedloZeny vyndlez ukazuje, Ze N-koncové
zeslabend verze KGF ve skutednosti p¥edstavuje zlepSenou
verzi KGF s vy33{ biologickou aktivitou a sniZenou
cytotoxicitou pro terapeutickou aplikaci.

Velké mnoZstvi KGF fragmentu miZe byt produkovéno
rekombinantnimi DNA technikami, coZ je vyhodné oproti
alternativnimu zpusobu izolace a &i¥té&ni KGF z p¥irodnich
zdroji a &t&peni prvnich 23 aminokyselinovych zbytku z
jejich N-konce. KGF produkovany rekombinantnimi
technikami umoZiiuje, aby byl KGF izolovéan za
nep¥itomnosti kontaminujicich molekul, které jsou
normdlnd p¥itomny v buitkdch. Ve skutednosti,KGF kompozice
zcela prosté jakychkoliv stop lidskych proteinovych
kontaminanti mohou byt snadno produkovdny napfiklad v
bakteridlnich bunkdch, kvasinkovych bunkdch a hmyzich
buikdch. P¥i pouZiti rekombinantnich DNA technik mohou

byt také produkovdny mistn& ¥izenou mutagenesi.

Jakykoliv promotor, ktery by mohl umoZnit expresi
KGF fragmentu v poZadovaném hostiteli, miZe byt pouZit v
pfedlo¥eném vyndlezu. Nap¥iklad v E.coli miZe byt pouZita
reguldtorovd sekvence lac operonu. Jinym p¥ikladem je
kvasinkovy alkohol dehydrogendsa ("ADH") promotor, ktery
md sekvenci proti sm&ru aktivdtoru (upsteam activator
sequence "UAS"), kterd moduluje aktivitu ADH promotoru.
Ddle mohou byt také pouZity urdité virové enhancery.
Takové enhancery nejen amplifikuji, ale také reguluj{
expresi v sav&ich bufikdch. Tyto enhancery mohou byt
inkorporovény do sav&ich promotorovych sekvenc{, které

budou aktivovdny pouze za p¥itomnosti induktoru jako je




hormonovy nebo enzymovy substrdt jak je popsdno v
Sassone-Corsi a Borelli, Trends Genet. 2:215 (1986);
Maniatis a spol., Science 236:1237 (1987).
Promotory,které mohou byt pouZity v pfedloZendm vyndlezu

také zahrnuji{ bakulovirovy polyhedron hybridni promotor a

pl0 promotor.

Pfiklady terminadnich sekvenci, které mohou byt
pouZity v p¥edloZeném vyndlezu jsou Saccharomyces
cerevisiae alfa-faktor termindtor a bakulovirus
termindtor. Ddle mohou také byt pouZity virdlni
termindtory, které jsou operabilni v urdité hostitelské
burice. Nap¥iklad SV40 termindtor je funkdni v burikdch
vajedniku &inského k¥edka (CHO).

P¥i vytvéd¥eni zkrdcenych proteint jsou né&které KGF
preferovény p¥i praktickém provedeni vyndlezu. Jednim je
neglykosylovany KGF, nap¥iklad zkrdcenim 23 aminokyselin
nativniho KGF. cDNA, kodujic{ preferovany zkrdceny KGF je
uvedena na obr.1l. Jiné druhy KGF fragmentu existuji nebo
mohou byt vytvo¥eny rutinnimi metodami. V uvedené
sekvencl se miZe objevit pro zkrdceny protein sté&pici
misto oznalené zdédvorkou (a), coZ poskytne protein majici
molekulovou hmotnost asi 18000 Da. PouZitim sekvendnich
dat na obr. 1 jakoZ i uvedenych charakteristik zkrdceného
KGF, muZe odbornik v oboru ziskat jiné DNA sekvence,
kodujici zkrdceny KGF. Nap¥iklad miZe byt strukturdlni
gen muZe byt zpracovdn m&nénim jednotlivych nukleotidu,
p¥i zachovdn{ sprdvnych aminokyselin, nebo m&n&nim
nukleotidu, tak, Ze se modifikuji aminokyseliny, bez
ztrdty biologické aktivity. Nukleotidy mohou byt
nahrazeny, inzertovdny nebo deletovédny zndmymi
technikami, zahrnujicimi nap¥iklad in vitro mutagenezi a

primerovou reparaci. Strukturdlni gen miZe byt zkrdcen na
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svém 3'-konci a/nebo svém 5'-konci a udrZet si svoji
biologickou aktivitu.

KGF fragment kodujici sekvence miZe byt konstruovdna
syntézou DNA sekvence, kodujici KGF fragment nebo zm&nou
existujici{ nebo nativni KGF kodujici{ sekvence pro
produkci poZadované sekvence. Nativni KGF kodujici
sekvence nebo polypeptid jsou ty, které se objevuji v
p¥irod€. Aminokyselinovd sekvence nativniho KGF je
uvedena na {obr. X]. Synteticky KGF fragment miZe byt
vyroben na bdzi zndmé aminokyselinové sekvence KGF
pouZitim kodonu preferovanych zvolenou hostitelskou
burikou jak doporuduje Urdea a spol., Proc.Natl.Acad.Sci.
USA 80:7461 (1983). Alternativné& muZe byt poZadovany KGF
fragment kodujici sekvence klonovdna z knihoven
nukleovych kyselin za pouZiti sond na bdzi
nukleokyselinové sekvence uvedené na [obr.X]. Techniky
pro produkci a sondovani knihoven nukleokyselinovych
sekvenci jsou popsdny nap¥. v prdci Sambrooka a spol.,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (New York, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1989). Jiné rekombinantni
techniky jako je mistn& specifickd mutagenese, PCR,
enzymatické 3t&peni a ligace, mohou byt také pouZity pro
konstrukci analogl a derivdtu kodujici sekvence KGF
fragmentu. Nativni KGF polypeptid kodujici sekvence muZe
byt snadno modifikovatelnd pro vytvofeni jinych t¥id KGF

polypeptidu.

Nap¥iklad mohou byt vytvo¥eny analogy KGF fragmentu
konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi, které
nezhor3uji aktivitu KGF fragmentu. P¥edloZeny vyndlez
dédle zahrnuje podskupinu analogl KGF fragmentu zvanych
muteiny, ve kterych jsou nesulfidové vazby p¥itomnych

vecysteinu v KGF fragmentu substituovdny, obecné seriny.




Tyto mutace mus{ byt stabilnf{ v %ir3i{m teplotnim rozmezi

ne? nemodifikovany KGF fragment. Muteiny mohou také
obsahovat a minokyselinové delece ve srovndni s nativnim
KGF fragmentem. Muteiny si budou udrZovat alesporl 20 %,
vyhodné& alesponl 50 %, a nejvyhodnéji alespori 80 %
aktivity nativniho KGF fragmentu. Kodujici sekvence
muteini mohou byt konstruovdny in vitro mutagenezi

kodujici sekvence nativniho KGF fragmentu.

Fragmenty se l1i%{ od nativni KGF molekuly amino
a/nebo karboxyl termindlnimi aminokyselinovymi delecemi.
PoZet aminokyselin, které jsou zkrdceny neni podstatny,
pokud KGF fragment neobsahuje N-termindlni glykosyladni
misto a udrZuje si alespori 20 % KGF aktivity nativni KGF
molekuly. Kodujic{ sekvence takovych fragmenti mohou byt
snadno konstruovdny od#t&penim neodekdvanych nukleotidl

od nativni KGF kodujici sekvence nebo jejich variant.

Expresni vektor podle p¥edloZendho vyndlezu obsahuje
promotor, ktery je operabilni v hostitelské burce a je
operativné p¥ipojen ke kodujici sekvenci KGF fragmentu
nebo analogu. Expresni vektor miZe pop¥ipadé obsahovat
signdlni sekvenci pro sekreci, termindtor, selektujici
marker, poldtek replikace a sekvence homologni k
hostitelskym bun&&nym sekvencim. Tyto dald{ prvky mohou

byt obsaZeny pro optimalizaci exprese.

Mohou také byt pouZity funk&né& nep¥irozené
promotory, nap¥iklady syntetické promotory zaloZené na
shodnych sekvencich rozdilnych promotord. Také G¢innymi
promotory mohou byt hybridni promotory, které obsahuji
reguldtorovy region spojeny s heterolognim expresnim
inicia&nim regionem. P¥iklady hybridnich promotoru jsou

E.coli lac operdtor spojeny s E.coli tac transkripcnim
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aktivadnim regionem; kvasinkovd alkoholovid
dehydrogendsovd ("ADH") reguldtorovd sekvence napojend ke
kvasinkovy glyceraldehyd-3-fosfdt-dehydrogendsovému
("GAPDH") transkripénimu aktivadnimu regionu jak je
popsdno v US patentech &. 4876197 a 4880734, zahrnuté zde
jako odkaz; a cytomegalovirus ("CMV") enhancer napojeny k
promotoru opi&iho viru SV40,

Kodujici sekvence pro KGF fragment nebo analog podle
pfedloZenédho vyndlezu muZe byt také napojena ve &tecim
rdmci k signdlni sekvenci. Signdlni sekvence typicky
koduje aminokyselinovou sekvenci pro sekreci, zahrnujici
hydrofobni aminokyseliny, které ¥id{ KGF fragment nebo
analog k bun&dné membrdn&. Ve vyhodném provedeni je misto
upraveni umisté&no mezi signdlni sekvenci a KGF fragment,
aby umoZnilo Stépeni mezi signdlni sekvenci a KGF
fragmentem bud in vivo nebo in vitro. Vhodné signdlni
sekvence jsou ty, které jsou odvozeny od genu pro
proteiny sekretované endogennimi hostitelskymi burikami,
jako je gen kvasinkové invertdsy popsany v EP &. 12873 a
japonském patentu &. 62,096,086, gen A-faktoru jak je
popsan v US patentu &. 4588684 a intrferonovd signdlni
sekvence jak je popsdna v EP 60057.

Preferovanou t¥idou sekrednich leadrl pro pouZiti v
pfedloZenédm vyndlezu pro kvasinkovou expresi je zkrdcena
kvasinkovd alfa-faktor sekvence, kterd obsahuje alespon
g4st "pre" signdlni sekvence a "pro" region. alfa-Faktor
leaderové sekvence, které mohou zde byt pouZity, zahrnuji
pre-pro alfa faktor leader plné délky, majici asi 83
aminokyselinovych zbytkd, jakoZ i zkracené alfa-faktor
leadery, typicky asi 25 aZ asi 50 aminokyselinovych
zbatkl, jak je popsdno v US patentech &. 4546083 a
4870008 (a US pat. pfihld%ce xxxxxx) a evriopském patentu




&. EP 324274, zahrnutém zde jako odkaz. Dalgi leadery

vyuzivajici alfa-faktorovy leader fragment, které zde
mohou byt pouZity, zahrnuji hybridni alfa-faktorové
leadery vyrobené s presekvenci od prvni kvasinkové
signdln{ sekvence, ale pro-regionem ze druhého
kvasinkového alfa-faktoru (viz nap¥. PCT WO 89/02463).

f. Expresni systény

KGF fragmenty a jejich analogy mohou byt exprimovany
rekombinantnimi technikami, kdy se DNA sekvence, kodujici
KGF fragment nebo analog operativné napoji do vektoru ve
sprdvném dtecim rdmci a orientaci, jak jsou tyto zndmy
odbornikum v oboru. JestliZe se produkuje geneticky
konstrukt, obsahujic{ KGF fragment je preferovanym
vychozim materidlem c¢DNA, kodujici KGF fragment. Typicky
bude zkrdceny KGF gen inzertovan ve sméru od promotoru a
bude ndsledovdn terminad&ni sekvenci, acdkoliv KGF fragment
miZe byt produkovdn jako hybridni protein, ktery muZe
byt &té&pen, je-li to Zddouci. Obecneé budou pouZity
sekvence specifické pro hostitelskou burnku, zlepsujici
produkdni vytéZek zkrdcendho KGF a zkrdcenych KGF
polypeptidovych derivdtl, a vhodné kontrolni sekvence,
jako jsou enhancerové sekvence, polyadenyladni sekvence a
ribosomovad vazebnd mista budou p¥iddny k expresnimu
vektoru., KdyZ je vhodnd kodujici sekvence izolovéna,
muZe byt exprimovédna v mnoha ruznych expresnich
systémech; jako jejich p¥iklady mohou byt pouZity savdi
bunky, bakuloviry, bakterie a kvasinky. Tyto jsou zde

diskutovdny ddle.

i, Savé¢i systémy
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Sav&{ expresn{ systémy jsou v oboru zndmé. Sav&i
promotor je jakdkoliv DNA sekvence schopnd vazby savdi
RNA polymerdsy a iniciace transkripce ve smé€ru (3') od
kodujici sekvence (nap¥. strukturdlni{ gen) do mRNA.
Promotor bude mit transkrip&ni iniciadni region, ktery je
obvykle umisté&n blizko k 5' kodujici sekvence a TATA box,
obvykle umist&ny 25-30 bazovych pari (bp) proti sm&ru od
mista po&dtku transkripce. TATA box je povaZovén za
¥idic{ RNA polymerdsu II tak, aby zaala RNA syntéza na
sprdvném mist&. Savd{ promotor bude také obsahovat
protism&rovy promotorovy prvek, typicky umistény ve 100
a¥ 200 bp proti sm&ru od TATA boxu. Protiproudovy
promotorovy prvek determinuje rychlost, kterou zapodne
transkripce a miZe pusobit v jiné orientaci [Sambrook a
spol. (1989) "Expression of Cloned Genes in Mammalian
Cells". In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.vyd
J.l.

Sav&{ virdlni geny jsou &asto vysoce exprimovdny a
maj{ ¥iroky hostitelsky rozsah; proto sekvence, kodujici
savd{ virdlni geny poskytuji zejména vhodné promotorové
sekvence. P¥iklady zahrnuji Sv40 asny promotor, promotor
viru nddoru my%i mlé&né ¥14zy LTR, adenovirus hlavni
late promotor (Ad MLP) a promotor herpes simplex viru.
Ddle sekvence odvozend od nevirdlnich genl jako je my3{
metallotheionenovy gen, poskytuji také vhodné promotorové
sekvence. Exprese muZe byt bud konstitutivni nebo
regulovand (inducibilni), v zdvislosti na promotoru miZe
byt indukovéna glukokortikoidy v butikdch, odpovidajicich

na hormon.

P¥{tomnost enhancerového prvku (enhanceru),
kombinovandho s promotorovymi prvky popsanymi vy$e, budou

typicky zvyZovat expresni hladiny. Enhancer jJe




reguldtorovd DNA sekvence, kterd miZe stimulovat

transkripci a¥ 1000krdt, je-1li napojena k homolognim nebo
heterolognim promotorum, se syntézou zadinajici p¥i
normdlnim RNA start mist&. Enhancery jsou také aktivni,
jsou-1li umisté&ny proti sm&ru nebo po sméru od mista
poddtku transkripce, bud v normdlni nebo obrécené
orientaci nebo ve vzddlenosti v&t3{ neZ 1000 nukleotida
od promotoru [Maniatis a spol. (1987) Science 236:1237;
Alberts a spol. (1989) Molecular Biology of the Cell,
2.vyd.]. Zejména mohou byt pouZity enhancerové prvky
odvozené od viru, protoZe typicky maj{ 3irs{ hostitelsky
rozsah. P¥iklady zahrnuji SvV40 &asny genovy enhancer
[Dijkema a spol. (1985) EMBO J. 4:761] a
enhancer/promotory odvozené z dlouhych termindlnich
opakovdni (long terminal repeat - LTR) viru Rousova
sarkomu [Gorman a spol. (1982b) Proc.Natl.Acad.Sci.
79:6777] a z lidského cytomegaloviru [Boshart a spol.
(1985) Cell 41:521]}. Ddle jsou n&které enhancery
regulovatelné a stdvajici se aktivnimi pouze za
p¥itomnosti induktoru, jako je hormon nebo kovovy iont
[sassone-Corsi a Borelli (1986) Trends Genet. 2:215;
Maniatis a spol. (1987) Science 236:1237].

DNA molekula miZ¥e byt exprimovdna extraceluldrné v
sav&ich buikdch. Promotorovéd sekvence muZe byt pY¥imo
spojena s DNA molekulou, a v tomto p¥ipad& bude prvni
aminokyselinou p¥i N-konci rekombinantniho proteinu
methionin, ktery je kodovdn ATG start kodonem. Je-li to
¥4douci muZe byt N-konec od¥t&pen z proteinu in vitro

inkubaci{ bromkyanem.

Alternativnd& mohou byt také cizi proteiny
sekretovédny z bufiky do rustového media vytvoXenim

chimérnich DNA molekul, které koduji fuzni protein,
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obsahujici leader sekvendni fragment, ktery poskytuje
sekreci ciziho proteinu v sav&ich butkdch. Vyhodn& jsou
zde opracovdvand mista kodovdna mezi leader fragmentem a
cizim genem, kterd mohou byt &t&pena bud in vivo nebo in
vitro. Leader sekvendni fragment typicky koduje signdlni
peptid, obsahujici{ hydrofobni{ aminokyseliny, kterd ¥{di
sekreci proteinu z buriky. Adenovirus tripartitn{ leader
je p¥ikladem leader sekvence, kterd poskytuje sekreci

ciziho proteinu v savdich bumikdch.

Typicky tranksrip&ni terminadni a polyadenyladni

sekvence rozpozndvané sav&imi bunikami jsou reguldtorové

regiony umisténé 3' k transla&nimu stop kodonu a tak,
spolu s promotorovymi prvky, lemuji kodujici{ sekvenci. 3
konec zralého mRNA je vytvo¥en mistn& specifickym
posttranskripénim St&penim a polyadenylaci [Birnstiel a
spol. (1985) Cell 41:349; Proudfoot a Whitelaw (1988)
"Termination and 3' end. processing of eukaryotic RNA. In
Transcription and splicing (vyd. E.D.Hames a D.M.Glover):
Proudfoot (1989) Trends Biochem.Sci. 14:105]. Tyto
sekvence ¥idi transkripci mRNA, kterd miZe byt
translatovdna do polypeptidu, kodovaného DNA., P¥iklady
transkrip&nich signdld termindtor/polyadenylace zahrnuji
ty, které jsou zahrnuji ty, které jsou odvozeny z SV40

[Sambrook a spol. (1989) "Expression of cloned genes in
cultured mammalian cells". In Molecular Cloning: A

laboratory Manual.

N&které geny mohou byt exprimovdny mnohem Gdinné&ji,

kdyZ jsou p¥itomny introny (nazyvané také intervendni
sekvence) . N&které c¢DNA byly v3ak G&inné exprimovany z
vektoru, které postrddaji signdly pro st¥ih (také
nazyvané st¥ihovd donorovd a akceptorovd mista) [viz

napt. Gothing a Sambrook (1981) Nature 293:620]. Introny



jsou intervendni nekodujici sekvence v kodujici sekvenci,

kterd obsahuje st¥ihovd donorovd a akceptorovd mista.
Jsou odstran&ny zpusobem nazvanym "sest¥ih", po
polyadenylaci primdrniho transkriptu [Nevins (1983)
Annu.Rev.Biochem. 52:441; Green (1986) Annu.Rev.Genet.
20:671; Padget a spol. (1986) Annu.Rev.Biochem.55:1119;
Krainer a Maniatis (1988) "“RNA splicing" v Transcription

and splicing (vyd.B.D.Hames a D.M.Glover)].

Typicky vy&e uvedené sloZky, obsahujici promotor,
polyadenyla&ni signdl, a transkrip&ni terminadni sekvence
se zavedou do expresnich konstruktd. Enhancery, introny s
funk&nimi st¥ihovymi donorovymi a akceptorovymi misty a
leader sekvence mohou byt také obsaZeny v expresnim
konstruktu, je-1i to Z&douci. Expresni konstrukty Jsou
Casto udrZovdny v replikonu, jako je extrachromosomédlni
element (nap¥. plasmidy) schopném stabilnfho udrZovdni v
hostiteli, jako jsou savéi bunky nebo bakterie. Savdi
replikadni systémy zahrnuj{ ty, které jsou odvozeny od
Yivo&i&nych vira, které pro replikaci vyZaduji trans-
pusobic{ faktory. Nap¥iklad plasmidy, obsahujici
replika&ni systémy papovaviri jako je SV40 [Gluzman
(1981) Cell 23:175] nebo polyomavirus, replikuji extrémné
vysoky podet kopii za p¥itomnosti vhodného virdiniho T
antigenu. Dal¥{ p¥iklady sav&ich replikoni zahrnuji ty,
které jsou odvozeny od hov&€ziho papillomaviru a Epsten-
Barrové viru. Ddle muZe replikon mit dva replika&ni
systémy a je tak umoZn&no, aby byl udrZovén napfiklad v
sav&ich bunkdch pro expresi a v prokaryotickém hostiteli
pro klonovdni a amplifikaci. P¥iklady takovych sav&ich-
bakteridlnich vektoru zahrnuji pMT2 [Kaufman a spol.
(1989 ( Mol.Cell.Biol.9:946 a pHEBO [Shimizu a spol.

(1986) Mol.Cell.Biol. 6:1074].
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PouZity transforma&ni{ proces zdvis{ na hostiteli,
ktery md byt transformovdn. Zpusoby zaveden{i
heterolognich polynukleotidid do sav&ich bun&k jsou zndmé
v oboru a zahrnuji dextranem zprost¥edkovanou transfekci,
srdZeni fosforednanem vdpenatym, polybrenem
zprost¥edkovanou transfekci, protoplastovou fuzi,
elektroporaci, enkapsulaci polynukleotidu (i) do liposomu
a pfimé mikroinjektovdni DNA do jé&dra.

Sav&i bunédné linie dostupné jako hostitelé pro
expresi jsou zndmy v oboru a zahrnuji mnoho
imortalizovanych buné&&nych linii dostupnych od American
Type Culture Collection (ATCC), zahrnujici, ale
neomezujicich se na n&, bunky vajedniki &inského k¥edka
(CHO), HeLa bunky, buniky ledvin novorozenctu k¥elka (BHK),
burnky opidich ledvin (COS), lidské hepatoceluldrni
karcinomové buriky (nap¥. Hep G2) a mnoho jinych bun&&nych

linif.
ii. Baculovirové systémy

Polynuleotid kodujici KGF miZe byt inzertovdn do
vhodného expresniho vektoru, nap¥iklad, hmyziho bun&&ného
expresniho vektoru a operabilné byt pfipojen ke
kontrolnim prvku v témZe vektoru. Vektorova konstrukce
vyuZivd technik, které jsou zndmé v oboru. Zejména, pIro
U&ely p¥edloZendho vyndlezu, je konstruovdn bakulovirovy
expresni vektor v podstaté podle Kittse a spol.,
BioTechniques 14:810-817 (1993).

Stru&n&, nejprve se zkonstruuje KGF expresni kazeta
inzerci KGFig3 kodujici sekvence do transfer vektoru,
obsahujiciho polynukleotidovou sekvenci, kterd je

homologn{ k &&dsti bakulovirového genomu (oznacdena zde




jako "bakulovirovd sekvence") a je s_ni schopna

homologni rekombinace. Bakulovirovd sekvence obsahuje
alespori podstatnou polynukleotidovou sekvenci, jak je
popsédna ddle. KGF kodujici sekvence se inzertuje do
transfer vektoru takovym zpusobem, Ze lemuje oba konce

bakulovirové sekvence.

Transfer vektor, obsahujici KGF kodujici sekvenci je
transferovdn do hostitelskych bun&k spolu s mutantem
pfirozeného typu bakulovitu, ktery postrddd podstatnou
polynukleotidovou sekvenci nezbytnou pro produkci
funk&niho viru. Z tohoto hlediska muZe byt funk&ni virus
produkovédn v hostitelskych butikdch po transfekci,
jestliZe se mutantni bakulovirus rekombinuje s KGF

expresni kazetou.

Funk&ni baculovirus produkovany timto zplUsobem m&
tak inkorporovanou KGF expresni kazetu a je vhodny pro
transfekci do novych hostitelskych bun&k pro produkci
rekombinantniho KGF a rekombinantniho KGFgdegi-23-
Alternativnd muZe byt tento zplsob proveden s KGFdegi-23
kodujici sekvenci misto KGFig3 kodujici sekvence. Obecné
zahrnuji sloZky expresnfho systému transfer vektor,
obvykle bakteridlni plasmid, ktery obsahuje jak fragment
bakulovirového genomu tak obvyklé restrik&ni misto pro
inzerci heterologniho genu nebo genu, které jsou
exprimovdny; p¥irozeny typ bakuloviru se sekvenci
homologni{ k bakulovirus-specifickému fragmentu v transfer
vektoru (tato umoZriuje homologni rekombinaci
heterologniho genu do bakulovirového genomu); a vhodné
hmyzi hostitelské bumky a rustovd media.

Po inzerci zkrdcené KGF DNA sekvence do transfer

vektoru jsou vektor a genom pfirozendho typu vektoru
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transfektovdny do hmyzich hostitelské buriky, kde probé&hne
rekombinace vektoru a virového genomu. Vznikly
rekombinantni virus je exprimovdn a rekombinantni plaky
jsou indentifikovdny a &i%t&ny. Materidly a zpusoby pro
expresni systémy bakulovirus/ hmyz{ buitka jsou komer&né&
dostupné ve form& kitu od, inter alia, Invitrogen, San
Diego CA ("MaxBac" kit). Tyto techniky jsou obecné Znamé
odbornikium v oboru a jsou popsdny v prdci Summerse a
Smitha, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin
No.1555 (1987) (ddle zde "Summers a Smith"), kterd Jje zde
zahrnuta jako odkaz.

P¥ed inzerci zkrdcené KGF DNA sekvence do
bakulovirového genomu, jsou vySe uvedené sloZky,
zahrnujfc{ promotor, leader (je-1li to Z&douci), Z4danou
kodujici sekvenci a transkripéni terminadni sekvenci,
typicky seataveny do meziproduktového p¥endgejiciho
konstruktu (transfer vektor). Tento konstrukt muZe
obsahovat jediny gen a operativn& p¥ipojené reguldtorové
elementy; vice genl, které jsou kaZdy operativné&
p¥ipojeny k reguldtorovym prvkim; nebo vice genu,
regulovanych stejnou sadou reluldtorovych prvku.
Meziproduktové p¥end¥enic{ konstrukty jsou casto
udrZovédny v replikonu, Jjako Jje extrachromosomdlni element
(nap¥. plasmidy) schopny stabilnfho udrZeni v hostitell
jako je kakterie. Replikon bude mit replikadni systém,
ktery mu umoZfuje byt zachovdn ve vhodném hostiteli pro

klonovéni a amplifikaci.

V soudasnosti je nejb&Zn&ji pouZivanym transfer
vektorem pro zavedeni cizich gend do AcNPV pAc373. Je
rovnd¥ mo¥no sestavit mnoho jinych vektoru, jak bude
z¥ejmé odbornikim v oboru. Tyto napfiklad zahrnuj{ pvL985

(ktery m&ni polyhedrin start kodon z ATG na ATT a ktery




zavdd{ BamHI klonovaci misto 32 bdzovych pdrl po smé&ru

exprese od ATT;viz Luckow a Summers, Virology (1989)
17:31) .

Plasmid obvykle také obsahuje polyhedrin
polyadenyladni signdl (Miller a spol.(1988)
Ann.Rev.Microbiol., 42:1;77) a gen prokaryotické
ampicilinové rezistence (amp) a poldtek replikace selekce

a propagace v E.coli.

Bakulovirus transfer vektory obvykle obsahuji
bakulovirovy promotor. Bakulovirovy promotor je jakdkoliv
DNA sekvence schopnd vdzat bakulovirus RNA polymerdsu a
iniciovat proti sm&ru exprese (5' ke 3') transkripci
kodujici sekvence (nap¥. strukturdlniho genu) do mRNA.
promotor bude mit transkrip&ni iniciadni region, ktery je
obvykle umisté&n v blizkosti 5' konce kodujici sekvence.
Tento transkripéni iniciadni region typicky obsahuje RNA
polymerdsové vazebné misto a transkripdni poddtedni
misto. Bakulovirus transfer vektor miZe také mit druhou
doménu nazvanou enhancer, kterd, je-li p¥itomna, je
obvykle vzddlena od strukturdlniho genu. Exprese muZe byt

bud regulovand nebo konstitutivni.

Strukturdlni geny, v posledni dob& hojné&
transkribované ve virdlnim infek&nim cyklu, poskytuji
zv143t& vhodné promotorové sekvence. P¥iklady zahrnuj{
sekvence odvozené od genu, kodujiciho virdlni polyhedron
protein, Friesen a spol., (1986) "The Regulation of
Baculovirus Gene Expression", v: The Molecular Biology of
Baculoviruses (vyd. Walter Doerfler); EPO &. 127839 a
155476; a genu, kodujiciho pl0 protein Vlak a spol.,
(1988) . J.Gen.Virol 69:765.
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DNA, kodujic{ vhodné signdlni sekvence muZe byt
odvozena z genl pro sekreci hmyzich nebo bakulovirovych
proteinu, jako je bakulovirus polyhedrin gen (Carbonell a
spol.(1988) Gene, 73:409). Alternativng, protoZe signdly
prosavdi bun&Xné posttransladni modifikace (jako je
signdlni peptidové Et&peni, proteolytické &t&peni a
fosforylace) se jevi byt rozpozndvané hmyzimi burkami a
signdly vyZadované pro sekreci a akumulaci v jédru,se
také jevi byt konzervovédny mezi invertebrdlnimi bunkami a
vertebrdlnimi budkami, mohou byt také pouZity pro sekreci
ve hmyzu leadery nehmyziho puvodu, jako jsou ty, které
jsou odvozeny od genu, kodujicich lidsky «-interferon,
Maeda a spol.(1985), Nature 315:592; lidsky gastrin
uvolniujici peptid, Labacqg-Verheyden a spol.(1988),
Molec.Cell.Biol. 8:3129; lidsky IL-2, Smith a spol.,
(1985) Proc.Nat'l Acad.Sci. USA, 82:8404; mySi IL-3,
(Miyajima a spol., (1987) Gene 58:273; a lidskou
glukocerebrodisdsu, Martin a spol. (1988) DNA, 7:99.

Rekombinantni polypeptid nebo polyprotein miZe byt
exprimovdn intraceluldrn& nebo, je-li exprimovan se
sprdvnymi reguldtorovymi sekvencemi, miZe byt sekretovan.
Dobrd intraceluldrni exprese nefuzovanych cizich proteinu
obvykle vyZaduje heterologni geny, které idedln& maji
krdtkou leader sekvenci, obsahujic{ vhodné transla&ni
inicia®n{ signdly p¥edchdzejic{ ATG start signdlu. Je-1li
to Zddouci, miZe byt methionin na N-konci odstépen ze

zralého proteinu invitro inkubaci bromkyanem.

Alternativnég, rekombinantni polyproteiny nebo
proteiny, které nejsou p¥irozené& sekretovény, mohou byt
sekretovdny ze hmyzi{ bunky vytvo¥enim chimérnich DNA
molekul, které koduji fuzni protein, obsahujici leader

sekven¥ni fragment, ktery poskytuje sekreci ciziho




proteinu ve hmyzu. Leader sekvendni fragment typicky

koduje signdln{ peptid, obsahujic{ hydrofobni
aminokyseliny, které ¥id{i translokaci proteinu do

endoplasmického retikula.

Po inzerci zkrdcené KGF DNA sekvence a/nebo genu,
kodujfciho prekurzor expresniho produktu, je hmyz{
hostitelskd butlky ko-transformovdna s heterologni DNA
transfer vektoru a genomovou DNA pY¥irozeného typu
bakuloviru - obvykle ko-transfekci{. Promotorovd a
transkripnf{ terminadni sekvence konstruktu bude typicky
obsahovat 2-5kb sekci bakulovirového genomu. Zpusoby
zavedeni heterologni DNA do poZadovaného mista bakuloviru
jsou zndmé v oboru. (Viz Summers a Smith supra; Ju a
spol., Mol.Cell.Biol. (1983) 3:2156 a Luckow a Summer
(1989)) . Napfiklad inzerce do genu jako je polyhedrin
gen, muZe byt provedena homologni dvojitou cross-over
rekombinaci{; inzerce muZe také byt do mista restrikd&niho
enzymu zapracovaného do poZadovaného bakulovirového
genu, Miller a spol., (1989), Biocessays 4:91. DNA
sekvence, je-li klonovdna misto polyhedrinového genu v
expresnim vektoru, je lemovdna jak 5' tak 3' polyhedrin-
specifickymi sekvencemi a je umist&na po sm&ru exprese

polyhedrinového promotoru.

Noveé vytvoY¥eny bakulovirus expresni vektor je
ndsledn& umist&n do infek&niho rekombinantniho
baxuloviru. Homologni rekombinace probihd p¥i malé
frekvenci (mezil asi 1 % a asi 5 %); to znamend, Ze
podstatnd &dst viru produkovaného po kotransfekci je
jedt& standardnfho typu. Proto je pot¥ebnd metoda pro
identifikaci rekombinantnich vird. Vyhodou expresniho
systénmu je vizudlni screening, umoZiujici rozligeni

rekombinantnich viru. Polyhedrin protein, ktery je
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produkovén nativnim virem, je produkovédn ve velmi
vysokych hladindch v jddru infikovanych bundk po virové
infekci. Akumulovany polyhedrin protein vytva¥{ okluzni
téliska, kterd také obsahuji uzav¥end &dstice. Tato
okluzni t&liska, aZ do velikosti 15 gm, jsou vysoce
odrdZejici, a proto jsou jasn& t¥pytivého vzhledu, ktery
je snadno vizualizovdn pod sv&telnym mikroskopem. Bumiky
infikované rekombinantnimi viry postrddaji okluzni
té&liska. Pro rozligeni rekombinantniho viru od
pfirozeného viru se transfek&ni supernatant plakuje na
monovrstvu hmyzich bun&k technikami, které jsou
odbornikim v oboru zndmé. TotiZ, plaky se screenuji pod
svételnym mikroskopem na p¥itomnost (indikujici p¥irodni
typ viru) nebo nep¥itomnost (indikujici rekombinantni
virus) okluznich t&lisek. "Current Protocols in
Microbiology" &.2 (Ausubel a spol.vyd.)
16.8(dod.10,1990) ; Summers a Smith, supra; Miller a spol.
(1980) .

Rekombinantni bakulovirus expresni vektory byly
vyvinuty pro infekci do n&kterych hmyzich bundk.
Nap¥iklad, byly vyvinuty rekombinantni bakuloviry pro,
inter alia: Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx
mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda a
Trichoplusia ni (PCT &. pub. WO89/046699; Carbonell a
spol., (1985) J.Virol, 56:153; Wright (1986) Nature
321:718; Smith a spol., (1983) Mol.Cell.Biol. 3:2156 a
viz obecné& Fraser a spol., (1989) In Vitro Cell,
Dev.Biol.25:225).

Burtky a bun&dnd media jsou komer&n& dostupné jak pro
pIimou tak fuzni expresi heterolognich polypeptidu v

bakulovirus/expresnim systému; technologie bun&&né
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kultury je obecn& odbornikim v oboru dobie zndmd. Viz

napY. Summers a Smith, supra.

Modifikované hmyzi butiky mohou pak rust ve vhodném
¥ivndm mediu, kterd umoZfuje stabilni zachovani
plasmidu (i) p¥itomnych v modifikovaném hmyzim hostiteli.
Je-1i genovy expresni produkt pod induk&ni kontrolou,
hostitel mi¥e rust ve vysoké hustot& a indukovat expresi.
Alternativn&, je-li exprese konstitutivni, produkt bude
kontinudln& exprimovdn do media a #ivné medium nus{
plynule cirkulovat pfi odstranovdni poZadovaného produktu
a doplilovédni vy&erpanych Zivin. Produkt miZe byt &iZtén
takovymitechnikami jako je chromatografie, nap¥. HPLC,
afinitni chromatografie, iontovymé&nnd chromatografie
atd.; elektroforéza; odst¥edovani s hustotnim gradientem;
extrakce rozpou¥tddly a podobn&. Je-li to vhodné, produkt
ni¥e byt ddle &i¥t&n podle poZadavku tak, Ye se odstran{
v podstat& jakékoliv hmyz{ proteiny, které jsou také
sekretovédny do media nebo jsou vysledkem lyze hmyzich
bundk tak, ¥e se poskytne produkt, ktery je alesponl v
podstat& prosty zlomu hostitelskych bun&k, napf.
proteinf, lipidu a polysacharidu.

7a G&elem ziskdni exprese zkrdceného KGF, se
rekombinantni hostitelské buttky zi{skané z transformantu
inkubuji{ za podminek, které umoZiuji expresi
rekombinantni zkrdceni KGF kodujic{ sekvence. Tyto
podminky se budou m&nit v zdvislosti na zvolené
hostitelské budce. Podminky bude v¥ak snadné stanovit pro

odborniky na z&klad& toho, co je v oboru Zndmo .
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iii. Bakteridlni systémy

Bakteridlni expresni techniky jsou zndmé v oboru.
Bakteridlni promotor je jakdkoliv DNA sekvence schopnd
vazby bakteridlni RNA polymerdsy a iniciace transkripce
po sméru exprese (3") kodujici sekvence (nap¥.
struktirniho genu) do mRNA. Promotor bude mit
transkripdni inicia&ni region, ktery je obvykle umisté&n
blizko 5' konce kodujici{ sekvence. Transkrip&ni iniciad&ni
region typicky zahrnuje RNA polymerdsové vazebné misto a
transkrip®ni inicia&ni misto. Bakteridln{ promotor miZe
také mit druhou doménu nazvanou operdtor, kterd muZe
pfesahovat p¥ipojené RNA polymerdsové vazebné misto, pii
kterém zadind RNA syntéza. Operdtor umoZnuje negativné
regulovanou (indukovatelnou) transkripci, protoZe gen
represor proteinu miZe vdzat operdtor a tim inhibovat
transkripci specifického genu. Konstitutivni exprese muZe
probihat za nep¥itomnosti negativnich reguldtorovych
prvkl jako je operdtor. Navic, pozitivni regulace muZe
byt dosaZeno gen aktivdtor proteinovou vazebnou sekvenci,
kterd, je-1i p¥itomna je obvykle blizko (5') k RNA
polymerdsové vazebné sekvenci. P¥ikladem gen aktivdtor
proteinu je katabolitovy aktivédtor protein (CAP -
catabolite activator protein), ktery napomdhd podatku
transkripce lac operonu v Escherichia coli
(E.coli) /Raibaud a spol. (1984) Annu. Rev.Genet.,
18:173/. Regulovand exprese muZe byt proto jak pozitivn{
tak negativni, &imZ se bud zvy3uje nebo redukuje

transkripce.

Sekvence, kodujici metabolickou drdhu enzynu,
poskytuj{ zvldst& vhodné promotorové sekvence. P¥iklady
zahrnuj{ promotorové sekvence odvozené z enzymu,

metabolizujicich cukr jako je galaktosa, laktosa (lac)




/Chang a spol.(1977) Nature 198:1056/ a maltosa. Dal¥{

pfiklady zahrnuji promotorové sekvence odvozené z

biosyntetickych enzyml jako je tryptofan (trp) /Goeddel a
spol. (1980) Nuc.Acids Res. 8:4057; Yelverton a spol.
(1981) Nucl.Acids Res., 9:731; US 4738921; EPO pub.&.
036776 a 121775/. g-Laotamasa (bla) promotorovy systém
/Weissmann (1981) "The cloning of interfaron and other
mistakes". V Interferon 3 (vyd.I.Gresser)/, bakteriofédg
lamda PL /Shimatake a spol. (1981) Nature 292:128/ a T5
/US 4689406/ promotorové systémy poskytuj{ také vhodné

promotorové sskvence.

D&le mohou syntetické promotory,které se nevyskytuji
v p¥irod& také plUsobit jako bakteridlni promotory.
Nap¥iklad transkrip&ni aktivadni sekvence jednoho
bakteridlniho nebo bakteriofdgového promotoru mohou byt
spojeny s operonovymil sekvencemi jiného bakteridlniho
nebo bakteriofdgového promotoru, za vytvofeni
syntetickdho hybridnfiho promotoru /US patent &. 4551433/.
Nap¥iklad tac promotor je hybrid trp-lac promotoru,
obsahujici jak trp promotorovou tak lac operonovou
sekvenci, kterd je regulovdna lac represorem /Amann a
spol., (1983) Gene 25:167; de Boer a spol. (1983)
Proc.Natl.Acad.Sci. 80:21/. Navic muZe bakteridlni
promotor obsahovat p¥irozené& se vyskytujici promotory
nebakteridlniho puvodu, které maji schopnost se vdzat k
bakteridlni RNA polymerdse a iniciovat transkripci.
Pfirozen& se vyskytujici{ promotor nebakteridlniho puvodu
miZe byt také kondenzovdn s kompatibilni RNA polymerdsou
pro ziskdni vysokych hladin exprese stejnych genu v
prokaryotech. Systém bakteriofdgovd T7 RNA
polymerdsa/promotor je p¥ikladem kondenzovaného
promotorového systému /Studier a spol. (1986)
J.Mol.Biol:113; Tabor a spol. (1985) Proc.Natl.Acad.Sci.



36

82:1074/. Navic miZe hybridni promotor také obsahovat
bakteriofdgovy promotor a E.coli operdtor region (EPQ
pub.&. 267851).

Navic k funkdni promotorové sekvenci je také d&inné
ribosom vazebné misto pro expresi cizich genu v
prokaryotech. V E.coli je ribosomové vazebné misto
nazvéano Shine-Dalgarno (SD) sekvence a obsahuje iniciadni
kodon (ATG) a sekvenci 3-9 nukleotidi délky umisté&nou 3-
11 nukleotidd proto sméru exprese od iniciadniho kodonu
/Shine a spol.(1975) Nature 254:34/. SD sekvence je
povaZovdna za promotujici vazbu mRNA k ribosomu pdrovadnim
bdzi mezi SD sekvenci a 3' a E.coli 16S rRNA /Steitz a
spol. (1979) "Genetic signals and nucleotide sequences in
messenger RNA" v Biological Regulation and Development:
Gene Expression (vyd.R.F.Goldberger)/. Pro expresi
eukaryotickych genu a prokaryotickych genl se slabym
ribosom-vazebnym mistem /Sambrook a spol.(1989)
"Expression of cloned genes in Escherichia coli" v

Molecular Cloning: A Laboratory Manual.

DNA molekula muZe byt exprimovédna intraceluldrné.
Promotorova sekvence muZe byt p¥imo spojena s DNA
molekulou a v tomto p¥ipadé bude vZdy prvni
aminokyselinou na N-konci methionin, ktery koduje ATG
start kodon. Je-1li to Zddouci, miZe byt methionin na N-
konci odité&pen z proteinu in vitro inkubaci s bromkyanem
nebo in vivo nebo in vitro inkubaci s bekteridlni

methionin N-koncovou peptidédsou (EPO pub.&. 219237).

Alternativou pro ¥izenou expresi jsou fuzni
proteiny. Typicky DNA sekvence, kodujic{ N-koncovou &dst
andogenniho bakteridlniho proteinu, nebo jiného

stabilniho proteinu, je flzovdna k 5' konci heterolognich




kodujf{cfch sekvenc{. P¥i expresi tento konstrukt bude

poskytovat fuzi dvou aminokyselinovych sekvenci.
NapY¥{klad bakteriofdg lambda bun&ny gen muZe byt
pfipojen k 5' konci ciziho genu a exprimovdn v bakterii.
Vysledny fuzni protein si vyhodn& udrZuje misto pro
opracocdvajici{ enzym (faktor Xa) pro gt&peni
bakteriofdgového proteinu z ciziho genu /Nagai a
spol.(1984)Nature 309:810/. Fuzni proteiny mohou také byt
vyrobeny se sekvencemi z lacZ /Jia a spol. (1987) Gene
60:197/; trpE /Allen a spol.(1987) J.Biotechnol.5:93;
Makoff a spol. (1989) J.Gen.Microbiol. 135:11/ a Chey
/EPO pub.&. 324647/ geni. DNA sekvence pIi spojeni dvou
aminokyselinovy sekvenci muZe nebo nemusi kodovat misto
Ytdpeni. Jinym p¥ikladem je ubiquitin fuzni protein.
takovy fuzni protein se vyrob{ s ubiquitinovym regionem,
ktery si vyhodn& zachovavd misto pro opracovavajici enzym
(nap¥. ubiquitin specifickou opracovavajici protedsu) pro
¥t¥peni ubiquitinu z cizfho proteinu. Touto metodou muZe
byt izolovén nativni ciz{ protein /Miller a spol. (1989)
Bio/Technology 7:698/.

Alternativn® cizi proteiny mohou byt také
sekretovédny z bun&k vytvofenim chimérnich DNA molekul,
které koduji fuzni protein, obsahujici signdlni peptidovy
sekven¥n{ fragment, ktery poskytuje sekreci ciziho
proteinu v bakterii (US 4336336/. Signdln{ sekvendni
fragment typicky koduje signdlni peptid obsahujici
hydrofobni aminokyseliny, které ¥idi sekreci proteinu z
buntky . Protein je bud sekretovén do ristového media (gram
-pozitivni bakterie) nebo do periplasmického prostoru,
umistdného mezi vnit¥ni a vn&j%{ membrdnou bunky (gra-
negativni bakterie). Vyhodné jsou zde takovd mista pro

Upravu, kterd mohou byt ¥té&pena bud in vivo nebo in
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vitro, zakodovdna mezi signdlni peptidovy fragment a ciz{
gen.

DNA kodujici vhodnd signdlni sekvence muZe byt
odvozena z genu pro sekretované bakteridlni proteiny,
jako je E.coli vn&j3{ membrdnovy proteinovy gen (ompA)
/Masiu a spol. (1983) v: Experimental Manipulation of
Gene Expression; Ghrayeb a spol. (1984) EMBO J. 2:2437/ a
E.coli alkalickd fosfatdsa signdlni sekvence (phoA) /Oka
a spol. (1985) Proc.Natl.Acad.Sci. 82:7212/. Jako dals{
p¥iklad miZe byt pouZita signdlni sekvence alfa-amylédsa
genu z ruznych Bacilus kmenu k sekretovdni heterolognich
proteint z B.subtilis /Palva a spol. (1982)
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 79:5582; EPO pub.&. 244042/.

Typicky jsou transkripdni termina&ni sekvence
rozpozndvané bakteriemi umistény 3' k transladnimu stop
kodonu a tak spolu s promotorem lemuji kodujici sekvenci.
Tyto sekvence ¥id{ transkripci mRNA, kterd miZe byt
translatovdna do polypeptidu kodovaného dNA. Transkrip&ni
termina&ni sekvence Zasto zahrnuji DNA sekvence o asi 50
nukleotidech schopné tvorby kmenovych smydkovych
struktur, které napomdhaji terminadni transkripci.
P¥iklady zahrnuji{ transkripdni terminadni sekvence
odvozené od genu se silnymi promotory, jako je trp gen v

E.coli jakoZ i jiné biosyntetické geny.

Typicky spolu vyge uvedené sloZky, zahrnujici
promotor, signdlni sekvenci (je-1li Zadouci), poZadovanou
kodujici sekvencia transkripéni terminadéni sekvenci,
tvo¥{ expresni konstrukty. Expresni konstrukty jsou &asto
udrZovdny v replikonu jako je extrachromosomdlni element
(nap¥. plasmidy) schopny stabilnfho zachovdni v

hostiteli, jako je bakterie. Replikon bude mit replikadni




systém, ktery umoZrniuje, aby byl zachovdn v

prokaryotickém hostiteli pro expresi nebo pro klonovani a
amplifikaci. Ddle muZe byt replikon plasmid o bud vysokém
nebo nizkém po&tu kopii. Plasmid o vysokém podtu kopii
bude obecn& mit podet kopii v rozmezi od asi 5 do asi
2000 a typicky asi 10 a¥ asl 150. Hostitel, obsahujici
plasmid o vysokém poltu kopif bude vyhodn& obsahovat
alespon asi 10 a vyhodn&ji alespon asi 20 plasmidd. MiZe
byt zvolen vektor jak o vysokém poltu kopii tak o nizkém
podtu kopii v zdvislosti na G&inku vektoru a ciziho

proteinu na hostitele.

Alternativné mohou byt expresni konstrukty
integrovdny do bakteridlniho genomu s integradnim
vektorem. Integradni vektory typicky obsahuji alespont
jednu sekvenci homologni k bakteridlnimu chromosomu,
kterd umoZnuje vektou se integrovat. Integrace se jevi
byt vysledkem rekombinaci mezi homologni DNA ve vektoru a
bakteridlnim chromosomu. Nap¥iklad integradni vektory
konstruované s DNA z ruznych Bacillus kment integruji do
Bacillus chromosomu (EPO pub.&. 127328). Integrujici
vektory mohou také obsahovat bakteriofdgové nebo

transposonové sekvence.

Typicky mohou extrachromosomdlni a integradni
expresni konstrukty obsahovat selektovatelné markery pro
umoZnéni selekce bakteridlnich kmeni, které byly
transformovdny. Selektovatelné markery mohou byt
exprimovdny v bakteridlnim hostiteli a mohou zahrnovat
geny, které ud&luji bakterii rezistenci k lé&ivum jako je
ampicilin, chloramfenikol, erythromycin, kanamycin
(neomycin) a tetracyklin /Davies a spol. (1978)

Annu.Rev:Microbiol. 32:469/. Selektovatelné markery mohou
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také obsahovat biosyntetické geny jako jsou geny ve

drahdch biosyntézy histidinu, tryptofanu a leucinu.

Alternativné& mohou né&které z vy%e popsanych sloZek
spolu vstupovat do transformadniho vektoru. Transforma&ni
vektory typicky obsahuji selektovatelny marker, ktery je
bud udrZovén v replikonu nebo vypé&stovdn v integra&nim

vektoru jak popsano vyse.

Expresni a transformadni vektory, bud
extrachromosomdlni replikony nebo integra&ni vektory,
byly vyvinuty pro transformaci do mnoha bakterii.
Napf¥iklad byly inter alia expresni vektory vyvinuty pro
ndsledujici bakterie: Bacillus substilis /Palva a
spol. (1982) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 79:5582; EPO pub.&.
036259 a 063953; PCT WO 84/04541/; Escherichia coli
/Shimatake a spol. (1981) Nature 292:128; Amann a spol.
(1985) Gene 40:183; Studier a spol. (1986) J.Mol.Biol.
189:113; EPO pub.&. 036776, 136829 a 136907 [;
Streptococcus cremoris /Powell a spol. (1988)
Appl.Environ.Microbiol. 54:655/; Streptococcus lividans
/Powell a spol.(1988) Appl.Environ.Microbiol.,54:655/;
Streptomyces lividans /US 4745056/,

Zpusoby zavedeni exogenni DNA do bakteridlnich
hostitelll jsou v oboru dob¥e zndmé a typicky zahrnuji bud
transformaci bakterii oSet¥enych CaCl, nebo jinymi
¢inidly, jako jsou divalentni kationty a DMSO. DNA muZe
byt také zaveden do bakteridlnich bun&k elektroporaci.
Transformadni postupy se obvykle méni podle
transformovanych bakteridlnich druhl. Viz nap¥. /Masson a
spol. (1989) FEMS Microbiol.Lett.60:273; Palva a spol.,
(1982) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 79:5582; EPO pub.&. 036259
a 063953; PCT pub.&. WO84/04541, Bacillus/, /Miller a
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spol. (1988) Proc.Natl.Acad.Sci. 85:856; Wang a

spol., (1990) J.Bacteriol.172:949, Campylobacter/; /Cohen
a spol.(1973) Proc Natl.Acad.Sci. 69:2110; Dower a spol.
(1988) Nucleic Acids Res. 16:6127; Kushner (1978) "An
improved method for transformation of Escherichia coli
with ColEl-derived plasmids. V Genetic Engineering:
Proceedings of the International Symposium on Genetic
Engeneering (vyd. H.W.Boyer a S.Nicosia); Mandel a spol.
(1970) J.Mol.Biol. 53:159; Takeo (1988)
Biochim.Biophys.Acta 949:318; Escherichia/;/Chassy a
spol.(1987) FEMS Microbiol.Lett.44:173
Lactobacillus/;/Fiedler a spol.(1988) Anal.Biochem
170:38, Pseudomonas/; /Augustin a spol.(1990) FEMS
Microbiol.Lett.66:203, Staphylococcus/;/Barany a

spol. (1980)J.Bacteriol. 144:698; Harlander (1987)
"Transformation of Sterptococcus lactis by
electroporation, v: Streptococcal Genetics
(vyd.J.Ferretti a R.Curtis III); Perry a spol. (1981)
Infec.Immun.32:1295; Powell a spol. (1988) Appl.Environ.
Microbiol.54:665; Somkuti a spol.(1987) Proc.4th
Evr.Cong.Biotechnology 1:412, Streptococcus/.

iv. Kvasinkovad exprese

Kvasinkové expresni systémy jsou odbornikim v oboru
dob¥e zndmé. Kvasinkovy promotor je jakdkoliv DNA
sekvence schopnd vdzat kvasinkovou RNA polymerdsu a
iniciovat po sm&ru (3') transkripci kodujici sekvence
(nap¥ .strukturdlni gen) do mRNA. Promotor bude mit
transkrip&ni inicia&ni region, ktery je obvykle umistén
blizko 5' konce kodujici sekvence. Tento transkripdni
inicia&ni region typicky obsahuje RNA polymerdsové
vazebné misto (“TATA box") a transkripdni iniciadni

misto. Kvasinkovy promotor miZe mit také druhou doménu
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nazvanou protism&pvd aktivdtorovd sekvence ("upstream
activator sequence - UAS), kterd, je:li pfitomna, je
obvykle distdln{ ke strukturdlnimu genu. UAS umoZiuje
regulovanou (indukovatelnou) expresi. Konstitutivni
exprese se objevuje za nep¥itomnosti UAS. Regulovand
exprese muZe byt bud pozitivni nebo negativni, &imZ se
bud zvy3uje nebo redukuje transkripce.

Kvasinka je fermentujici organismus s aktivni
metabolickou drdhou, proto sekvence, kodujici enzymy v
metabolické drdze poskytuji zv1a3t& vhodné promotorové
sekvence. P¥iklady zahrnuji alkohol dehydrogendsu
(ADH) (EPO pub.&. 284044), enoldsu, glukosa-6-fosfét
isomerdsu, glyceraldehyd-3- fosfdt-dehydrogendsu (GAP
nebo GAPDH), hexokindsu, fosfofruktokindsu, 3-
fosfoglycerdt mutdsu a pyruvdt kindsu (PyK) (EPO pub.<&.
329203) . Kvasinkovy PHO5 gen, kodujici kyselou fosfatédsu
poskytuje také vhodné promotorové sekvence /Myanohara a
spol. (1983) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 80:1/.

Ddle syntetické promotory, které se nevyskytuji v
pfirod€ také pusobi jako kvasinkové promotory. Na p¥iklad
UAS sekvence jednoho kvasinkového promotoru mohou byt
spojeny s transkrip&nim aktiva&nim regionem jiného
kvasinkového promotoru, vytvo¥i se tak synteticky
hybridni promotor. P¥iklady takovych hybridnich promotoru
zahrnuji{ ADH reguldtorovou sekvenci napojenou ke GAP
transkrip&nimu aktivadnimu regionu (US 4876197 a US
4880734) . Jiné p¥iklady hybridnich promotoru zahrnuji
promotory, které obsahuji reguldtorové sekvence bud ADHZ,
GAL4, GAL10 nebo PHOS geny, spojené s transkripdnim
aktivadnim regionem glykolytického enzymu jako je GAP
nebo PyK (EPO pub.&. 164556). D&le muZe kvasinkovy

promotor zahrnovat p¥irozen& se vyskytujici promotory




nekvasinkového puvodu, které maji schopnost vazat

kvasinkovou RNA polymerdsu a iniciuj{ transkripci.
p¥iklady takovych promotoru zahrnujf, inter alia, /Cohen
a spol.(1980) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:1078; Henikoff a
spol. (1981) Nature 283:835; Hollenberg a spol. (1981)
Curr.Topics Microbiol.Immunol. 96:119; Hollenberg a
spol. (1979) "The Expression of Bacterial Antibiotic
Resistance Genes in the Yeast Saccharomyces cerevisiae"
v: Plasmids of Medical, Environmental and Commercial
Importance (vyd. K.N.Timmis a A.Puhler); Mercerau-
Puigalon a spol. (1980) Gene 11:163; Panthier a

spol. (1980) Curr.Genet,2:109/.

DNA molekula miZe byt exprimovdna intraceluldrné ve
kvasince. Promotorovd sekvence miZe byt p¥imo spojena s
DNA molekulou a v tomto p¥ipad®& prvni aminokyselina na N-
konci rekombinantniho proteinu vZdy bude methionin, ktery
je kodovén ATG start kodonem. Je-li to Z&douci, methionin
na N-konci miZ¥e byt odZt&pen z proteinu in vitro inkubaci

s bromkyanem.

Fuzni proteiny poskytuji alternativu pro kvasinkové
expresni systémy, jako¥ sav&{, bakulovirové a bakteridlni
systémy. Typicky DNA sekvence, kodujici N-koncovou cast
endogenniho kvasinkového proteinu, nebo jiného stabilnfho
proteinu, je fuzovdna k 5' konci heterologni kodujici
sekvence. PY¥i expresi bude tento konstrukt poskytovat
fuzi dvou aminokyselinovych sekvenci{. Nap¥iklad gen
kvasinkové nebo lidské superoxid dismutdsy (SOD), muZe
byt pfipojen k 5' konci ciziho genu a exprimovan ve
kvasince. DNA sekvence ve spojeni dvou aminokyselinovych
sekvenci miZe nebo nemusi kodovat ¥t&pitelné misto. Viz
napf. EPO pub.&. 196056. Dal¥im p¥ikladem je ubiquitinovy

fuzni protein. Takovy fuzni protein je plipraven s
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ubiguitinovym regionem, ktery si vyhodn& udrZuje misto
pro upravujici enzym (nap¥. ubiquitin-specificky
upravujici protedsu) pro od3t&peni ubiquitinu z cizfiho
proteinu. Touto metodou tak miZe byt izolovdn nativni
cizi protein (viz nap¥. PCT publ&. WO88/024066).

Alternativn& mohou byt také cizi proteiny
sekretovdny z burliky do rustového media vytvo¥enim
chimérnich DNA molekul, které koduji fuzni protein ,
obsahujic{ leader sekvendni fragment, ktery poskytuje
sekreci ciziho proteinu ve kvasince. Vyhodn& jsou zde
upravujici mista kodovand mezi leader fragmentem a cizim
genem, kterd budou &té&pena bud in vivo nebo in vitro.
Leader sekven&ni fragment typicky koduje signdlni peptid,
obsahujici hydrofobni aminokyseliny, ktery ¥id{i sekreci

proteinu z burnky.

DNA, kodujici vhodné signdlni sekvence mohou byt
odvozeny z genu pro sekreci kvasinkovych proteint, jako
je kvasinkovy invertdsovy gen (EPO pub.&. 012873; JPO
pub.&. 62,096,086) a A-faktorovy gen (US 4588684).
Alternativné existuji leadry nekvasinkového plvodu, jako
je interferon leader, které také poskytuji sekreci ve
kasince (EPO pub.&. 060057).

Preferovanou t¥idou sekrednich leaderl jsou ty,
které vyuZivaji fragment genu kvasinkového alfa faktoru,
ktery obsahuje '"pre" signdlni sekvenci a “pro" region.
Typy alfa faktorovych fragmentiu, které mohou byt pouZity,
zahrnuji plnou délku pre-pro alfa faktorového leaderu
(asi 83 aminokyselinovych zbytka) jako i1 zkrécené alfa-
faktorové leadery (typicky asi 25 aZ asi 50
aminokyselinovych zbytkl) (US 4546083 a US 4870008; EPO
pub.&. 324274). Dals{ leadery, vyuZivajici alfa-faktorovy
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leader fragment, které poskytuj{ sekreci, zahrnuj{
hybridni alfa faktor leadery vyrobené s presekvenci prvni
kvasinky, ale s pro-regionem druhého. kvasinkového alfa
faktoru. Viz nap¥. PCT pub.&. WO89/02463.

Typicky jsou transkrip&ni terminadni sekvence
rozpozndvané kvasinkou reguldtorové regiony umisténé 3
ke transladnimu stop kodonu a tak spolu s promotorem
lemuji kodujici sekvenci. Tyto sekvence ¥id{ transkripci
mRNA, kterd miuZe byt translatovdna do polypeptidu,
kodovaného DNA. P¥{klady transkrip&nf{ termina&ni sekvence
a jinych kvasinkou rozpozndvanych tetrminadnich sekvenci,
jako jsou nap¥iklad ty, které koduji glykolytické

enzymy .

Typicky vyZe popsané sloZky, obsahujici promotor,
leader (je-1li poZadovdn), poZadovanou kodujici sekvenci a
transkripdni terminadni sekvenci, spoledné vstupuji do
expresnich konstruktu. Expresnf konstrukty jsou &asto
udrZovdny v replikonu, jako je extrachromosomdlni element
(nap¥. plasmidy) schopném stabilnfho uchovédni v
hostiteli, jako je kvasinka nebo bakterie. Replikon muZe
mit dva replika&ni systémy, které umoZnuji, aby byl
uchovdn, nap¥iklad ve kvasince pro expresi a v
prokaryotickém hostiteli pro klonovdni a amplifikaci.
pP¥iklady takovych kvasinka-bakterie shuttle vektoru
zahrnuj{ YEp24 /Botsein a spol.(1979) Gene 8:17-24/;
pCl/1 /Brake a spol.(1984) Proc.Natl.Acad.Sci. USA
81:4642-4646/; a YRpl7 /Stinchcomb a spol.(1982)
J.Mol.Biol.158:157/. Navic miZe byt replikon plasmid o
bud vysokém nebo nizkém podtu kopii. Vysokokopiovy
plasmid bude obecn& mit podet kopii v rozmezi od asi 5 do
asi 200 a typicky asi 10 a¥ asi 150. Hostitel, obsahujici
vysokokopiovy plasmid, bude obecné mit alesporl asi 10 a
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vyhodn&ji alespod asi 20. Vstup vysoko nebo
nizkokopiového vektoru mufe byt zvolen, v zdvislosti na
U¢inku vektoru a ciziho proteinu na hostitele. Viz Brake

a spol., supra.

Alternativné& nohou expresni konstrukty byt
integrovdny do kvasinkového genomu s integradnim
vektorem. Integra&ni vektory typicky obsahuji{ alespoi
jednu sekvenci homologni ke kvasinkovému chromosomu,
ktery umoZfuje vektoru integrovat, a vyhodn& obsahuje dv
homologni sekvence lemujic{ expresni konstrukt. Integrace
se jevi byt vysledkem rekombinace mezi homologni DNA wve
vektoru a kvasinkového chromosomu /Orr-Weaver a
spol. (1983) Methods in Enzymol.101:228-245/. Integradni
vektor muZe byt ¥izen ke specifickdému mmistu ve kvasince
vybérem vhodné homologni sekvence pro zahrnuti do
vektoru. Viz Orr-Weaver a spol., supra. Integrovat muZe
jeden nebo vice expresnich konstrukti, co¥ ovlivriuje
hladiny produkovaného rekombinantnfho proteinu /Rine a
spol. (1983) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 80:6750/.
Chromosomdlni sekvence zahrnuté ve vektoru se mohou
objevovat jako jediny segment ve vektoru, ktery vede k
integraci celého vektoru, nebo dva segmenty homologni k
pIipojenym segmentim ve chromosomu a lemujici expresni
konstrukt ve vektoru, ktery miZ¥e vést ke stabilni

integraci pouze expresniho konstruktu.

Typicky extrachromosomdlni a integra&ni expresni
konstrukty mohou obsahovat selektujic{ markery pro
umoZnéni vybé&ru kvasinkovych kmeni, které byly
transformovdny. Selektovatelné markery mohou zahrnovat
biosyntetické geny, které mohou byt exprimovény ve
kvasinkovém hostiteli, jako je gen ADE2, HIS4, LEU2, TRP1

a ALG7 a G418 rezistence, ktery udileji rezistenci ve
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kvasinkdch k tunicarmycinu a G418. Navic vhodny
selektujic{ marker miZe také poskytnout kvasinku se
schopnost{ rist za p¥itomnosti toxickych sloudenin, jako
je kov. Napf¥iklad p¥itomnost CUIP umoZriuje kvasinkdm rist
za p¥itomnosti iontu mé&di /Butt a spol. (1987)
Microbiol.Rev.51:351/.

Alternativné& mohou n&které z vysSe popsanych sloZek
spolu vstupovat do transformadnich vektoru. Transformadni
vektory typicky obsahuji selektujici marker, ktery je bud
udrZovédn v replikonu nebo vyvinut v integradnim vektoru,

jak popsdno vyse.

Expresni a transformadni vektory, bud
extrachromosomdlni replikony nebo integradni vektory,
byly vyvinuty pro transformaci do mnoha kvasinek.
Nap¥iklad byly vyvinuty expresni vektory pro, inter alia,
ndsledujicich kvasinek: Candida albicans /Kurtz a
spol. (1986) Mol.Cell.Biol.6:142/; Candida maltosa /Kunze
a spol., 91985/ J.Basic Microbiol. 25:141/; Hansenula
polymorpha /Gleeson a spol. (1986) J.Gen.Microbiol.
132:3459; Roggenkamp a spol. (1986) Mol.Gen.Genet.
202:302/; Kluyveromyces fragilis /Das a spol.(1984)
J.Bacteriol. 158:1165/; Kluyveromyces lactis /De
Louvencourt a spol. (1983) J.Bacteriol. 154:737; Van den
Berg a spol. (1990) Bio/Technology 8:135/; Pichia
guillerimondii /Kunze a spol. (1985) J.Basic Microbiol.
25:141/; Pichia pastoris /Cregg a spol. (1985)
Mol.Cell.Biol. 5:3376; US 4837148 a US 4929555/;
Saccharomyces cerevisiae /Hinnen a spol. (1978)
Proc.Natl.Acad. Sci. USA 75:1929; Ito a spol. (1983)
J.Bacteriol.153:163/; Schizosaccharomyces pombe /Beach a

Nurse (1981) Nature 300:706/ a Yarrowia lipolytica
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/Davidow a spol. (1985) Curr.Genet. 10:380-471;
Gaillardin a spol. (1985) Curr.Genet.10:49/.

Zpusoby zavedeni exogenni DNA do kvasinkovych
hostiteld jsou v oboru znidmé a typicky zahrnuji
transformaci sferoplastd nebo intaktnich kvasinkovych
bungk zpracovanych s alkalickymi kationty. Transformadni
postupy se obvykle m&ni s transformovanymi kvasinkovymi
druhy. Viz nap¥. /Kurtz a spol.(1986) Mol.Cell.Biol.
6:142; Kunze a spol. 91985) J.Basic Microbiol. 25:141,
Candida/;/Gleeson a spol. 91986) J.Gen.Microbiol.
132:3459; Roggenkamp a spol. (1986) Mol.Gen.Genet.
202:302, Hanseluna/; /Das a spol.(1984) J.Bacteriol.
158:1165; De Louvencourt a spol. (1983) J.Bacteriol
154:1165; Van den Berg a spol. (1990) Bio/Technology
8:135, Kluyveromyces/; Cregg a spol.(1985) Mol.Cell.Biol.
5:3376; Kunze a spol. (1985) J.Basic Microbiol. 25:141;
US 4837148 a US 4929555, Pichia/;/Hinnen a spol. (1978)
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 75; 1929; Ito a spol. (1983)
J.Bacteriol.153:163, Sacharomyces/;/Beach a Nurse (1981)
Nature 300:706, Schizosacharomyces/; /Davidow a
spol.(1985) Curr.Genet. 10:39; Gaillardin a spol. (1985)
Curr.Genet. 10:49, Yarrowia/.

V pfedloZeném vyndlezu mohou byt v expresnim vektoru
obsaZeny selektujici markery, po&dtek replikace a
homologn{ sekvence hostitelskych bun&k. Selektujfc{
marker muZe byt pouZit pro prohleddni{ hostitelskych
bunék, za potencidln& obsahuji expresn{ vektor. Takovd
markery zahrnuj{ ty, které &in{ hostitelskou buiku
rezistentnf k 1é&ivim jako je ampicilin, chloramfenikol,
erythromycin, neomycin a tetracyklin. Markery mohou také
zahrnovat biosyntetické geny jako jsou geny ve drahéch

histidinu, tryptofanu a leucinu, které jsou vyZadovany
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pro rust v hostitelskdé budce. JestliZe je pouiita
napfiklad leu(-) hostitelskd butka jako pIijemce ve
transformaci expresnim vektorem a leucin je nep¥itomen v
mediu, budou p¥eZivat pouze bunky, které nesou plasmid s

leu(+) genem.

V pfedloZendm vyndlezu miZe byt poldtek replikace
inkorporovdn do expresniho vektoru pro umoZnéni autonomni
replikace v hostitelské burice. Takovy poldtek replikace
zahrnuje ty, kterdé umoZnNuji, aby expresni vektor byl
reprodukovdn ve vysokém podtu kopii za p¥itomnosti
vhodnych proteinu v bufice, nap¥iklad 2pm a autonomné se
replikujici{ sekvence, které jsou G¢inné ve kvasince; a
poddtek replikace virdlniho T-antigenu, ktery je G&inny
COS-7 burky.

Pro U&el p¥edloZendho vyndlezu mohou byt expresni
vektory bud integrovdny do genomu hostitelské burlky nebo
zustdvaj{ v burice autonomni. Pro integraci do
hostitelského genomu miZe expresni vektor obsahovat
polynukleotidové sekvence, které jsou homologni se
sekvencemi v genomu hostitelské buriky. Homologni sekvence
nutn® nemusi byt p¥ipojeny k expresnimu vektoru.
Napfiklad mohou expresni vektory byt integrovdny do CHO
genomu pfes nep¥ipojeny gen dihydrofolat reduktdsy. Ve
kvasince je preferovdno, kdyZ homologni sekvence lemuje
expresni kazetu. Zv14d%t& vyhodné homologni sekvence
kvasinkového genomu podle pY¥edloZeného vyndlezu jsou ty,
které jsou popsdny v PCT W090/01800 a sekvence HIS4 genu,
popsané v Genbank, p¥ir.¢islo J01331.

Volba promotoru, termindtoru a jinych pIipadnych
prvkl expresniho vektoru bude také zaviset na zvolené

hostitelské bulce jak je zndmo odbornikim v oboru.
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P¥edloZeny vyndlez neni z&visly na vybrané hostitelské
burfice. Je zndmo v oboru mnoho hostitell pro expresi a
jsou dostupné z American Type Culture Collection (ATCC).

Nap¥iklad bakteridlni hostitelé vhodni pro expresi
KGF fragmentu nebo analogu zahrnuji: Campylobacter,
Bacillus, Escherichia, Lactobacillus, Pseudomonas,
Staphylococcus a Streptococcus. Mohou byt pouZiti
kvasinkov{ hostitelé z ndsledujicich rodd: Candida,
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Sacharomyces,
Schizosaccharomyces a Yarowia. Imortalizované sav{
buriky, které mohou byt pouZity jako hostiteld zahrnuj{
CHO buriky, Hela bunky, bunlky ledvin mldd&te k¥e&ka
("BKB"), buniky opi&ich ledvin ("COS") a bufiky lidského
hepatoceluldrnfho karcinomu , nap¥. Hep G2. Pro expresi
KGF fragmentu nebo jeho analogu je vhodnych mnoho hmyzich
bun&fnych hostitell, kte¥i zahrnuji: Aedes aegypi,
Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila
nmelanogaster a Spodoptera frugiperda jak jsou popsédni v
PCT WO 89/046699; Carbonell a spol., J.Virol.
56:153(1985); Wright Nature 321:718(1986); Smith a spol.,
Mol.Cell.Biol. 3:2156(1983) a obecn® Fraser a spol. in
vitro Cell.Dev.Biol.25:225 (1989).

Expresni vektor, obsahujic{ KGF fragment nebo jeho
analog se inzertuje do hostitelské buiky. Pro inzertovani
expresnich vektord do hostitelské burky mohou byt pouZity
jakékoliv transformadni techniky, které jsou zndmé v
oboru. Nap¥iklad transformace bakteridlnich hostitelu
typicky zahrnuje prvni upraveni bakterie bud s CaCl, nebo
jinymi ¢inidla, jako jsou divalentn{ kationty a ponechdni{
exogenni DNA, aby byla zavedena do o%et¥enych
bakteridlnich bun&k. DNA miZe byt také zavedena do

bakteridlnich bun&k elektroporaci nebo virdlni infekec{.
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Transformadn{ postupy pro bakteridlniho hostitele, které
mohou byt pouZity, zahrnuji ty, které jsou popsdny v
Masson a spol.(1989) FEMS Microbiol.Lett.60:273; Palva a
spol., (1982) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 79:5582; EPO pub.¢&.
036259 a 063953; PCT pub.&. WO84/04541, Bacillus/,
/Miller a spol. (1988) Proc.Natl.Acad.Sci. 85:856; Wang a
spol., (1990) J.Bacteriol.172:949, Campylobacter/; /Cohen
a spol.(1973) Proc Natl.Acad.Sci. 69:2110; Dower a spol.
(1988) Nucleic Acids Res. 16:6127; Kushner "An improved
method for transformation of Escherichia coli with ColE1l-
derived plasmids. V Genetic Engineering: Proceedings of
the International Symposium on Genetic Engeneering (vyd.
H.W.Boyer a S.Nicosia) (1978); Mandel a spol. (1970)
J.Mol.Biol. 53:159; Taketo (1988) Biochim.Biophys.Acta
949 :318; Escherichia/;/Chassy a spol. (1987) FEMS
Microbiol.Lett.44:173 Lactobacillus/;/Fiedler a
spol.(1988) Anal.Biochem 170:38, Pseudomonas/; /Augustin
a spol.(1990) FEMS Microbiol.Lett.66:203,
Staphylococcus/; /Barany a spol.(1980)J.Bacteriol.
144:698; Harlander (1987) "Transformation of
Sterptococcus lactis by electroporation, v: Streptococcal
Genetics (vyd.J.Ferretti a R.Curtis III); Perry a spol.
Infec.Immun.32:1295 (1981); Powell a spol. Appl.Environ.
Microbiol.54:665(1988); Somkuti a spol.Proc.4th
Evr.Cong.Biotechnology 1:412 (1987), Streptococcus/.

Transforma®ni{ metody pro kvasinkové hostitele jsou
dobte zndmé v oboru a typicky zahrnuji transformaci bud
sferoblastl nebo intaktnich kvasinkovych bunék
zpracovanych s alkalickymi kationty. Kvasinkové buriky
mohou byt také transformovdny elektroporaci jak je
popsdno v Methods in Enzymology, dil 194, 1991, "Guide to
Yeast Genetics and Molecular Biology". Podle

ptedloZendho vyndlezu se pouZity transformadni postup
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nméni podle transformovanych kvasinkovych ruhl a zahrnuje
ty, které jsou popsdny v

Kurtz a spol.(1986) Mol.Cell.Biol.6:142/; Candida maltosa
/Kunze a spol., 91985/ J.Basic Microbiol. 25:141/;
Hansenula polymorpha /Gleeson a spol. (1986)
J.Gen.Microbiol. 132:3459; Roggenkamp a spol. (1986)
Mol.Gen.Genet. 202:302/; Kluyveromyces fragilis /Das a
spol. (1984) J.Bacteriol. 158:1165/; Kluyveromyces lactis
/De Louvencourt a spol. (1983) J.Bacteriol. 154:737; Van
den Berg a spol. (1990) Bio/TEchnology 8:135/; Pichia
guillerimondii /Kunze a spol. (1985) J.Basic Microbiol.
25:141/; Pichia pastoris /Cregg a spol. (1985)
Mol.Cell.Biol. 5:3376; US 4837148 a US 4929555/
Saccharomyces cerevisiae /Hinnen a spol. (1978)
Proc.Natl.Acad. Sci. USA 75:1929; Ito a spol. (1983)
J.Bacteriol.153:163/; Schizosaccharomyces pombe /Beach a
Nurse (1981) Nature 300:706/ a Yarrowia lipolytica
/Davidow a spol. (1985) Curr.Genet. 10:380-471;
Gaillardin a spol. (1985) Curr.Genet.10:49/.

Zpusoby zavedeni exogenni DNA do kvasinkovych
hostitell jsou v oboru zndmé a typicky zahrnuji
transformaci sferoplasti nebo intaktnich kvasinkovych
bunék zpracovanych s alkalickymi kationty. Transformadni
postupy se obvykle mé&ni s transformovanymi kvasinkovymi
druhy a zahrnuji ty, které jsou popsdny v prdci Kurtz a
spol.(1986) Mol.Cell.Biol. 6:142; Kunze a spol. (1985)
J.Basic Microbiol. 25:141, Candida;Gleeson a spol. (1986)
J.Gen.Microbiol. 132:3459; Roggenkamp a spol. (1986)

Mol .Gen.Genet. 202:302, Hansenula; Das a spol.(1984)
J.Bacteriol, 158:1165; De Louvencourt a spol. (1983)
J.Bacteriol 154:1165; Van den Berg a spol. (1990)
Bio/Technology 8:135, Kluyveromyces; Cregg a spol.(1985)
Mol.Cell.Biol. 5:3376; Kunze a spol. (1985) J.Basic
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Microbiol. 25:141; US 4837148 a US 4929555, Pichia;Hinnen
a spol. (1978) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 75; 1929; Ito a
spol. (1983) J.Bacteriol.153:163, Sacharomyces; [Beach a
Nurse (1981) Nature 300:706, Schizosacharomyces; Davidoew
a spol.(1985) Curr.Genet. 10:39; Gaillardin a spol.

(1985) Curr.Genet. 10:49, Yarrowia.

Zpusoby zavedeni heterolognich polypeptidi do
sav&{ich bun&k jsou zndmy v oboru a zahrnuji, nap¥iklad
virovou infekci, dextranem zprost¥edkovanou transfekci,
srdZeni fosforednanem vdpenatym, polybrenem
zprost¥edkovanou transfekci, protoplastovou fuzi,
elektroporaci, enkapsulaci polynukleotidu(u) v
liposomech a pfimé mikroinjektovani DNA do jadra.

ZpUsoby pro zavedeni heterologni DNA do
bakulovirového viru pro vytvo¥eni expresniho vektoru a
pro transformaci hmyzich hostitelskych bunék jsou také v
oboru zndmé jak je popsdno v Smith a spol.,

Mol .Cell.Biol. 3:2156 (1983); a Lucklow a Summers,
Virology 17:31 (1989). Nap¥iklad muZe byt KGF fragment
DNA inzertovédna do polyhedron genu homologni dvojitou
crossover rekombinaci. Inzerce miZe byt také provedena
zapracovanim mista pro restrikdni enzym do poZadovangho
bakulovirového genu, jak popisuje Miller a spol.,
Bioessays 4:91 (1989). DNA sekvence KGF fragmentu, je-1li
klonovdna misto polyhedron genu v expresnim vektoru, je
lemovédna jak 5' tak 3' polyhedron-specifickymi sekvencemi

a je umisténa ve sm&su polyhedronového promotoru.

V proveden{ p¥edloZeného vyndlezu mluZe byt novée
formovany bakulovirus expresni vektor nasledn& vloZen do
infek&niho rekombinantniho bakuloviru. V bakulovirovém

expresnim systému se objevuje homologni rekombinace malo
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Casto, mezi asi 1 % a asi 5 %. Proto_obvykle vé&t¥ina viru
produkuje po transfekci je¥t& p¥irozeny typ viru.
Rekombinantni viry nicmén&& mohou byt identifikovdny
zndmymi metodami. Nap¥iklad nativni virus produkuje
polyhedron protein ve velmi vysokych hladindch v jédru
infikovanych bun&k b&hem pozdniho stadia virové infekce.
Akumulovany polyhedron protein tvo¥i okluzni t&liska,
kterd také obsahuji zapouzdfené virové &dstice. Tato
okluzni té&liska majic{ velikost a¥% 15 pm, maji vysokou
odrazivost, coZ je &ini velmi jasnymi a proto jsou snadno
vizualizované pod sv&telnym mikroskopem. Bufky infikované
rekombinantnimi viry postrddaji okluzni t&liska.
Rekombinantni virus a p¥irozen{ virus mohou byt rozliZeny
umisté&nim na plotn&, transfekc{ supernatantu nebo jeho
fedénim do monovristvy hmyzich bun&k standardnimi
technikami. Plaky mohou pak byt screenovdny pod sv&telnym
mikroskopem na p¥itomnost, indikujic{ p¥irozeny typ viru,
nebo nep¥itomnost, indikujici rekombinantni virus,
okluznich t&lisek jak je popsdno v "Current Protocols in
Microbiology", sv.2 (Ausubel a spol. vyd.) 16.8 (dod.10,
1990) .

Imunozkoudky a zkoufky aktivity, které jsou zndmé v
oboru mohou byt pouZity pro stanoveni, zda transformované
hostitelské bunky exprimuji poZadovany KGF fragment.
Nap¥iklad imunofluorescence miZe byt provedena na
transformovaném hostiteli bez odd&leni KGF fragmentu z
buné&né membrdny. V této zkou3ce jsou hostitelské buriky
nejprve fixovdny do pevného nosi&e, jako jsou
mikroskopické fezy nebo mikrotitradni jamka. Potom jsou
hostitelské buriky vystaveny anti-KGF protildtc&. Vyhodné&
pro zvySeni citlivosti zkou3ky, jsou fixované bunky
vystaveny druhé protildtce, kterd je znalena a vdZ¥e se k

anti-KGF protildtce. Napfiklad miZe byt sekunddrni{
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protildtka znadena fluorescentnim markeremn. Hostitelské
bufiky, které exprimuji{ KGF fragmenty budou fluorescencné

znadeny a mohou byt vizualizovdny pod mikroskopem.

P¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1

Lidskd KGF cDNA byla inzertovdna do bakulovirového
expresniho systému klonovdnim cDNA do pAcCl3Pst/Not 1
expresniho vektoru, jak je uvedeno na obr. 1. Tento
plasmid byl odvozen z pAcCl2, jak popsal Munemitsu a
spol., Mol.Cell.Biol. 10:5977-5982 (1990).

PCR oligonukleotidové primery byly vytvofeny pro
zkrdceny 19 kd KGF na bdzi dostupnych N-termindlnich
aminokyselinovych sekvenc{ KGF popsanych v prdci Finche a
spol. Science 2:752-755 (1989). Lemujic{ restrikéni mista
(PstI a NotI) byla inkorporovédna do primert pro usnadnéni
subklonovdni do pAcCi3 expresniho vektoru, derivédtu
pVL941 transfer vektoru, jak popisuje Luckow a spol.,
Virology 170:31-39 (1989) a Quiliam a spol.,
Mol.Cell.Biol. 10:2900102908 (1990). Tento expresni
vektor byl konstruovdn inzerci KGF-kodujiciho fragmentu
do PstI/NotI polylinkerového mista pAcCl3. KGF cDNA
koduje zralou upracenou formu KGF, kterd byla sloZena ze
1623 aminokyselinovych zbytkl, s potencidlnim N-

glykosyla®nim mistem u zbytkl 16 aZ 16.
P¥iprava kondi¢niho media
Spodoptera Frugiperda, Sf9 hmyzi buriky, byly

infikovdny bakulovirem, Autographa Californica,
obsahujicim cDNA pro KGFj.1g3. Po zfed&ni (X x 10%)
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bun&k/ml, byly burky kultivovdny po 48 aZ 72 h v Excell-
400 za nep¥itomnosti serového dopliku, antibiotik nebo
fungicidd. Kapalina z kultury byla shromdZd&na a
odst¥edéna p¥i 10000 X g po 30 min pro odstrané&ni{
plovoucich bun&k a jinych bun&&nych zbytki. Kondi&ni{
medium bylo pak filtrovdno 0,8 g-filtrem (Millipore) a
p¥ibliZn& 5 litru tohoto media bylo koncentrovdno na 200
ml za pouZiti filtron kazetového systému (Omega

membrdna), majiciho d&l{c{ schopnost 3 kDa mol.hmotnosti.

Po koncentraci bylo kondicionované medium z
transfektovanych Sf9 bun&k odd&leno odstfedovdnim p¥i
10000 x g po 20 minut a medium bylo &i¥té&no ndsledujici
heparin Sepharose ("HS") afinitni chromatografii. Vv
jednom provedeni vyndlezu byl p¥ibliZn& 1 litr Sf9
buné&&ného kondicionovaného media ultra-filtrovédn za
ziskdni{ 200 ml ultrafiltradniho retentdtu za pouZiti{

Omega membrdny (Filtron), majici d&€lici schopnost 3-kDa.
HSAC a Mono S kationtovymé&nnd chromatografie

Supernatant byl upraven na pH 7,2. 30ml vzorek byl
vloZen na heparin Sepharose prysky¥ici, kterd byla
ekvilibrovdna v 10 mM Tris-HCl pH 7,3, 150 mM NacCl.
Prysky¥ice byla promyvdna intenzivn& ekvilibra&nim
pufrem aZ do navrdceni absorbance na zdkladni hodnotu a
pak postupné€ eluovdna zvy3ujicimi se NaCl koncentracemi
od 0,45 M do 1 Ma 2 M NaCl. Z frakeci byly odebrany
podily pro pouZiti v bun&®nych proliferadnich studiich a
1M NaCl frakce s nejvy33i biocaktivitou byly spojeny.
Spojené frakce byly z¥ed&ny p&tindsobné& s 10 mM TRis pH
7,2 (konednd koncentrace soli 0,2 M NaCl) a vzorek byl
aplikovdn se Super smydkou na Mono S kolonu p¥ipojenou k

FPLC systému (Pharmacia, Piscataway, NJ). Eluce byla
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provedena s linedrnim gradientem (10 mM Tris pH 7,3, 0,2M
Nacl a¥ 10 mM Tris pH 7,3, 1M NaCl). Po testovdni frakc{

na biocaktivitu byly aktivni frakce spojeny.

Retentdt byl upraven na pH 7,3 a vloZen na HS
kolonu, obsahujici loZe p¥ibliZ¥n& o objemu 30 ml. Kolona
byla ponechdna protékat p¥ibliZn& 2 hodiny 'p¥i 4 ©C.
Kolona byla promyta 150 ml ekvilibra¢niho pufru,
obsahujfcfho 10 mM Tris-HCl a 0,15M NaCl p¥i pH 7,3.
zadr¥eny protein byl eluovdn 0,45M NaCl a 1M NaCl.
Pritokovd rychlost b&hem eluce byla upravena na p¥ibliZné

90 ml/h a byly odebirdny frakce o velikosti 3 ml.

Bioaktivni 1M NaCl frakce ze stupnil HS afinitni
chromatografie byly spojeny a zZed¥ny 5-krédt 10 mM Tris
pH 7,3 a p¥imo vneseny na Mono S HR 5/5 kolonu
(Pharmacia) . ZadrZené proteiny byly eluovdny za pouZiti
0,2M NaCl a¥ 1M NaCl gradientu. BiozkouZka aktivni
frakce byla provedena pouZitim Balb-Mk bun&&né linie.
Byla provedena SDS PAGE analyza frakci bioaktivniho
proteinu izolovanych Mono S kationtovyménnou
chromatografii. Frakce 37-39 a frakce 41-42 byly spojeny
a 10 ml podily byly p¥idédny k SDS a 10 mM DTT. Vzorky
byly tepeln& denaturovdny a elektroforézovany ve 12%
polyakrylamidovém gelu, ktery byl ndsledné vybarven
st¥ibrem. Byla pozorovédna podobnd migrace u vzorkdy, které
pro¥ly jak redukdnim prost¥edim tak prost¥edim
nereduknim. 25 kDa byla zjevnd molekulova hmotnost
proteinu ziskaného z frakeci 37-39 a 18 kDa byla zjevna
molekulovd hmotnost proteinu obsaZeného ve frakcich 41-
42.

Chromatogram HS biocaktivni frakce ukazuje profil
Balb/Mk biocaktivity, pokryvajic{ frakce 31 aZ 47



58

demonstrujic{ p¥{tomnost 12 molekulovych druhl, jedny
eluujic{ p¥i 0,55 M NaCl a druhé eluujic{ pfi 0,6M NacCl.

Stanoveni KGF aktivity

PIitomnost KGF aktivity v z{skanych frakcich byla
hodnocena schopnosti{ frakci promotovat rust BALB/C-Mk
bun&k. Za tim G&elem byly 10 gl frakce z¥ed&ny 1 ml 0,2%
Zelatiny ve fosfdtem pufrovanédm salinickém roztoku
("PBS") a 10 gl z¥ed&nych frakc{ bylo testovdno na rust
stimulujic{ aktivitu BALB/C-Mk bun&k vysetych na 12
jamkové plotny (cluster plate), obsahujici ka*dd 22mm
jamky, v mnoZstvi 5 x 103 bun&k na jamku. Ve¥kerd
aktivita KGF byla zadrZena v kolon& a byla eluovdna 1M
NacCl.

KGF bicaktivni frakce eluované z HS kolony 1M NaCl
byly ddle ¢iSté&ny kationtovym&nnou FPLC sloupcovou
chromatografif{. Tyto frakce byly spojeny, z¥ed&ny 5-
nasobné 10 mM Tris na pH 7,3 a pfimo vloZeny na Mono S HR
5/5 kolonu od fy Pharmacia.

Protein zadrZeny v Mono S HR 5/5 kolon& byl eluovédn
gradientem 2,2M NaCl aZ 1M NaCl. Bioaktivita frakeci byla
hodnocena jak je popsdno vy3e za pouZit{ BALB/C-Mk buné&k.
Obr. 3 ilustruje aktivitni profil, pokryvajici frakce 31
az 47.

V mitogenické studiii bylo 104 ABAE a 5 x 103 buné&k
na jamku vyseto na 12 jamkové “"cluster" plotny v hustoté&
5 x 10 3 bun&k na jamku v 1 ml DMEM dopln&ném 10% telecim
sérem a antibiotiky jak je popsdno Bohlenem a spol. EMBO
4:1951-1956 (1985) a Gospodarowiczem a spol.,
J.Cell.Physiol 127:121-136 (1986) a Bellostou a spol.,
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J.Cell.Biol. 121:705-713(1993). Po Sesti hodindch
inkubace byly sady vZdy t¥{ jamek tryptinizovdny a burlky
byly spo&teny pro stanoveni u&innosti upraveni na plotné.
Mikrolitrové podily vhodného ¥ed&ni kaZdého vzorku pak
byly p¥iddny do uvedenych t¥{ jamek v miskdch v den 0, 2
a 4, Po 5.tém dnu v kultufe byly plotny tryptinizovény a.
stanoveny bun&&né hustoty pomoci Coulter &itale (Coulter
Electronics, Hialeh, FL).

P¥idavky KGF nebo bdzického KGF byly provedeny v den
0 a kaZ?dy dal%{ den v uvedené koncentraci. Po 5 dnech v
kultu¥e byly bumky tryptinizovdny a konednd bunécnd
hustota byla stanovena pomoci Coulter &itale.

Elektroforéza (NaDodSOy)

Polyakrylamidové gely byly p¥ipraveny s NaDodSOy4
postupem podle Laemmli-ho a spol. Nature 227:680-
685(1970) . Vzorky byly va¥feny 3 min za p¥itomnosti 10 mM
DTT a elektrofordzovdny ve 12% polyakrylamidovém gelu.
Gely byly fixovdny a vybarveny st¥ibrem za pouZit{
&inidel a protokolu od BioRad a jak je diskutovéno v
prdci Merrila a spol. Science 211:1437-1438. Vhodné
markery molekulové hmotnosti byly od BioRad.

Zkouska bun&&né proliferace

Mitogenickd aktivita kolonovych frakci a &igténych
vzorkil byla stanovena za pouZiti{ Balb/Mk bun&k jako
cilovych bun&k. Zdsobni kultury rostly a byly udrZovény
vnizkym obsahem vépniku modifikovaném Eagle mediu
dopln&ném 10% FCS, 50 #g/ml gentamicinu, 0,25 gg/ml
fungizonu a 10 ng/ml aFGF jak popsal Gospodarowicz a
spol. J.Cell Physiol. 142:325-333. Pro mitogenickou



szkousku byly bunky vysety do 12 jamkovych "cluster™
ploten v hustot& 5 x 103 a¥ 104 bun&k na jamku v 1 ml
MEM s nizkym obsahem védpniku, dopln&ném 10% FCS podle
Gospodarowicze a spol. P¥idavky vzorkt a kone&nd
stanoveni bun&&né hustoty byly provedeny po 5 dnech v
kultufe jak popsal Gospodarowicz a spol.

Mitogenickd aktivita kone&ného ¢isténého materidlu
byla testovdna na dosp&lych hov&zich aortickych
andothelid&lnich burikdch ("ABAE" - adult bovine aortic
endothelial cells) a kapildrnich bufkdch ziskanych z
adrendlniho kortexu ("ACE" butky) jak popsal
Gospodarowicz a spol. Pro.Natl.Acad.Sci. 73:412-4124
(1976) . Zdsobni kultury byly udrZovdny za p¥{tomnosti
DMEM doplnéndho 10% CS, 50 pg/ml gentamicinu a 0,25 pg/ml
fungizonu pasdZovdnim na slab& gelovanych miskdch
tkdnovou kulturu p¥i pom&ru d&leni 1:10.

PouZitim standardnf metody dob¥e v oboru zn&mé byla
stanovena jednoznadnd aminkyselinovd sekvence pro polohu

1 aZ 20 od NH; konce KGFgegi-23 jako ndsledujici:
ST YDMs EGGDIRVRRLFXRTOQ

PfedloZeny vyndlez také zahrnuje DNA segmenty,
kodujici KGF4eg1-23 a jinou krat¥{ formu KGF postrédajic{
nekonzervovanou NH2 koncovou charakteristiku KGFyg3 proti

jinym &lentim KGF rodiny.
Proteinové mikrosekvencovdni
Dva nomindlni 100 pikomolové vzorky KGFig3 a

KGF3eg1-23 byly analyzovédny Edmanovou degradac{ a AA

analyzou po odst¥edovac{ adsorpci k
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polyvinylidendifluoridu (PVDF, Applied Biosystemns
Biospin) . Vzorky byly vloZeny do proteinového sekvendtoru
v plynné fdzi Applied Biosystems 477A. Bylo provedeno
dvacet cykll za pouZiti standardniho softwaru a
chemik&lii doddvanych Applied Biosystems a identifikace
PTH aminokyselin byly provedeny na automatizované on-line
HPLC kolon& (model 120A, Applied Biosystems) .

: }A\. : "'K
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PATENTOVE NAROKY

1. Keratinocytovy rustovy faktorovy fragment

obsahujic{ Cdst aminokyselinové sekvence zralého

keratinocytového faktoru plné délky, kde &d&st vykazuje

alespor 2ndsobné zvyZeni mitogenické aktivity ve srovndni -
se zralym, rekombinantnim keratinocytovym faktorem plhém___”;ji_u'
délky, a postrddd sekvenci, obsahujic{ prvnich Low TeeE
aminokyselinovych zbytku z N-konce zralého 7 N

keratinocytového faktoru plné délky.

2. Fragment keratinocytového ristového faktor u podle

ndroku 1, kde fragment vykazuje 7-ndsobné zvysSeni
. C . . . . . . L.
mitogenické aktivity ve srovndni se zralym rekombinantnim

keratinocytovym rustovym faktorem plné délky. P

3. Fragment keratinocytového rustového faktor u podl
ndroku 1, kde fragment vykazuje 10-ndsobné zvydeni
mitogenické aktivity ve srovndni se zralym rekombinantnim

keratinocytovym rustovym faktorem plné délky.

4. Fragment keratinocytového ristového faktor u podle
ndroku 1, kde fragment vykazuje sniZeni cytotoxicity ve
srovndni se zralym rekombinantnim keratinocytovym

rustovym faktorem plné délky.

5. Konjugdt, obsahujici

a) fragment keratinocytového rustového faktoru, ktery
obsahuje &&st aminokyselinové sekvence zralého
keratinocytového rustového faktoru plné délky, kde cédst
vykazuje alespofl 2-ndsobné zvydeni mitogenické aktivity
ve srovndni se zralym keratinocytovym rustovym faktorem

plné délky a postrddd sekvenci, obsahujici prvnich 23-N-




koncovych aminokyselinovych zbytkl zralého,

keratinocytového rustového faktoru plné délky a

b) toxinovou molekulu.

6. Konjugdt podle ndroku 5, kde toxinovd molekula je
vybrdna ze skupiny, zahrnujici ricin A, difteria toxin a

saporin.

7. Konjugdt podle ndroku 5, kde fragment vykazuje 7-
ndsobné zvydeni mitogenické aktivity ve srovndni se
zralym rekombinantnim keratinocytovym rustovym faktorem

plné délky.

8. Konjugdt podle naroku 5, kde fragment vykazuje 10-
ndsobné zvyseni mitogenické aktivity ve srovndni se
zralym rekombinantnim keratinocytovym rustovym faktorem

plné d€lky.

9. Terapeutickd kompozice, vy znaduji{ici{ s e
t { m,Ze obsahuje

a) fragment keratinocytového rustového faktoru, ktery
obsahuje ¢ast aminokyselinové sekvence zralého
keratinocytového rustového faktoru plné délky, kde &&st
vykazuje alespon 2-ndsobné zvySeni mitogenické aktivity
ve srovndni se zralym keratinocytovym rustovym faktorem
plné délky a postrdadd sekvenci, obsahujici prvnich 23-N-
koncovych aminokyselinovych zbytkid zralého,
keratinocytového rustového faktoru plné délky a

b) farmaceuticky p¥ijatelny nosic.

10. DNA molekula, obsahujici{ nukleotidovou sekvenci,
kterd koduje fragment keratinocytového rustového faktoru

podle ndroku 1.
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13. Expresni vektor, obsahujic{ DNA mclekulu podle ndroku
olekuly.

T
10 a regulidtorovou sekvenci pro expresi DMA mole
14. Expresni vektor podle ndroku 13, kde vektorem je

bakulovirus.

15. Hostitelskd bunka transformovand expresnim vektorem

podle ndroku 13.

16. Hostitelskd bunkg podle ndroku 15, kde burika je
vybréna ze skupiny, zahrnujici bakteridlni budku,

kvasinkovou buriku, sav&{ bufku a hmyzi{ buiku.

17. Zpusob piipravy fragmentu keratinocytovéno fakt
s e t {m, Ze zahrnuje stugné

oru,
C

kultivace hostitelské burky podle ndroku 15 a izolaci

fragmentu keratinoccytového rustového faktoru z kultury.

vyznadcuijici

18. PouZiti fragmentu keratinccytovéhe ristovénhe faktoru
podle ndroku 1 pro vyrobu kompoczice vhodné pro hojeni

ran.

19. PouZit{ konjugdtu podle ndroku 5 pro vyrocbu kompozice

vhodné prc lé&eni hyperproliferativni nemcci epidermu.
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Short Form Start .
25 30
SER-TYR-ASP-TYR-MET-GLU-GLY=

16 20
SER-SER-P RO-GLU-ARG-8I S~TAR-AR

31 35 40 45
GLY-ASP-ILE-ARG —VAL=-ARG- ARG-LEU-? RE-CYS-ARG-TBR-GLN -TRP-TYR=

46 S0 SS &0
LEU~-ARG-ILE-ASP-LY S—ARG-GLY -LYS-VAL-LYS ~GLY-TRR-GIN-GLU -MET-

61 €5 70 75
LYS-ASN-ASN-TYR-A SN-ILE-MET —GLU-II.E-ARG-T?.R—VA L-ALA-VAL-GLY-

76 .80 85 90
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91 95 100 105
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