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form€ Céastic s podstatné snizenym obsahem strZeného
uhlohydritu se DNA kédujici povrchové proteiny HBV
exprimuje v rekombinantnim kvasinkovém hostiteli, ktery
deficientnim, pokud se tyce jeho schopnosti glykosylovat
proteiny. Tyto HBV povrchové proteiny obsahuji antigeno-
véd mista geneticky kédovana doménou s otevieného Cteci-
ho rimce obalu virionu HBV a obsahuji podstatné sniZené
mnoZstvi strzeného uhlohydritu, ve srovnini s Casticemi
HBsAg produkovanymi v kvasinkovych buiikdch " divoké-
ho typu" . Ziskané &istice jsou uZitené jako oCkovaci litka
jak pfi aktivni, tak pfi pasivni 1é€b€ nebo pfi prevenci cho-
rob a/nebo infekci zplisobenych HBV nebo jinymi Cinidly,
kterd jsou serologicky pfibzna HBV.
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Povrchové proteiny HBV se sniZenym obsahem uhlohydratu z
hostitele

Oblast techniky

Vynalez se tyka@ povrchovych proteinu HBV se
sniZenym obsahem uhlohydrdtu z hostitele a oékovacich latek

na jejich bazi.

Dosavadni stav techniky

Virus Hepatitis B (HBV) je infekéni ¢inidlo, které
je zodpovédné za nékolik druhG jaternich chorob ¢lovéka.
Mnozi pacienti, kteri jsou infikovdni HBV jsou postiZeni
akutni fazi choroby, po niZ ndsleduje uzdraveni. Urdité
procento infikovanych jednotlivci se vsak infekce nezbavi a
stdvaji se chronickymi nosiéi této infekce. HBV infekce je v
mnoha ¢éastech svét endemickd, pricemZ v mnoha pripadech
prechdzi infekce perinatdlné z chronicky infikovanych matek
na narozené déti, a také u nich &asto zUstavéd chronickou.
Celkovy pocet postiZenych osob ve svété je odhadovan na vice
neZ 300 miliond. Z tohoto souboru nosiéu kazdy rok nékolik
set tisic 1lidi za rok umird pusobenim dlouhodobych diusledku
chronické Hepatitis B (cirrhosa a/nebo hepatoceluldrni

karcinom).

Virus Hepatitis B delta je ¢inidlo, které je pri
soucasné infekci HBV zodpovédné za akutné propukajici
chorobu, ktera je obvykle fatdlni. Delta virus nekdduje (na
zdkladé svého puvodniho genetického materidlu) proteiny,
které slouZzi jako obal virionu; tento virus spise
enkapsiduje s obalovymi proteiny kédovanymi koinfekénim HBV,
¢imZz ma blizky strukturni a imunologicky vztah k HBV
proteinim, které jsou popsdny dale. V soucé¢asné dobé neni
znamo, zda jind infekéni ¢inidla maji podobny vztah k HBV.



Je vsak zrejmeé, Ze proteiny s vétsi Sifkou serologické
reaktivity nebo zvySenou imunogenni potenci by byly uzZitecéné
v systémech pro diagnézu nebo prevenci (nebo téZ léceni)
chorob (nebo infekci) zaloZenych na tridé c¢inidel, ktera

maji jen malou nebo ¢astecénou antigenni kriZovou reaktivitu
vacéi HBV.

HB virion se skladd ze dvou skupin strukturnich
proteind, jadernych proteint a obalovych &i povrchovych
proteini. Kromé toho, Ze jsou obalové proteiny hlavnimi
povrchovymi proteiny virionu, t.j."Danské ¢astice", jsou téz
hlavnimi sloZkami "Australského antigenu" nebo 22nm &astic.
Tyto obalové proteiny jsou translacénimi produkty velkého
otevieného &teciho ramce viru (ORF) kédujiciho prinejmensim
389 aminokyselin (aa). ORF je rozdélen do tfi domén, z nichz
kaZda zacind kodonem ATG, ktery je schopen fungovat jako
iniciaéni misto translace in vivo. Tyto domény jsou oznacdeny
symboly preSl (108aa), preS2 (55aa), a S(226aa) v odpovida-
jicim porfadi 5'-3' v genu. Tyto domény tedy definuiji 3
polypeptidy oznacené symboly S nebo HBsAg (226aa), preS2+S
(28laa) a preSl+preS2+S (389aa). Tyto polypeptidy byvaji také
oznacovany symboly p24/gp27, p30/gp33/gp36 a p39/gp42 (a
nékdy také jako hlavni, stfedni a velky protein).

Obalové proteiny HBV jsou glykoproteiny s uhlo-
hydratovymi postrannimi fetézci (glykany) pripojenymi
N-glykosidickymi wvazbami k definovanym rozpoznavacim mistuim
peptidu [Heermann a dalsi, J. Virol. 52, 396 (1984) a Stibbe
a dalsi J. Virol. 46, 626 (1983)]. HBV polypeptidy
produkované v prubéhu prirozené infekce tedy obsahuji druh
p24/gp27 (polypeptid S a jeho glykosylovany derivat),
gp33/9p36 (polypeptid preS2+S glykosylovany pouze v doméné
preS2 a stejny polypeptid glykosylovany jak v doméné S, tak
v doméné preS2) a p39/gp42 (peptid preSl+preS2+S a jeho
derivat glykosylovany v doméné preSl). Vakciny ziskané z




plasmy, které jsou v soucasné dobé dostupné, jsou sloZeny z

protein, které zrejmé obsahuji pouze doménu S (zahrnujici
monomer p24 a jeho glykosylovany derivat gp27), zatimco az
dosud uUspésné vyvinuté vakciny z kvasinek se skladaji
vyluéné z polypeptidu S, ktery obsahuje pouze neglykosylo-
vany druh p24).

22nm ¢astice HBsAg byly purifikovany z plasmy
chronickych nosiéu. PonévadZ plasma téchto nosicu je
oznadovana jako pozitivni vzhledem k ¢asticim, také samotni
tito chroni¢ti nosiéi jsou oznacovany HBst. Pokud jsou
infikované osoby schopny vyvinout dostate¢nou imunitni
odpovéd, zbavi se infekce a stdvaji se HBs . Vzhledem k
tomu, Ze si vytvori protilatky proti HBs, Jjsou tito
jednotlivci oznacdovani jako anti-HBst. Timto zpusobem
dochazi ke korelaci anti-HBs' s vyléc¢enim choroby, s
imunitou vuéi reinfekci touto chorobou a s imunitou vuéi
reinfekci HBV. 0d stimulace tvorby anti-HBs pomoci HB vakcin
se tedy ocekava dodani ochrany proti HBV infekci.

Tuto hypotézu bylo mozZno provérit experimentalné.
Kromé &lovéka je jednim z mdla ZivoéisSnych druhu, které jsou
plné susceptibilni vac¢i HBV infekci, Simpanz, jak to
reflektuji kvantifikovatelné markery, jako je HBst a zvysena
hladina jaterniho enzymu v séru. Simpanzi byli ockovani
tfemi ddvkami purifikovanych ¢astic HBsAg a potom byli
provokovani intravenosnim poddnim infekéniho HBV. Zatimco
u zvirFat oc¢kovanych kontrolni vakcinou se dostavily znamky
akutni HBV infekce, zvifata oc¢kovand HBsAg byla uUplné
chrianéna pfed projevy infekce. V tomto experimentdlnim
systému tedy &astice HBsAg (sloZené z p24 nebo z p24 a gp27)
zcela postacovaly pro indukci ochranné imunity. Pod vlivem
téchto pozorovdni zacalo nékolik vyrobci vyrdbét HB vakciny

sloZené z c¢astic HBsAg.



Nedavno vznikl na zakladé nékolika nezavislych
sérii dukazu predpoklad, Ze sekvence preS mohou byt dilezité
Pri udélovani imunity vaéi HBV. Imunitni eliminace antigenu
preS v prubéhu virové infekce se zdd byt prognosticka pro
zbaveni se viru a eliminaci infekce [Budkowska a dalsi, Ann.
Inst. Past./Imunn., 136D:56 aZ 65, (1985)]. V prubéhu akutni -
infekce Hepatitis B vznikaji protilatky proti doméné presS
¢sto drive neZ protildtky proti S [Petit a dalsi, Mol.
Immun., 23: 511 azZ 523, (1986)]. U inbrednich mys$i se zda
byt imunitni odpovéd viéi S a preS reqgulovana nezavisle a
pfitomnost domény preS miZe ovlivnit imunitni odpovéd vaci
S [Milich a dalsi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 8168 a3
8172, (1985), J. Imunol., 137: 315 aZ 322 (1986; Neurath a
dalsi, J. Med. Virol., 17: 119 aZ 125, (1985)]. Kromé toho,
protilatky va¢i doméné preS neutralizuji virovou nedéinnost
in vitro [Neurath a dalsi, Vaccine, 4: 35 aZ 37, (1986)] a
antigeny preS chrani imunizované $impanzy proti infekci
HBV [Itoh a dalsi, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 83: 9174 a3
9178, (1986)]. Ve svétle téchto pozorovdni a diky
uzitecénosti rekombinantnich kvasinek (jak je podrobné
uvedeno dale), pro vyrobu HB vakcin z rekombinantni
kvasinky Saccharomyces cerevisiae byly experimentalni HB
vakciny podle tohoto vyndlezu vytvoreny na bazi
rekombinantniho kmene S. cerevisiae.

Za ucelem zvySeni dodavek HB vakcin se vyrobci
obratili k rekombinantni DNA technologii pro zprostfedkovani
exprese virovych obalovych proteinid. 2 mikrobidlnich systému
byly pro expresi mncha proteind ziskavanych rekombinantni
technologii nejcastéji pouZivdny kmeny Escherichia coli a S.
Cerevisiae. Mnoho pokusl exprimovat imunologicky uUéinné
Castice HBsAg v E. coli bylo neuspésnych. Naproti tomu S.
Cerevisiae se ukdzal byt velmi vhodnym diky své schopnosti
exprimovat imunologicky uUc¢inné &astice HBsAg. Ukazalo se, 3ze
kdyz jsou tyto ¢dstice (vyluéné sloZené z p24) zpracovany na




vakcinu, jsou schopny Uplné ochranit $impanzy pri provokaci

Zivym HBV nebo ruznych serotypi. Kromé toho castice

S ziskané z kvasinek jsou také imunologicky uéinné a stejné
uc¢inné jako HBsAg ziskany z plasmy pri prevenci choroby nebo
infekce pri klinickych zkouskdch na lidech [Stevens a dalsi,
JAMA, 257: 2612 az 2616 (1987)]. Z toho duavodu je uzZitecnost
S. cerevisiae jako hostitelského druhu pro rizeni syntézy
rekombinantniho HBsAg 2jisténa nade vsi pochybnost. Kromé
toho, exprese humanich terapeutickych ¢inidel a ockovacich
latek v kvasinkdch miZe byt velmi uZiteénd pro vyvoj
produktu, ponévadZ kvasinky neobsahuji endotoxiny, nejsou
patogenni vacéi ¢lovéku, je moZno je fermentovat

v prumyslovém méritku a pri jejich vyuzivadni lze upustit od
mnoha bezpecénostnich opatreni, ktera doprovazeji vyuziti
kontinudlnich linii sav¢ich bunék (mnohé z nich jsou virové
transformovdny, mochou byt tumorigenické u mysi a vsSechny
obsahuji protoonkogeny).

S. cerevisiae (pekarské droZdi) je eukaryot, ktery
je schopen syntetizovat glykoproteiny. Glykosylace proteinu v
kvasince je predmétem mnoha neddvno publikovanych prehlednych
¢lanku [zejména: Kukuruzinska a dal$i, Ann. Rev. Biochem,
(1987), 56, 915 aZ 944; Tannen a dalsi, BBA, (1987) 906, 81
az 99]. K této glykosylaci ¢éi adici glykani na vhodné
receptorové aminokyseliny (aa) v polypeptidu dochazi bud na
specifickych serinovych (Ser) nebo threoninovych (Thr)
zbytcich (vazba pres kyslik), nebo na specifickych asparagi-
novych (Asn) zbytcich (vazba pres dusik). Specificénost
vzhledem k vazbé pres kyslik na zbytcich Ser nebo Thr neni
jasné vysvétlena a stanovuje se empiricky pripad od pripadu.

Signdalni sekvence pro glykosylaci pres dusik je
dobfe definovana, jakoZto bud aminokyselinova sekvence
Asn-X-Thr nebo Asn-X-Ser (kde X predstavuje libovolnou

aminokyselinu). Kromé toho, Ze jsou kvasinky schopny



syntetizovat mnohé autologni, nativni, glykosylované
proteiny (mj. mannoproteiny nebo mannopeptidy), jsou téz
schopny glykosylovat heterologni nebo cizi proteiny
exprimované rekombinantni technologii (pokud heterologni
protein obsahuje vhodnou glykosylaéni signdlni sekvenci bud

pro N- nebo O-glykosylaci).

Polypeptidy preS2+S, které jsou produkovany v
prubéhu prirozené infekce, neobsahuji vice nez dva "jaderné"
N-vazané glykany (o velikosti priblizné 3 kilodaltony (kD)),
jeden v oblasti S a druhy na zbytku na Asn, na aminokyseli-
novém zbytku 4 domény preS2. Rozpoznavaci misto v doméné S
neni glykosylovdno ani v Recombivax HB(R), ani v rekom-
binantnim preS2+S, syntetizovaném v kvasince. Misto
predstavovatné aminokyselinovym zbytkem 4 domény preS2 je
vsak kvasinkou rozpozndno a glykosylovano.

Doména preSl obsahuje N-vdzané glykosylaéni misto
na aminokyselinovém zbytku 4 oblasti preSl a potencialni
misto na aminokyselinovém zbytku 26 v pripadé serotypu adw.
Odbornikum v tomto oboru je zfejmé, Ze argumenty uvedené
pro preS2 glykosylaci jsou platné téZ pro ruizné sekvence v
oblasti preS2 a také pro sekvence v doméné preSl a S.

Kvasinka syntetizujici rekombinantni preSl+preS2+S
nebo preS2+S pridava jaderny glykan, ktery se podoba glykanu
pridavanému k nativnimu polypeptidu v prubéhu virové
infekce. KdyZz vsak je kvasinkova hostitelskad burika "divokého
typu" vzhledem ke glykosylaci (t.j. kdyZ obsahuje uplny
komplement enzymi poZadovanych pro nativni glykosylaci, coz
je pripad prakticky vsech obvykle pouZivanych kmenu
kvasinek), znaény pocet téchto glykani je prodlouZen velkym
poc¢tem pridavnych mannosovych zbytkl stejnym zpusobem,
jakého kvasinky pouzivaji pfi tvorbé svych vlastnich

strukturnich mannoproteinli. Tato rozsifend adice glykanu,




pokud probihd na cizim genovém produktu, jako je poly-

peptid preS2+S, je oznacovdna terminem hyperglykosylace.
Odbornikum v tomto obooru je zrejmé, Ze argumenty uvedené
pro kvasinky se také vztahuji na jiné hostitelské bunky
(napriklad hmyzi nebo houbové bunky atd.), které mohou byt
podrobeny ruznym typim glykosylac¢niho postupu.

Dadle bylo ukdzano, Ze rekombinantni formy 22nm,
¢astic povrchovych proteinu HBV, které jsou exprimovany v
kvasinkovych hostitelskych bunkach divokého typu, mohou
strhdvat znaénd mnozZstvi kvasinkového bunécéného uhlohydréatu
(ktery pfinejmensim zc&asti pochdzi ze strukturnich
mannoproteind a mannopeptidu kvasinkové hostitelské bunky).
Tento strZeny uhlohydrdt by mohl zpusobovat potencidlni
problémy v tom, Ze by mohl vyvoldvat tvorbu protilatek proti
kvasinkovym uhlohydratovym zbytkim glykosylovanych proteinu
a imunogen ockovaci latky obsahujici strZeny kvasinkovy
uhlohydrdt by reagoval s anti-kvasinkovymi protilatkami
pfritomnymi u vétsiny druhd savcu a tim by potencialné
sniZoval svou ué¢innost jakozto imunogen a oc¢kovaci latka.

Hyperglykosylaci a strhdvani dplnych mannoproteinu a
mannopeptidd je moZno eliminovat nebo lze glykosylaci omezit
v polypeptidech preS a S HBV a jejich odpovidajicich

¢asticich, kterymkoliv z ndsledujicich pristupu.

Predné lze hyperglykosylaci pres dusik zabranit
nebo ji lze omezit v prubeéhu ristu rekombinantniho hostitele
tim, Ze v ruistovém médiu je pritomno exogenni ¢inidlo
(napr¥iklad tunikamycin). Za druhé, polypeptidy z rekombinan-
tnich nebo prirodnich zdroju je mozZno deglykosylovat bud
chemicky (napriklad bezvdoudou trifluormethansulfonovou
kyselinou nebo bezvodym fluorovodikem) nebo enzymaticky
(napriklad N~glykanasou, Endo-F nebo Endo-H) nebo fyzikalné
(napriklad pusobenim ultrazvuku). Za treti, rozpoznavaci



misto pro glykosylaci muZe byt zménéno nebo vypusténo
mutagenesi na urovni DNA, aby se tak zabranilo glykosylaci a
tim také hyperglykosylaci. Takové modifikované preS+S
otevrené cteci rdmce (ORF), v nichZ byla zménéna
glykosylacéni rozpozndvaci sekvence (za fizeni vhodnymi
promotory aktivnimi v kvasinkdch) byly transformovany do
hostitelskych kvasinkovych bunék. Vysledné polypeptidy
preS+S nejsou glykosylovdny. Za c¢tvrté, je mozZno .
identifikovat hostitelské buriky, které neobsahuji kritické
enzymy potrebné pro glykosylaci. Posledné uvedeny pristup je
ilustrovan v tomto vyndlezu, aniZ by se vyndlez na néj
omezoval. Jeden takovy kvasinkovy kmen byl identifikovan
(mnng-mutant) (Ballou L. a dalsi, (1980), J. Biol. Chem.,
255, str. 5986 ai 5991]. Tento kmen postrddd kriticky enzym
na glykosylaéni drdze, kterého je zapotrfebi pro prodlou-
Zeni (hyperglykosylaci) N-vazanych glykanl; chemické studie
ukazuji, Ze tento mutant vytvdfi mannoproteiny bez vnéjsiho
fetézce mannosovych zbytkli, priéemZ obsahuje pouze "jaderny"
uhlohydrat (Ballou C. E. a dals$i (1986) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83, str. 3081 aZ 3085; Tsai P. a dals$i (1984), J.
Biol. Chem., 259, str. 3805 aZ 3811]. Pro transformaci
takového mutantniho kvasinkového kmene mnn? bylo pouzZito
otevieného ¢teciho riamce (ORF) pro polypeptid S a preS+s
(pricemZ transkripce je Fizena vhodnymi promotory aktivnimi
v kvasinkdch). Vysledny polypeptid preS+S (obsahujici
preSl+preS2+S, preS2+S, preSl, preS2 nebo preSl+preS2)
obsahuje pouze "jadernou" glykosylaci a nikoliv hyper-
glykosylaci.

PrestoZe polypeptidy S nejsou pri expresi v
kvasinkdch ani glykosylovany ani hyperglykosylovany,
Castice, které se z nich sklddaji, obsahuji podstatnou
koncentraci strZeného uhlohydratu, ktery pochazi z kvasin-
kového mannopeptidu. Exprese polypeptidi, které obsahuji
polypeptidy S a polypeptidy preS v kvasinkovych bundch,




které nejsou schopny hyperglykosylace, ma proto za nasledek

snizeni obsahu uhlohydratu v exprimovanych 22nm ¢asticich.

S. cerevisiae je velmi vhodny kmen, diky schopnosti
exprimovat imunologicky aktivni 22nm éastice. Tyto castice,
po zapracovani do oc¢kovaci latky, jsou schopny plné ochranit
Simpanzy proti provokacéni infekci Zivym HBV. Kromé toho,
HBsAg ziskany z kvasinek se ukdzal byt imunologicky stejné
déinnym pri klinickych zkouskach na lidech jako HBsAg
ziskany z plasmy. UZitec¢nost S. cerevisiae, jakoito
hostitele pro rizeni syntézy rekombinantniho HBsAg je tedy

nade vsi pochybnost.

U rady rekombinantich mikrobidlnich expresnich
systémi se ukdzalo, Ze syntéza mnoha ruznych polypeptidid je
§kodlivd pro hostitelskou bunku. V disledku toho existuje
selektivni tlak proti expresi takovych polypeptidil, takze
jedinymi burikami, které se akumuluji pri preneseni
rekombinantni kultury do vétsiho méritka, Jjsou ty bunky,
které prestaly exprimovat cizi polypeptid nebo ho exprimuji
tak malo, Ze se kultura stava neekonomickou, jakoZto zdroj
tohoto polypeptidu. V nékterych pripadech je tento skodlivy
uéinek tak silny, Ze kdyZ je exprese vyvolana silnym konsti-
tutivnim promotorem, nové transformované burnky nejsou
schopny propagace a nevytvdreji kolonie na selektivnich
mediich. Tyto $§kodlivé uUcinky lze prekonat za pouzZiti
indukovatelného promotoru pro rizeni syntézy takovych poly-
peptidu. V S. cerevisiace existuje rada indukovatelnych
genu. Ctyrmi dobfe charakterizovanymi indukovatelnymi
genetickymi systémy jsou geny pro utilizaci galaktosy (GAL),
gen pro alkohol dehydrogenasu 2 (ADH2), gen pro faktor

a-parovani a gen pho5.

S. cerevisiae obsahuje 5 genu, které koduji enzymy

zodpovédné za utilizaci galaktosy, jakozZto zdroje uhliku pro
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rust. Geny GALl, GAL2, GAL5, GAL7 a GAL1O kéduji (v uvedeném
poradi) galaktokinasu, galaktosa permeasu, hlavni isozym
fosfoglukomutasy, a-D-galaktosa-l-fosfat uridyltranferasu a
uridin difosfogalaktosa-4-epimerasu. Za nepritomnosti
galaktosy je detegovdna pouze velmi mala exprese téchto
enzymi. Pokud se bunky nechaji rist na glukose a potom se ke
kultufe pridd galaktosa, jsou tyto tfi enzymy indukovany
koordinované, prinejmensim tisickrat (s vyjimkou GALS5, kde
dochazi k pétindsobné indukci) na urovni transkripce RNA.
Geny GALl, GAL2, GALS, GAL7 a GALlO byly molekularné
klonovany a sekvenovany. Regulaéni a promotorovd sekvence na
5'strané prislus$né kddovaci oblasti byla umisténa vedle
kédovaci oblasti pro gen lacZ. Tyto experimenty definovaly
promotorové a regulaéni sekvence, kterych je zapotfebi a
které postacuji pro indukci galaktosy.

S. cerevisiae obsahuje také tfi geny, z nichz kazdy
kéduje isozym ADH. Jeden z téchto enzymi ADHII je zodpovédny
za schopnost S. cerevisiae utilizovat ethanol jako zdroj
uhliku v prubéhu oxidaéniho ristu. Exprese genu ADH2, ktery
kéduje isozym ADHII je katabolitové potladena glukosou,
takZe v podstaté nedochazi k zadné transkripci genu ADH2 v
prubéhu fermentaéniho ristu za pritomnosti koncentrace
glukosy 1 g/l. Po vycéerpani glukosy a za pritomnosti
nerepresivnich zdroju uhliku je transkripce genu ADH2
indukovana stondsobné aZ tisicindsobné. Tento gen byl
molekularné klonovdn a sekvenovan a byly definovany
regulaéni a promotorové sekvence, kterych je zapotrebi a
ktere postacuji pro derepresi transkripce.

Faktor a-parovani je sexudlni feromon S.
cerevisiae, kterého je zapotfebi pro parovani mezi bunkami
MATa a MATa. Tento tridekapeptid se exprimuje jako prepro-
feromon orientovany do hrubého endoplasmického retikula a
potom se glykosyluje a proteolyticky zpracovava na svou




konedénou maturovanou formu, kterda je sekretovana bunkami.

Této biochemické drahy se pouziva jako strategie pro expresi
cizich polypeptidu. Gen faktoru pro a-pdrovani byl
molekularné klonovan a jeho promotoru s pre-pro-vedoucl
sekvenci bylo vyuZito pro expresi a sekreci ruznych poly-
peptidd. Podobné se ukdzalo, Ze promotor genu pho5 Jje
indukovatelny nizkymi koncentracemi fosfatu a toho lze také
vyuzit pro fyziologickou regulaci exprese cizich proteinu

v kvasinkach.

Jak lze ocekdvat na zdkladé jejich traverse hrubého
endoplasmového retikula a Golgiho aparatu, cizi proteiny
jsou schopny glykosylace jak pres atom dusiku tak pfes atom
kysliku. Promotor parovaciho faktoru a je uéinny pouze v
téch bunikdch, které maji fenotyp a. V S. cerevisiae existuji
&tyri geneticka mista, znamd jako SIR, kterda syntetizuji
proteiny potrebné pro represi jinych normdlné tichych kopii

a~- a a-informace.

Léze, které jsou citlivé vicéi teploté (ts) a které
interferuji s touto represi, existuji v genovém produktu
ptinejmensim jednoho z téchto mist. V tomto mutantu rust pri
35 ©C ukonéuje represi, coz vede ke vzniku bunék s fenotypem
a/a, v nichZ je promotor faktoru a-pdrovani inaktivni. Po
Upravé teploty na 23 °C se fenotypicky bunky vraci na typ a,
takZe promotor se stdvd aktivnim. PouZiti kmenu s 1lézi ts
SIR bylo demonstrovano pro regulovanou expresi nékolika
cizich polypeptidud.

Ukolem tohoto vyndlezu je ziskat povrchovy protein
HBV, ktery vytvari ¢castice, s podstatné sniZenym obsahem
strZeného uhlohydratu. Dalsim dkolem vynalezu je vyvinout
zpusob produkce povrchovyvch proteind HBV, které vytvareji

Cadstice a které maji podstatné snizeny obsah strZeného
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uhlohydratu, expresi v kvasinkovém hostiteli. Dal3im ukolem
vynalezu je vyvinout océkovaci latku proti HBV s obsahem
¢astic proteinu HBV, s podstatné sniZenym obsahem strZeného
uhlohydratu, pricemZ tato ockovaci latka by byla vhodna pro
aktivni a pasivni 1léc¢bu nebo prevenci chorob a/nebo infekci
zpusobenych HBV nebo jinymi Cinidly, ktera jsou serologicky -
pribuzna HBV. Jesté dals$im udkolem tohoto vynalezu je
vyvinout podminky pro péstovani rekombinantnich
hostitelskych bunék ve velkém méritku a pro purifikaci
rekombinantnich povrchovych proteinu HBV. Tyto a dalsi dkoly
vynalezu jsou zrejmé z dal$iho popisu.

Podstata vynalezu

Podle vyndlezu byly povrchové proteiny HBV
exprimovany ve vysokém vytéiku v rekombinantnim kvasinkoveém
hostiteli, ktery je geneticky deficientni, pokud se tyce
jeho schopnosti glykesylovat proteiny. Exprese povrchovych
proteinu HBV v kvasinkovych burikidch md za nasledek tvorbu
charakteristickych &dstic. Tvorba téchto castic
v hostitelské kvasinkové burice ma za nasledek strhavani
kvasinkovych bunéénych latek do téchto &astic. Jestlise se
pouzZije hostitelskych kvasinkovych bunék "divokého typu”,
miZe byt v ¢dsticich HBsAg strZeno znadné mnoistvi
uhlohydratu kvasinkovych bunék. Aby se obesla tvorba
oCkovaci latky proti HBV s obsahem &astic s podstatnym
mnoZstvim uhlohydratu, je moZno povrchové proteiny HBV
vyrdbét a purifikovat za pouziti rekombinantniho
kvasinkového hostitele, ktery je geneticky nedostatecny,
pokud se tyce jeho schopnosti glykosylovat proteiny.
Povrchové proteind HBV, které jsou produkovany v takovém
hostiteli, vytvari cGastice obsahujici podstatné méné
uhlohydratu ve srovnani s éasticemi produkovanymi
v kvasinkovych bunikdch divokého typu. Tyto &astice na bazi
povrchovych proteint HBV, jsou uZiteéné jako ockovaci latka
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pro léébu a/nebo prevenci infekci majicich vztah k HBV
a jako antigen pro imunologickou diagnostikaci vykazujici
sniZenou reaktivitu s pfirodnimi anti-kvasinkovymi proti-

latkami.

Prehled obréazkl na vvKkresech

Na obr. 1. je schematicky znadzornén diagram
plasmidu pCl/l1pGAL10HBsAg-tADH-1,ktery obsahuje promotor
PGAL10 vyvolavajici transkripci otevrfeného Cteciho ramce
HBsAg, po némZ ndsleduje termindtor tADH1 a selekéni marker

Leu2+.

Jak jiZ bylo uvedeno vyse, vynalez Jje zaméren na
ZpUsob vyroby &astic povrchového proteinu HBV, které
obsahuji podstatné sniZené mnoZstvi strZeného uhlohydratu a
které se hodi pro pouziti jako ockovaci latka proti HBV.

Jako zdroje nukleové Kkyseliny HBV pro izolaci
virovych otevrenych ctecich ramcu bylo pouZito "Danskych"
¢dstic (serotypu adw). Odbornikum v tomto oboru je zrejmé,
Ze vyndlez se vztahuje na pouZiti nukleové kyseliny z kmenu
HBV nebo pr¥ibuznych vird s jinymi serologickymi reaktivitami,
které vyplyvaji z genetické rozdilnosti viru. Pro tvorbu
kovalentné uzavrené kruhovité dvouretézcové DNA genomu HBV
Zz nukleové kyseliny obsahujici zlomy a mezery, ktera se
nativné vyskytuje ve virionu HB, bylo pouZito endogenni
reakce s polymerasou. DNA byla izolovdna, uplné rozstépena
EcoRI a klonovdna do mista EcoRI v pBR322, za vzniku
pPHBV/ADW-~1. Selekci byly ziskdny rekombinantni plasmidy
obsahujici genom HBV v kruhovité permutované formé v misté
EcoRI oblasti preS. Byl zkonstruovan uplny otevreny ctecl
ramec koédujici 55 aminokyselin z oblasti preS2 a 226
aminokyselin z oblasti S postupem, ktery zahrnoval nejprve

purifikaci fragmentu o délce 0,8 tisic bdzovych part (kbp)
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ziskaného po S$tépeni pHBV/ADW-1 pomoci EcoRI a AccIl. Tento
fragment kdéduje polypeptid preS2+S, pouze bez iniciaé&niho
kodonu, aminotermindlnich tri aminokyselin, karboxy-
termindlnich tfi aminokyselin a transladniho termindtorového

kodonu.

Byly syntetizovany oligonukleotidy a potom ligovany
k tomuto fragmentu, ¢imZ byl tento fragment konvertovan na
fragment HindIII obsahujici deset bazovych paru nepreloiené
5' lemujici sekvence pochdzejici z kvasinky a byl zvolen
uplny otev¥eny &teci rémec (ORF) preS2+S tak, aby byl
terminaéni kodon p¥imo pripojen k prirodnimu mistu HindIII
v transkripénim termindtoru ADH1l, za vzniku spojovniku
kompletné odvozeného z nativni kvasinky, bez obsahu
jakychkoliv pridavnych intervenujicich bazi. Odbornikum
v tomto oboru je zrejmé, Ze pro expresi povrchovych proteinua
HBV a podobnych proteini se miZe misto ADH1 pouzit
jakéhokoliv vhodného terminidtoru transkripce, ktery je
aktivni v kvasinkéch.

5'lemujici oblast pro konstrukci

ACAAAACAAA (SEQIDNO: 1)
1 10

byla zvolena tak, aby odpovidala sekvenci neprelozené

vedoucl sekvence (NTL) kvasinkového genu GAP63 (GAP) (Holland
J. Biol. Chem., 225, 2596 (1980)] a rovnész vykazovala

souhlas s genovou rodinu GAP. Konstrukce byla zhotovena
takovym zpusobem, aby byla sekvence NTL primo pfipojena k
iniciaénimu kodonu otevfeného &teciho ramce (ORF) preS2+s,
bez intervence jakychkoliv p¥idavnych bazi. Odbornikum

v tomto cboru je zfejmé, Ze pro expresi povrchovych proteinu
HBV se selekce sekvenci NTL vztahuje i na jiné sekvence,
které vznikaji ve vhodné exprimované koncentraci.




Pri analyze sekvence DNA byly odhaleny dvé substi-

tuce bazi, které maji za nasledek rozdilnosti v amino-
kyselindch ve srovnani se sekvenci preS2+S kédovanou DNA pHB
preSGAP347/19T (Valenzuela a dalsi, Biotechnology 3 (4),

317 az 320 (1985)]. Pro vyhodnoceni identickych polypeptidua
u obou konstrukci byly mistné orientovanou mutagenesi
zménény tyto nukleotidové substituce, které byly T misto

C v bdzi 64 846bp ORF HBV preS2+S (kédujici Phe misto Leu)

a C misto A v bazi 352 (kédujici His misto Gln) [Zoller

a dalsi, Nucleic Acids Research 10: 6487 aZ 6500 (1982)].
Potom byla ovérena kdodovana sekvence aminokyselin pro
optimdlni konstrukci. Odbornikum v tomto oboru je zrejmé, Ze
se vynalez neomezuje na tuto sekvenci, nybrZ Ze se vztahuje
na vsechny sekvence, v nichZ DNA kdduje polypeptidy

s antigenicitou majici vztah k HBV.

Z DNA fragmentu kdédujiciho PreS2 byl po sStépeni
EcoRI a StyIl a purifikaci preparativni elektroforézou na
agarosovém gelu oddélen velky fragment DNA (3,3 kbp), ktery
obsahuje pUC1l9 a oblast kédujici HBsAg. Synteticky oligo-
nukleotid DNA byl potom ligovan s fragmentem pUCl9-HBsAg.
Tento synteticky oligonukleotid DNA obsahuje lepiva mista
5' EcoRI a 3' StyI a poskytuje misto HindIII bezprostfedné
nasledujici za mistem 5' EcoRI. Kromé toho obsahuje synte-
ticky oligonukleotid DNA HBsAg ATG kodon, 9-nukleotidl pred
nim a 21 nukleotidd za nim, véetné mista StyI.

Tento oligonukleotid znowvu vystavi dplnou kdédujici
oblast HBsAg a umoznuje jeji ndsledujici odstranéni v
neporuseném stavu z vektoru na bazi pUCl1l9 Stépenim HindIII.

DNA fragment pUCl19-HBsAg s ligovanym syntetickym
oligonukleotidem DNA popsanym vyse byl pouZit pro trans-
formaci E. coli. Selekcil byly oddéleny rekombinantni

plasmidy, ktere obsahuji uplné rekonstruovanou kédujici
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oblast pro HBsAg. Z rekombinantniho plasmidu byl Stépénim
HindIII a ndsledujici izolaci a purifikaci 0,7kbp HBsAg DNA
pPreparativni elektroforézou na agarosovém gelu odstranén
uplny otevfeny &teci ramec HBsAg, za ucelem klonovani do
expresniho vektoru promotoru GAL10.

Expresni kazeta (pGAL10-tADH1) vyvolava expresi
cizich genu vloZenych do jediného mista HindIIT za
galaktosou indukovatelnym promotorem GAL10. Otevreny cteci
ramec HBsAg (s koncovymi misty HindIII) popsany vyse byl
ligovadn do mista HindIII tohoto vektoru. Tato expresni
kazeta byla vlozZena mezi mista SphI shuttle vektoru pCl/1,
(Beggs, viz vysSe uvedena citace) a tento vektor byl uaveden
do kmenu S. cerevisiae CF52 nebo CF54 a transformované klony
byly selektovany.

Po mutagenesi bylo fragmentu kédujiciho bud S nebo
preS+S, popsaného vyse, pouZito pro konstrukci expresni
kazety, kterd byla neddvno popsana [Kniskern a dalsi, Gene
46: 135 azZ 141 (1986)], ktera se sklidda z a) asi 1,1 kbp
promotoru GAP491, b) 1lObp lemujici sekvence, ktera pochédzi z
kvasinky, c) 1230 bp virového otevieného &teciho ramce pro
preSl+preS2+S nebo 846 bp virového otevieného Gteciho ramce
pro preS2+S nebo 681 bp virového otevreného &teciho riamce
pro S a d) 0,4 kbp kvasinkového terminatoru ADH1.

Pro konstrukci expresnich kazet HBsAg bylo pouzito
tfi ruznych expresnich vektoru. Expresni kazeta promotoru
GAP 491 popsana vyse [Kniskern a dalsi, 1986, Gene 46, str.
135 aZ 141] se skladd z asi 1,1 kbp promotoru glyceraldehyd-
3-fosfdt dehydrogenasy (GAPDH) a asi 350 bp termindtoru
kvasinkové alkohol dehydrogenasy 1 (ADH1) v hlavnim rFetézci
PBR322, s jedinym mistem HindIII mezi promotorem a termina-
torem. Otevreny Cteci rdmec HBsAg z prikladu 2 byl ligovan
do jediného mista HindIII a jeho pritomnost a orientace byly




potvrzeny analyzami restrikéni endonukleasou a metodou
Southern Blot.

Alternativné bylo ve shora uvedené konstrukci
pouzito 0,5 kbp promotoru GAL1l0 [Schultz a dalsi, 1987, Gene
54, str. 113 aZ 123)] misto 1,1 kbp promotoru GAP nebo 1,25
kbp promotoru ADH2 [Kniskern a dalsi, 1988 Hepatology 8, 82
az 87]>misto promotoru GAP (viz obr. 1). V kazdém z téchto
pripadl byla expresni kazeta obsahujici specificky promotor,
otevreny c&teci rdmec HBsAg a termindtor ADH1 klonovana do
shuttle vektoru PCL/1 [Beggs, viz vyse uvedena citace;
Rosenberg a dalsi, viz vyse uvedena citace], za vzniku
kvasinkového expresniho vektoru, kterého potom bylo pouzZito
pro transformaci S. cerevisiae, jak je to popsano dale. Pro
dalsi vyhodnocovani a dalsi experimenty byly tyto transfor-
manty uchovdvdny ve formé zmrazenych zdsobnich vzorkul.

Rodicovsky kmen CF52 byl ziskan takto:
parovaci kmen a-typu, CZ5/LB347-1C (mnn9~, SUC-Z~) byl
parovdn s kmenem a-typu, 2150-2-3 (leu2”, adel”) smisenim
obou kmenl v misce s udplnym médiem YEHD. Za ucelem selekce
diploida byly pdrované kmeny replikovdny na misky s leu”
minimdlnim mediem obsahujicim 2 % sacharosy jako jediny
zdroj uhliku. Po izolaci jednotlivych kolonii byly diploidy
sporulovany a jejich asci byly standardni technikou
rozriznuty. Kmen KHY-107 byl izolovdn jako jedind spora a
charakterizovan jako cir+, adel+, leu2”™ a mnnS~ (technikou
Schiffova barveni). Kmen KHY107 (cir 0) byl odvozen od Kkmene
KHY-107 (cir®) zpusobem popsanym v Broach, Methods in
Enzymology 101, ¢ast C, str. 307 aZ 325 (1983). Opraveny
kmen byl preveden na ura3~ integraci rozstépeného genu
ura3. Vysledny kmen KHY-107ura3delta byl péstovan na
bohatych médiich, aby se umoZnila akumulace spontannich
mutaci. Selektovan byl kanavanin-resistentni mutant.
Komplementaé¢nimi testy se potvrdilo, Ze mutantni kmen CFS5
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ma povahu canl”. Expresni kazeta GAL10OpGAL4 byla integrovana
do genu His3 CF55 (Methods in Enzymology, 1990, 185, str.
297 az 309], za vzniku findlniho hostitelského kmene CF52
(Mata leu2-2,112 ura3delta canl his3delta: :GAL10pGAL4-URA3,
cir®). Pro dals$i vyhodnocovani a dalsi experimenty byly
kmeny CF52 a- CF55 uchovédvany ve formé zmrazenych zadsobnich
vzorku.

Rekombinantni kvasinka ze zmrazeného zasobniho
vzorku byla kultivovdna v médiu YEHD [Carty a dalsi, J.
Industrial Micro. 2, 117 aZ 121 (1987)]. Burnky byly
sklizeny, kdyZ rust dospél do stacionadrni faze. Byly
vyrobeny lysaty, které byly rozdéleny elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu s natriumdodecylsuflatem (SDS-PAGE) a
imunoblotovany s protilatkami proti HBsAg. V souladu s
predpovézenou molekulovou hmotnosti translaéniho produktu
otev¥eného ¢&teciho ramce proteinu S byl nalezen jeden poly-
peptid s molekulovou hmotnosti pribliZné 24 kD. Kromé toho
lysaty rekombinantni ale nikoliv rodidovské kvasinky jsou
pozitivni na S pri radioimunostanoveni (AUSRIA(R)).
Elektronovou mikroskopii s v Gastecdné purifikovanych
kvasinkovych lysatech zjisti vysoka hustota typickych &astic
HBsAg.

Promotor aktivni v kvasince iniciuje transkripci
HBsAg a pribuznych genl. Odbornikum v tomto oboru je zrejmé,
Ze misto promotoru GAP491 je moZno pouzit jakékoliv promo-
torové sekvence aktivni v kvasinkdch (jako jejich neomezujici
pfiklady lze uvést GALl, GAL10, ADH2, Pho5 atd). oOdbornikum
v tomto oboru je také zrfejmé, Ze aby bylo mozZno optimalizovat
vat dobu sklizné kultury, za uUéelem dosazeni maximalniho
vytézku, mélo by se pouZivat vhodného zkusebniho systému,
napfriklad imunoblotové metody nebo RIA nebo imunoeseje sva-
zaného s enzymem (EIA-enzyme-linked immuno-assay) ke stanoveni
exprese HBsAg a pribuznych polypeptidi v tomto systému.
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Promotor GAP491 se ukazal byt uZiteény pri expresi
nékolika cizich proteint v kvasinkdch, vcéetné HBsAg [Bitter
a dalsi, Gene 32: 263 az 274 (1984); Wampler a dalsi,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, str. 6830 aZ 6834 (1985)]. Na
zdkladé nasich drivéjsich vysledkl pri expresi HBsAg s
obsahem aZ do asi 40 % rozpustného kvasinkového proteinu
(Kniskern a dals$i, viz vyse uvedend citace) bylo tohoto
promotoru pouZito pro vyvolani exprese HBsAg a pribuznych
proteind ve vhodnych hostitelskych kvasinkovych burkach.

Odbornikim v tomto oboru je zrejmé, Ze vhodny
kvasinkovy kmen pro expresi povrchovych proteind HBV je
moZno volit ze $iroké palety kandiddtu. Vhodné kvasinkové
kmeny zarhnuji, i kdyZ na né nejsou omezeny, kmeny s
genetickymi a fenotypickymi charakteristikami, jako jsou

proteasové deficience a zménéna schopnost glykosylace.

Za Uc¢elem kontroly a definice glykosylace rekom-
binantnich proteind HBV exprimovanych kvasinkami byl vyse
uvedenym zpusobem zkonstruovdn kmen S. cerevisiae CF52 (Mata
leu2-2, 112 ura3delta canl his3delta:: GAL10pGAL4-ura3, cir©).

Expresniho plasmidu pCl/l1pGAL10HBsAg-tADH-1 bylo
pouzito pro transformaci CF52 (Mata leu2-2, 112 ura3delta
canl his3delta:: GAL10pGAL4-ura3, cir®). Transformované
klony byly selektovdny na minimdlnim mediu (leu™)
obsahujicim 1M sorbitol. Tyto klonované transformanty byly
uloZeny ve formé zmrazenych zadsobnich vzorkl v 17% glycerolu

pro dalsi vyhodnocovani a dalsi pokusy.

Také byl vyroben glykosylovany kontrolni vzorek
divokého typu. Pritom se také pouZzilo expresniho plasmidu a
transformovan byl kvasinkovy kmen CF54, ktery byl izolovan
standardnimi techonologiemi z kmene CF52. Tento kmen se

spontdnné vraci na typ mnn9+ (a je tedy divokym typem, pokud
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se tyce glykosylace, ale jinak ma stejny genotyp jako kmen
CF52). Transformované klonové isolaty se ulozZi ve forme
zmrazenych vzorkd v 17% glycerolu pro dalsi vyhodnocovaci a

experimentalni préace.

Klony transformované kvasinky obsahujici expresni
plasmidy byly naneseny na misky s leu” selektivnim agarem
(obsahujicim 1M sorbitol, v pripadé mnn 9- transformantd.
Inkubace se provadéla po dobu 2 a% 3 dnu pfi 30 °C. Tato
kvasinka byla inokulovédna do 5 az 7ml kultur s komplexnim
YEHD mediem (Carty a dalsi, viz vySe uvedena citace),
pricemZ toto medium obsahovalo 0,1M aZ 1M sorbitol a 2 %
galaktdézy, v pripadé plasmidd na bazi GAL1lO. Kultury
byly inkubovény p#i 30 °C po dobu 12 aZ 18 hodin za

sou¢asného provdushnovani.

VySe uvedenych kultur bylo pouZito k zaodkovani
nadob obsahujich vZdy 50 ml komplexniho YEHD media s 1M
sorbitolem (toto medium je ddle oznadovano zkratkou YEHDS).
Inokulace se provadéla na podateéni hodnotu Aggg = 0,1
a kultury se inkubovaly pri 30 °C za soucasného tfepani pri
frekvenci otadeni trfepadky 350 min~t po dobu 48 az 72 hodin,
az do findlni hodnoty Agoo = 10 azZ 16. Vzorky z deseti
jednotek Agoo bYly uloZeny do zkumavek a kvasinkové bunky
byly peletizovany lOminutovym odstfedovdnim pFfi 2000 x g.

Zkouseni vzorku bylo provddéno bud ihned nebo se
vzorky uloZily ve zmrazeném stavu pfi -70 °C. V dobé
zkouseni byly pelety resuspendovany v 0,4 ml fyziologického
solného roztoku pufrovaného fosfatem (PBS) s obsahem 2mM
fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) a suspenze byly prevedeny
do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek. Kvasinkové bunky byly
rozbity 1) pridavkem 200 aZ 300 mg omytych sklenénych perel
(o pruméru 0,45 mm) a nasledujicim michanim ve virivém

mixeru po dobu 15 minut, 2) pridavkem povrchové aktivni




latky TRITON X-100 do koncentrace 0,5 %, 3) dvouminutovym

michanim ve vifivém mixeru a 4) desetimunutovou inkubaci pri
4 °c. Rozdrcené zbytky bunék a sklenéné perly byly oddéleny
a v supernatantu byl stanoven protein [metodou podle Lowry
a dalsi, J. Biol. Chem. 193, 265 (1951)] a provedlo se
stanoveni RIA, které je specifické pro preS2+S [Hansson

a dalsi, Infect. Immunol., 26: 125-130 (1979); Machida

a dalsi, Gastroenterology 86: 910 aZ 918 (1984)] nebo pro

S (AUSRIA).

Klony transformované kvasinky mnn9- obsahujici
expresni plasmidy byly naneseny na misky s leu-
selektivnim agarem s obsahem 1M sorbitolu a kultury
byly 2 aZ 3 dny inkubovany pfi 30 °C. Tato kvasinka byla
inokulovdna do 5 az 7ml kultur s komplexnim YEHDS mediem,
které rovnéz obsahovalo 2 % galaktosy pro plasmidy s
promotorem GAL10. Inokulace byla provddéna na pocatecni
hodnotu Ay, = 0,1 a kultury byly inkubovany pri 30 O¢c za
souc¢asného tfepani pri frekvenci otdceni trepacky 350 min~
po dobu 48 azZz 72 hodin, az do findlni hodnoty Aggg = 10 az

1

16. Trikrat replikované vzorky 2z deseti jednotek Agog byly
ulozZeny do zkumavek a kvasinkové bunky byly peletizovany
l10minutovym odstfedovanim pfi 2000 x g. Zkouseni vzorku se
provadélo bud ihned nebo se vzorky uloZily ve zmrazeném

stavu pri -70 °cC.

Imunoblotové analyzy polypeptidu ziskaného ze vsSech
rekombinantnich klond popsanych vyse v hostitelskych burnkach
mnn9- fenotypu vykazovaly jeden pas se zdanlivou molekulovu

hmotnosti asi 24 kD.

U rekombinantnich proteint je kvalitativni a
kvantitativni profil glykosylace funkci, kterda je znaéné
zavisla na druhu hostitelské bunky a v ramci jednoho druhu

na bunéc¢né linii. Odbornikim v tomto oboru je proto zrejmé,
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Ze volba hostitelského kmene se vztahuje i na druhy a bu-
néc¢né linie odlisné od S. cerevisiae, pro né: lze iden-
tifikovat mutace enzymi na glykosyladni draze. Odbornikim je
také rovnéZ zfejmé, Ze volba hostitelskych kmenl S.
cerevisiae se vztahuje na v§echny kmeny, u nichz 1lze

identifikovat mutace enzymi na glykosylaéni draze. -

Transformované klony byly potom podrobeny skriningu
na pritomnost HBsAg DNA a expresi p24 HBsAg. Bunky byly
ponechany rist na mediu YEHDS, které také obsahovalo
galaktosu pro plasmidy s promotorem GAL10, za ucelem indukce
exprese po vycerpani glukosy. Vyrobily se lysaty, ty se
rozdeélily elektroforézou na polyakrylamidovém gelu
s natriumdodecylsulfatem (SDS-PAGE) a blotovaly se (Western
Blot) na nitrocelulézu. Bylo zjisSténo, ze produkt p24 je
specificky na protein S, jelikoZ je pritomen pouze
v indukovanych transformantech a je reaktivni se sérem
anti-p24. Jeden z téchto klonu byl zvolen pro dalsi analyzu.
Kromé toho, lysaty transformantli, ale nikoliv rodic¢ovsky
kmen S. cerevisiae, byly pozitivni na HBsAg pri
radioimunostanoveni.

Tento vysledek jasné ukazuje uZitednost expresniho
vektoru, ktery pouZiva promotoru GAL1lO0 pro Fizeni exprese
HBsAg a podobnych povrchovych proteinti v S. cerevisiae.
Odbornikum v tomto oboru je jasné zfejmé, Ze regulaéni
promotor GAL1l0 nebo promotory GALl, GAL2, GAL7 nebo MEL1,
které pusobi nerozlisitelnym zplUsobem, umoziuji prenést rist
rekombinantni kultury S. cerevisiae do produkéniho méritka
pfed zahdjenim syntézy rekombinantniho proteinu tak, aby
byly negativni d¢inky na hostitelskou burku minimalizovany.
Dale je odbornikum v tomto oboru zfejmé, Ze pro pFimou
expresi peptidu obsahujicich S a preS je moZno pouzit
expresniho vektoru obsahujiciho jiny reqgulaéni promotor
(véetné ADH2 a faktoru a-parovani, na néz se vsak vynalez




neomezuje), ktery je fyziologicky indukovatelny a u néhoZ lze

zajistit derepresi jinymi prostredky. Odbornikum je také
zfejmé, Ze konstitutivni promotor, ktery je méné ucinny neiz
GAPDH, jako jehoZ neomezujici priklad je mozZno uvést CYC1,
vyvoldva expresi polypeptidd obsahujicich S a preS do
niZsiho procentického obsahu bunécéného proteinu, takiZe se lze
vyhnout negativnim fyziologickym udc¢inkim, které jsou
zpUsobeny nadexpresi. Odbornikim v tomto oboru je take
zrejmé, Ze aby bylo moZno cptimalizovat dobu sklizné
kultury, za uc¢elem dosazZeni maximdlniho vytézZku, mélo by se
pouzivat vhodného zkusebniho systému, napriklad Western Blot
nebo radioimunoeseje pro stanoveni exprese polypeptidul s

obsahem S a preS v tomto systému.

Pro purifikaci proteinu S nebo podobného proteinu
z transformované kvasinky S. cerevisiae bylo pouZito
imuno-afinitniho sloupce s navazanymi kozimi protilatkami,
které rozeznavaji c¢asticovou formu HBsAg. Eluovany produkt
je pri readioimunceseji pozitivni na HbsAg a pri pozorovani
elektronovou mikroskopii jevi &asticovou formu. Takova
casticova forma, kterd zahrnuje jak HBsAg tak antigeny preS
nebo samotny HBsAg, je uéinna jako ockovaci latka proti HBV

a diagnostické ¢inidlo.

Byly vypéstovany a a sklizeny kvasinkové bunky trans-
formované expresnimi vektory kédujicimi povrchovy protein
viru Hepatitis B nebo jeho varianty. Je-1li to zapotrfebi, je
moZno bunky skladovat tak, Ze se promyji roztokem pufru,
napriklad PBS, zpracuji se na bunéénou pastu a ta se zmrazi,
obvykle na teplotu -70 °c.

Purifikace HBsAg a pribuznych proteini obvykle
zac¢ina takto: davka cCerstvé nebo zmrazené bunééné pasty se
suspenduje v pufru, prednostné TRIS, o vysoké hodnoté pH v
rozmezi od asi 8,5 do asi 11,0, prednostné asi 10,5 (pricemZ
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pufr miZe také obsahovat vhodné inhibitory proteasy). Potom
se bunky rozbiji, prednostné mechanickymi prostredky.
Zjistilo se, Ze jemny zpusob rozbijeni pomoci perel neni
vhodny pro pouziti ve velkém méritku. Pfednost se dava
rozbijeni bunék ve vysokotlakém homogenizdtoru (ktery
pracuje priblizZné za tlaku 68,7 aZ 137,4 MPa). Pouzit se
maZe napriklad Gaulinova nebo Stanstedova homogenizatoru.
Pouziti homogenizatoru se ddva prednost, ponévadi rozbijeni

bunék je Ucinné a rychlé.

Pfi rozbiti kvasinkovych bunék vznika surovy
extrakt. Hodnota pH surového extraktu se nastavuje v rozmezi
8,0 az 11,0, pricemZ hodnoté 10,5 se diava prednost.

V tomto okamZiku miZe byt vyhodné pridavat k
surovému extraktu detergent. Pridavek detergentu usnadniuje
oddélovani membran kvasinkovych bunék od nezadoucich
rozdrcenych bunék. Ukdzalo se, Ze protein preS2+S,
jakoz i jiné formy povrchovych proteinli, se mohou asociovat
s membranami kvasinkovych bunék. MiZe se pouZivat ruznych
neutralnich nebo neiontovych detergentd, jako jejichz
neomezujici pfiklady je moZno uvést detergenty ze serie
TRITON-N, serie TRITON-X, serie BRIJ, serie TWEEN nebo serie
EMASOL, deoxycholat, oktylglukopyranosid nebo NONIDET-Np-40.
UZiteénym a vhodnymi ¢inidly jsou téZ detergenty s amfoter-
nimi ionty (zwitterionty), jako je CHAPS nebo CHAPSO.

JestliZe se ma pouiit detergentu, je jim prednostné
TRITON X-100 v koncentraci pribliZné 0,5 %. Je treba zdu-
raznit, Ze zpusob podle vyndlezu v tomto stupni nutné
nevyzaduje pouziti detergentu a pouZiti detergenti neni

proto obligatorni.

Pokud nebyly v prubéhu lyse priddny inhibitory
proteasy, muZe se potom extrakt tepelné zpracovat. Tepelné




zpracovani je U¢inné v urcitém rozmezi teplot a délky

trvani. Obvykle se pouziva teploty v rozmezi od 45 do 60 °c,
pric¢em? prednostni teplotou je teplota 50 °C. Doba tepelného
zpracovani obvykle lezi v rozmezi od 20 do 40 minut, pricemz
pfednostni doba ¢ini 30 minut. Extrakt se tepelné zpracovava
ve vhodné nadobé. Tato nadoba se bud ponofi do zahfivané
ldzné nebo se pouZiva vyméniku tepla. Potom se latka ochladi
na asi 10 ©c, prednostné tak, Ze se umisti do lazné s
ledovou vodou nebo se pouZije vyméniku tepla. Odbornikum v
tomto oboru je zrejmé, Ze pri tomto zpusobu podle vynalezu
se muzZe poradi, v némZ se provadéji stupné tepelného zpraco-
vani a odstranovani zbytkd bunék, obratit, aniZ by to mélo
podstatny uUc¢inek na vysledek celého postupu. Alternativné se
muZe postupovat tak, Ze se celé kvasinkové bunky zahrivaji v
pufru s neutrdalnim pH, potom se bunky rozbiji a prida se
detergent, jak to bylo popsano vyse.

Odstranéni zbytku bunék z tepelné zpracovaného
surového extraktu je nutné, aby se zabranilo fyzikdlni okluzi
v prubéhu nasledujicich purifikaénich stupnua. Zbytky bunék
je mozZno odstranit odstfedovanim, mikrofiltraci nebo
filtraci a tak se ziskd &iry extrakt. Nejvétsi prednost se
z téchto metod ddva odstrfedovdni a mikrofiltraci. Odstre-
dovani se miZe provadét po ruznou dobu pfi ruznych od-
st¥edivych sildch. Zjistilo se, Ze patnactiminutové
odstfedovani pri asi 3000 x g pri 4 °C je dostadujici. Také
miZe byt vyhodné extrakt pred odstfedovanim zfedit, aby se
sniZila typicky viskdézni povaha surového extraktu z
kvasinkovych bunék. Zfedéni nenarusi 2adny 2z ndsledujicich

stupnia tohoto postupu.

Mikrofiltrace ma& vyhodu v tom, Ze filtraci a
dialyzu je moZno provadét soucasné. Pro pouziti v tomto
stupni se hodi nékolik typl mikrofiltraénich jednotek,
napriklad KROSFLO, vyrobek firmy Microgon Inc. nebo



_26_

jakédkoliv z ruznych patron s dutymi vlakny, vyrdbéna firmou

Amicon nebo A/G Technology. Pfednostni mikrofiltradni metoda
spo¢ivd v prichodu extraktu pres membranu Prostak Durapore
(Millipore) miskové nebo ramové mikrofiltracni jednotky,

pricemZ membrdna mad velikost pdéri v rozmezi od asi 0,1 do

asi 0,2 pum a jednotka pracuje za vstupniho tlaku asi 13,74

aZz asi 48,1 kPa, za pouziti pufru obsahujiciho priblizZné

0,1M TRIS o pH asi 10,4 a asi 0,1 % -detergentu TRITON X-100. .

Pred provaddénim ndsledujiciho stupné tohoto postupu
se muZe supernatant z odstfedovdni nebo filtrat z mikro-
filtrace zkoncentrovat. Koncentraéni postup se mize provadét
ruznymi metodami, jako jejichZ neomezujici pfiklady lze
uvést dialyzu, filtraci, lyofiliazci, ultrafiltraci a
diafiltraci. Pfednostni koncentraéni metoda pri zpusobu
podle vynalezu spoc¢iva v prichodu vy&ereného extraktu ultra-
filtraénim systémem s dutymi vldkny s vylucovaci mezi
molekulové hmotnosti 10°. Objem vycereného extraktu se
typicky sniZuje asi 6,5 ndsobné, v pripadé produktu z
mikrofiltrace, a asi dvojndsobné, v pripadé zfedéného
produktu 2z odstfedovani, pridemZ se ziskava zZkoncentrovany
retentat. Po této koncentraci se retentdt diafiltruje, aby
se dale odstranily necistoty s niZs$i molekulovou hmotnosti.
Diafiltrace se provadi za pouziti systému s dutymi vlidkny s
vyluéovaci mezi molekulové hmotnosti pfiblizné 10°.

Pokud byl pridan detergent TRITON X-100, muZe se
odstranit ruznymi konvenénimi metodami, jako jejichZ neo-
mezujici priklady je moZno uvést dialyzu, pridavek uré&itych
organickych rozpoustédel, vymrazZovani, chromatografické
oddelovani a Kontaktovdni s gelem nebo pryskyrici, ktera
specificky vaze detergenty, jako je Extractogel (Pierce) a
pryskyrice XAD (Romicon). PFi prednostnim zpusobu provedeni
tohoto vynalezu se detergent TRITON X-100 odstranuje tak, zZe
se necha tepelné zpracovany extrakt s obsahem TRITON X-100




cirkulovat patronou obsahujici prysky¥ici XAD-2 nebo XAD-4

(polystyren-divinylbenzenovd pryskyrice). Tepelné zpracovany
extrakt se nechd cirkulovat ndplni XAD po dobu asi 10 hodin
pfi 4 ©°C a potom se shromdZdi ve vhodné nadobé, napriklad

uzaviratelné sklenéné 1lahvi.

Pokud byly bunky rozbity v pufru o vysoké hodnoté
pH, nastavi se hodnota pH tepelné zpracovaného extraktu nebo
extraktu obsahujiciho inhibitory proteasy v
této dobé na hodnotu v rozmezi od 7,0 do 7,9, pricemz
hodnoté pH pribliZné 7,7 se dava pfednost. Upravou pH na asi
7,7 po tepelném zpracovani, které bylo provadéno v souladu
se zpusobem podle vyndlezu pri vysoké hodnoté pH, se velmi
usnadni adsorpce obalovych proteind na Siroké pdry oxidu
kfemicitého, kterého se pouzivd v ndsledujicim stupni.
Prizpusobeni pH tepelné zpracovaného extraktu se muze
provadét pred stupném odstranovdni detergentu TRITON X-100,
aniZz by to néjak ovlivnilo vysledek celého postupu.
Odbornikum v tomto oboru je tedy zrejmé, Ze pri tomto zpusobu
podle vyndlezu se muZe poradi stupnd, v nichZ se provadi
Uiprava pH a odstranovédni detergentu TRITON X-100, obratit,
aniZ to ma podstatny uc¢inek na vysledek celého postupu.

Potom se miZe HBsAg snadno oddélit od nec¢istot, za
vzniku v podstaté purifikovaného HBsAg. Prednostni metodou
odstranovani necistot je adsorpce HBsAg na oxid kremicity se
Sirokymi péry. Nejvétsi prednost se podle vyndlezu dava
metodé, pri niZ se HBsAg adsorbuje na Siroké pdéry oxidu
kfemi¢itého, tj. na oxid kfemiéity s prumérem pdéru v rozmezi
od asi 100 do asi 150 nm a velikosti éastic v rozmezi od asi
30 do 130 pum (Amicon). Povrchovy protein snadno vstupuje do
péru tohoto oxidu kfemic¢itého a zustdva v nich zadrien.
Nec¢istoty kvasinkového bunééného proteinu je proto mozZno

snadne vyplachnout.
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Adsorpce povrchového proteinu na oxid kremicéity se
Sirokymi pdéry se muZe provadét chromatografickym postupem
nebo nechromatograficky diskontinudlnim postupemn.
Chromatograficka adsorpce se provadi tak, Ze se extrakt
S nastavenou hodnotou pH nechd prochiazet loZem oxidu
kfemic¢itého se Sirokymi péry uloZeného v zarfizeni pro
sloupcovou chromatografii. Obvykle se asi 1 litr tepelné
zpracovaného extraktu aplikuje na péticentimetrovou kolonu
s duplikdtorovym plastém obsahujici asi 300 ml (asi 100
g susSiny) perel oxidu kremic¢itého se Sirokymi péry, pri pru-
tokové rychlosti asi 200 ml/h.

Nechromatografickd adsorpce na $iroké péry oxidu
kfemid¢itého se obvykle provaddi tak, Ze se tepelné Zpracovany
extrakt smichd ve vhodné nddobé, napriklad uzaviratelné
sklenéné lahvi s oxidem kfemi¢itym. V pfednostnim provedeni
se asi 300 ml oxidu kfemicitého se Sirokymi pdéry prida k asi
1 1 tepelné zpracovaného extraktu ve sklenéné lahvi a smés
se udrZuje za konstantniho michdni pfednostné po dobu asi
1,5 hodiny pri teploté v rozmezi od asi 4 do asi 8 °c. Muze
se vsak pouZit i jiné kontaktni doby a jiné teploty.

Promyvani oxidu kremic¢itého s adsorbovanym
povrchovym proteinem, kterym se odstranuje neadsorbovana
latka, se také muZe provadét nechromatograficky. Oxid
kfemi¢ity se vsSak také muzZe uloZit do kolony a promyvani se
miZe provadét v zarizeni pro chromatografickou adsorpci.
Diskontinudlni promyvani se provadi tak, Ze se tepelné
zpracovany extrakt nechd vytéci ze Sirokych péru oxidu
kfemicitého a potom se prfidd nékolik objemd pufru, ktery
nezpusobi uvolnéni HBsAg adsorbovaného na oxidu kFemicitém.
Pfednostnim pufrem je PBS. Vypusténi kapalné faze z oxidu

kfemic¢itého a promyvaci stupné se opakuji 3 aZ 5x.




Chromatografické promyvani povrchového proteinu

adsorbovaného na oxidu kremi¢itém se provadi tak, Ze se
loZem oxidu kfemiditého nechd proudit PBS prutokovou
rychlosti pfiblizné 200 ml za hodinu tak dlouho, az je

extinkce pri 280 nm konstantni.

HBsAg se eluuje z promytého oxidu kremié¢itého se
Sirokymi pdry pomoci roztoku pufru, jehoZ hodnota pH Jje
pribliZné v rozmezi od 8,5 do 9,0. Povrchové proteiny se
prednostné desorbuji za pouziti roztoku pufru obsahujiciho
priblizné 0,05 M boratu pri pH asi 8,7. Desorpce HBsAg
se miZe usnadnit zvysSenim teploty v Sirokém rozmezi.

Prednostni teplota pfi desorpci je asi 55 °c.

Nechromatografickd desorpce se provadi tak, Ze se
smichd 1200 ml 0,05M boratového pufru o pH 8,7 s asi 700 ml
promytého oxidu kfemic¢itého se Sirokymi pdéry s adsorbovanymi
HBsAg. Desorpce se provadi po dobu asi 25 minut. Eluat
se zachycuje a desorpéni stupné se dvakrat opakuji. Potom se
eludt ochladi.

Chromatografickd desorpce se provadi tak, Ze se
kolona s duplikdtorovym plastém obsahujici promyty oxid
kfemidity zah¥reje prfibliZné na teplotu 55 °C. 0,05M boritovy
pufr o pH 8,7 se zahreje na 55 Oc a potom se nechad prochazet
kolonou prutokovou rychlosti 500 ml za hodinu. Eluat se
zachycuje a chladi. Objem eludatu je priblizZné ekvivalentni
objemu tepelné zpracovaného extraktu aplikovaného na oxid
k¥emicity se Sirokymi péry.

Obvykle je zapotfebi eluovany HBsAg koncentrovat.
Prednostnim koncentracnim postupem je postup, pri némZ se
eluat necha prochazet diafiltracé¢nim systémem s dutymi vlakny
s vylucovaci mezli molekulové hmotnosti 10° za pouziti 0,05M

boratového pufru o pH 8,7. Za pouziti tohoto systému se
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objem eluovaného povrchového proteinu obvykle snizi az asi
1l6x. Diafiltracni retentdt se miZe sterilovat mikrofiltraci,
pokud je to zapotrebi.

Obsah uhlohydratu v HBsAg se stanovuje
zpisobem, ktery popsali Dubois M. a dalsi v Anal. Chemn. 28,
str. 350 (1956). Obecnym principem tohoto postupu je, Ze
Jednoduché cukry, oligosacharidy, polysacharidy a jejich
derivaty, vcetné methylethert, s volnymi nebo potencialné
volnymi redukénimi skupinami poskytuji oranzovozluté
zabarveni pri zpracovani fenolem a koncentrovanou kyselinou
sirovou. Intenzita vzniklého zabarveni pri konstatni
koncentraci fenolu je pfimo Umérnd mnozstvi pfitomného

cukru.

Praktické stanoveni obsahu uhlohydratu ve vzorku
povrchovych proteinu HBV se provadi tak, Ze se 1 ml roztoku
obsahujiciho 10 aZ 70 pg proteinu umisti do zkumavky. Pri-
pravi se serie uhlohydrdtovych standardi a slepych vzorku.
Do kazdé zkumavky se pridd 1 ml 5% roztoku fenolu, obsah
zkumavek se promichd a potom se prida 5 ml 96% roztcku
kyseliny sirové a obsah zkumavek se znovu promicha. Zkumavky
se udrzuji 10 minut pri teploté mistnosti, jejich obsah se
promichd a znovu se udrZuji 20 minut p#i 25 a3 30 ©°c.
Zkouseni vzorku se provadi ve spektrofotometru (Agq0/

v pripadé hexos a methylovanych hexos a Aygor V PEipadé
pentos, uronové kyseliny a jejich methylovanych derivatu).
Obsah uhlohydratu ve vzorcich HBsAg se stanovi na zakladé
porovndni s uhlohydratovymi standardy.

VysSe uvedenym postupem se stanovuje obsah uhlo-
hydratu v HBsAg vytvofenych v rekombinantnich kvasinkovych
bunikdch "divokého typu" (CF54) a v HBsAg vytvoFeném
v rekombinantnich kvasinkovych burnkdch CF52. Na zakladé
téchto vysledkl se vydélenim mnoZstvi uhlohydratu




(v mikrogramech) mnoZstvim proteinu ve vzorku (v mikro-

gramech) vypo¢ita pomér mnoZstvi uhlohydratu k proteinu

v kazdém vzorku. Vypoétem tohoto poméru se zjisti, Ze HBsAg
produkovany v rekombinantnich kvasinkovych burikdch mnnS-
konsistentné obsahuje jednu desetinu obsahu uhlohydratu

v HBsAg produkovaném v rekombinantich kvasinkovych burikdch
"divokého typu”. Tyto vysledky ukazuji, Ze HBsAg produkovany
v mutantnich kvasinkovych burikdch mnn9- md podstatné snizZeny
obsah uhlohydratu ve srovnani s HBsAg produkovanym

v kvasinkovych burnkdch "divokého typu".

Vyndlez je bliZe objasnén v nésledujicich prikladech
provedeni. Tyto pfiklady maji vyhradné ilustrativni
charakter a v Zadném ohledu vyndlez neomezuji. VSechny
uvadéné citace predstavuji ndhradu za preneseni jejich
celého textu do popisu tohoto vyndlezu.

Priklady provedeni vvndlezu

Priklad 1

Klonovdni HBV DNA do pBR322

Z humdnni plasmy (nosice) se izoluji a purifikuji
"Danské" (Dane) castice HBV (serotypu adw) a v téchto
¢asticich se pomoci endogenni polymerasy syntetizuje dvou-
fetézcovd DNA zpUsobem popsanym v Landers a dalsi, J.
Virology, 23, 368 az 376 (1977) a Hruska a dalsi, J.
Virology 21, (1977). DNA se izoluje po Stépeni enzymem
Proteinase K v SDS, naceZ se provede extrakce smési fenolu a
chloroformu a srazZeni ethanolem. Genomovd DNA HBV se Stépi
EcoRI, za vzniku jednoho 3,2kbp fragmentu, ktery se klonuje
do mista EcoRI pBR322, za vzniku pHBV/ADW-1. Pritomnost HBV
DNA se potvrdi Stépenim EcoRI, prenosem Southern Blot na
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nitrocelulézu a hybridizaci s [32P]-znaéenYmi specifickymi
oligonukleotidovymi prdébami.

Priklad 2
Klonovani genu preS2+S do expresniho vektoru PGAP-tADH-2

Plasmid pHBV/ADW-1 (popsany v prikladu 1) se Stépi
EcoRI a AccI a 0,8kbp fragment se purifikuje preparativni
elektroforézou na agarosovém gelu. Také plasmid pUC se Stépi
EcoRI a BamHI a linedrni vektor se purifikuje preparativni
elektroforézou na agarosovém gelu.

Pro rekonstrukci 5'casti otevreného &teciho ramce
preS2+S se syntetizuje dvojice oligonukleotidii, které
rekonstituuji otevfeny &teci ramec prfed mistem EcoRI smérem
k ATG prostfednictvim 10bp sekvence NTL pres misto
HindIIT do konce EcoRI. Tyto oligonukleotidy maji nasle-
dujici sekvence.

AATTCAAGCT TACAAAACAA AATGCAGTGG (SEQIDNO: &)
1 ' 10 20 30

GTTCGAATGT TTTGTTTTAC GTCACCTTAA (SEQIDNO: 3)
1 10 ' 20 30

Pro rekonstrukci 3' &asti otevreného &teciho ramce
preS2+S se syntetizuje druhy par oligonukleotidu, které
rekonstituuji otevreny cteci rdmec od mista AccI pro-
stfednictvim translaéniho termindtoru pfes misto HindIII do
konce BamHI. Tyto oligonukleotidy maji ndsledujici sekvence:

ATACATTTA AGCTTG (SEQIDNO: &)
1 10 15

TGTAAATTTC GAACCTAG (SEQIDNO: 5)
10 10 18




Dvojice oligonukleotidud se tepelné hybridizuji a

potom liguji do vektoru pUC Stépeného EcoRI-BamHI. Vysledny
vektor (2,8kbp) se purifikuje preparativni elektroforézou na
agarosovém gelu. 0,8kbp fragment EcoRI-AccIl, viz vysSe, se
liguje s timto vektorem. Pfitomnost a orientace otevieného
Gteciho ramce preS2+S se potvrdi analyzou pomoci restrikcéni
endonukleasy a metodou Southern Blot. Analyza sekvence DNA
[Sanger a dalsi, 1977] ukazuje dvé substituce bazi, které
maji za nasledek vznik aminokyselinovych rozdill ve srovnani
se sekvenci kdédovanou DNA plasmidu HBpreSGAP347/19T. Pro
vyhodnoceni identickych polypeptidd v obou téchto
konstrukcich se mistné orientovanou mutagenesi zméni tyto
nukleotidové substituce, které byly T misto C v bazi 64
(kédujici Phe misto Leu) a C misto A v bdzi 352 (kédujici
His misto Gln) [Zoller a Smith, Nucleic Acids Research 10:
6487 aZ 6500 (1982)].

Plasmid obsahujici kédujici oblast HBsAg bez
kédujici oblasti preS2 se zkonstruuje ndsledujicim zpusobem:
plasmid pUCHBpreS2+S (popsany vyse) se Stépi restrikénimi
endonukleasami EcoRI a StyI. 0d DNA fragmentu kédujiciho
preS2 se oddéli velky fragment DNA (3,3kbp), ktery obsahuje
pUC a kédujici oblast HBsAg a preé¢isti se preparativni
elektroforézou na agarosovém gelu. Dvojice oligonukleotidu
syntetické DNA

AATTCAAGCT TACAAAACAA AATGGAGAAC AICACATCAG
1 10 20 30 40

GATTC (SEQIDNO: 6)
45

GTTCGAATGT TTITGTTITAC CICTTGTAGT GTAGTCCTAA
1 10 20 30 40

GGATC (SEQIDNO: 7)
45
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se potom liguje s fragmentem PUCHBsAg. Tato dvojice
syntetickych oligonukleotidl obsahuje 5' EcoRI a 3' StyI
lepivé konce a soucdasné poskytuje misto HindIII, které
ihned nasleduje za mistem 5' EcoRI. Kromé toho, dvojice
oligonukleotidu syntetické DNA obsahuje kodon HBsAg ATG,
pred nim nepreloZenou 10bp vedouci sekvenci a za nim 21
nukleotidld obsahujicich misto StyI.

Tento oligonukleotidovy pdr znovu vystavi Uplnou
kédujici oblast HBsAg a umoZruje jeji nasledujici odstranéni
V neporuseném stavu z vektoru na bazi pUC Stépenim HindIII.

DNA vektoru pUC-HBsAg s ligovanym oligonu-
kleotidovym pdrem DNA popsanym vyse se pouZije pro trans-
formaci E. coli. Selekci se oddéli rekombinantni
plasmidy, které obsahuji tplné rekonstruovanou kédujici
oblast pro HBsAg. Z rekombinantniho plasmidu se sStépénim
HindIII a nadsledujici izolaci a purifikaci 0,7kbp HBsAg DNA
pPreparativni elektroforézou na agarosovém gelu odstrani
otevrfeny &teci rdmec uplného HBsAg, za Ucelem klonovani do

expresniho vektoru.

Priklad 3

Klonovani otevfeného ¢teciho ramce HBsAg do tri raznych

expresnich vektoru

Pro konstrukci expresnich kazet HBsAg se pouzije
tfi raznych expresnich vektorli. Neddvno popsana expresni
kazeta s promotorem GAP491 (Kniskern a dalsi, 1986, Gene 46,
Str. 135 azZ 141) se skladdd z asi 1,1kbp glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasového (GAPDH) promotoru a asi 350bp
kvasinkového alkohol dehydrogenasového 1 (ADH1) terminatoru
v hlavnim rfetézci pBR322 s jedinym mistem HindIII mezi




promotorem a terminadtorem. Otevreny ¢teci ramec HBsAg z

prikladu 2 se liguje v jediném misté HindIII a jeho
pritomnost a orientace se potvrdi analyzou pomoci restrikéni

endonukleasy a metodou Southern Blot.

Alternativné se 0,5kbp promotorem GAL10 (Schultz a
dalsi, 1987, Gene 54, str. 113 aZ 123) nahradi 1,1kbp
promotor GAP ve vyse uvedené konstrukci a 1,25kbp promotorem
ADH2 (Kniskern a dalsi, 1988, Hepatology 8, 82 az 87) se
nahradi promotor GAP (viz obr. 1).

V kaZdém z téchto pripadl se expresni kazeta
obsahujici specificky promotor, otevfeny ¢teci rdmec HBsAg a
termindtor ADH1l klonuje do shuttle vektoru pCl/l (Beggs, viz
vySe uvedend citace; Rosenberg a dalsi, viz vyse uvedena
citace) za vzniku kvasinkového expresniho vektoru, kterého
se potom pouzije pro dale popsanou transformaci kvasinky S.

cerevisiae.
Priklad 4

Konstrukce mutantniho kvasinkového kmene S. cerevisiae CFS52

(mnno-)

Kmen kvasinky S. cerevisiae KHY107 (cirt, adel™, leu2~
a mnn9~ ) se zkonstruuje ndsledujicim zpuiscbem. Kmen
a-parovaciho typu C25/LB347-1C (mnn9~, SUCZ™ ) se paruje s
kmenem typu "a" 2150-2-3 (leu2”, adel”) smichanim kmenu na
misce s Uplnym mediem YEHD. Za uUcelem selekce diploidu se
parované Kmeny replikuji na misky s leu” minimdlnim mediem
obsahujicim 2 % sacharosy jako jediny zdroj uhliku. Po
izolaci jednotlivych kolonii se diploidy sporuluji a jejich
asci se standardni technikou rozriznou. Kmen KHY-107 se
izoluje jako jedind spora a charakterizuje jako cir™,

adel™, leu2™ a mnn9~ (technikou Schiffova barveni).
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Kmen KHY107 (cir®) se odvodi od kmene KHY-107
(cir™) zpusobem popsanym v Broach, Methods in Enzymology
101, ¢ast C, str. 307 azZ 325 (1983). Opraveny kmen se
prevede na ura3” integraci rozstépeného genu ura3. Vysledny
kmen KHY-1l07ura3delta se péstuje na bohatych médiich, aby se
umozZnila akumulace spontédnnich mutaci. Selektuje se
kanavanin-resistentni mutant. Komplementa&nimi testy se
potvrdilo, Ze mutantni kmen CFS55 m& povahu cani”. Expresni
kazeta GAL1OpGAL4 se integruje do genu His3 CF55 [Methods in
Enzymology, 1990, 185, str. 297 az 309], za vzniku findlniho
hostitelského kmene CF52 (Mata leu2-2,112 ura3delta canl
his3delta::GAL10pGAL4-URA3, cir®).

P¥riklad 5

Transformace kvasinky a zajisténi zarodkl pro HBsAg
v mutantni kvasince CF52 mnn9-

Plasmidu pCl/1pGAL10-HBsAg-tADH-1, popsaného
v pfikladu 3 se pouZije ke transformaci kmenu S. cerevisiae
CF52 Klony se selektuji na minimdlnim mediu (leu-, s obsahem
1M sorbitolu), ulcZi se ve formé zmrazenych vzorki (v 17%
glycerolu) a vyhodnocuji se ddle popsanym zpiusobem.

Priklad 6

Rist a exprese genu HBsAg za promotorem GAL1l0 v kvasince
CF52 (mnno-)

Klony kvasinky obsahujici expresni plasmid popsany
v prikladu 5 se nanesou na misky s leu- selektivnim agarem
obsahujicim 1M sorbitol a misky se 2 az 3 dny inkubuji pri
30 °c. Tato kvasinka se inokuluje do 5 aZ 7 ml komplexniho




YEHD media s 1M sorbitolem (toto medium je ddle oznacovano
zkratkou YEHDS) a vzniklé kultury se 12 aZ 18 hodin inkubuji
pri 30 °C za soucdasného provzdusriovini. Nadoby obsahujici

50 ml YEHDS se 2 % galaktosy se inokuluji vyse uvedenou
kulturou na poc¢ateéni hodnotu Agy, = 0,1 a kultury se

inkubuji pfi 30 °C za soucasného trepani pri frekvenci
otac¢eni trepacky 350 min~1 po dobu 72 hodin, aZ do findlni
hodnoty Agqq = 10 az 16. Vzorky z deseti jednotek Ag,55 se
uloZ2i do zkumavek a kvasinkové bunky se peletizuji

l0minutovym odstfedovanim pfi 2000 x g.

Zkouseni vzorki se provadi bud ihned nebo se vzorky
ulozi ve zmrazeném stavu pfi -70 °C. V dobé zkouseni se
pelety resuspenduji v 0,4 ml fyziologického solného roztoku
pufrovaného fosfatem s obsahem 2mM fenylmethylsulfonyl-
fluoridu (PMSF). Kvasinkové bunky se rozbiji 1) pridavkem
200 aZ 300 mg omytych sklenénych perel (o pruméru 0,45 mm),
2) michanim ve vi¥ivém mixeru po dobu 15 minut, 3) prfidavkem
povrchové aktivni latky TRITON X-100 do koncentrace 0,5 %
objemoveého, 4) dvouminutovym michdnim ve vifivém mixeru
a 5) deseti aZ patndctiminutovou inkubaci pri 4 °c.
Rozdrcené zbytky bunék a sklenéné perly se oddstredi
desetiminutovou centrifugaci prfi 13000 x g. Vycereny
supernatant se oddéli a stanovi se v ném protein [metodou
podle Lowry a dalsi, J. Biol. Chem. 193, 265 (1951)] a HBsAg
pomoci zkousky ausrIa(R) (Abbott). Typické vysledky zkousek
jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka I

Popis vzorku AUSRIA (pg/mg) rozbijeni Uroven P24
(t¥epaci lahve) proteinu bunék (imunoblot)
mutant mnn9- (0,55;0,61;0,53;) sklenéné
perly +++
divoky typ (1,8) sklenéné
(mnno+) perly +

Kultivace S. cerevisiae (mnn9-) produkujiciho HBsAg ve

velkém méritku ve fermentorech

Zmrazena kultura rekombinantnich kvasinek se
inokuluje na misky s leu- agarem s obsahem 1M sorbitolu a
misky se v obrdcené poloze inkubuji 2 az 3 dny pri 28 °c.
Narust na miskdch se resuspenduje v YEHDS a resuspendovany
narust se prevede do dvoulitrové Erlenmeyerovy banky
obsahujici 500 ml YEHDS a 2 % galaktosy. Banka se inkubuije
PEi 28 °C a frekvenci otaceni 350 min~! v trepaném
inkubatoru s kontrolovanym prostrfedim po dobu 18 a3 22
hodin. Téchto oc¢kovacich kultur se potom pouzije pro
inokulaci nadob v produkénim stupni.

Inokulum (1 aZ 5 % objemovych) z jedné nebo vice
banék se prenese do 16-litrového nebo 250-litrového
fermentoru obsahujiciho 10 1 nebo 200 1 YEHDS. 16-litrové
fermentory se provozuji pfi frekcenci otadeni 500 min’l,
rychlosti provzdusnovani 5 1/min a teploté 28 ©C. 250-litrové
fermentory se provozuji pri frekvenci otacdeni 160 min"l,
rychlosti provzdusnovani 60 1l/min a teploté 28 ©c. sSklizen




se provadi po 40 aZ 46 hodinach od inokulace ockovaci

kulturou. Obvykle se dosdhne hodnot optické hustoty 15,0
(jednotky Aggq)- Sklizen se provadi tak, Ze se bunky
zkoncentruji za pouziti filtraéniho zafizeni s dutymi
vladkny, naceZ se bunky promyji pufrovanymi solnymi roztcky.
Bunééné suspenze se podrobi ddle uvedenému zkousenl nebo se
skladuji ve zmrazeném stavu pri -70 Oc, za uéelem dalgiho

zpracovani nebo analyzy.

Malé vzorky (0,6 ml) 20% promytych bunéénych
suspenzi se rozbiji za pouzZiti sklenénych perel (prumer 0,4%
az 0,52 mm) v 1,5ml Eppendorfovych zkumavkach. Jako
inhibitor proteasy se prida PMSF (6,5 pl 200mM zasobniho
roztoku). Po rozbiti bunék se ze zkumavek odeberou alikvotni
vzorky, které se zmrazi pri -70 e pro imunoblotovou
analyzu. Ke zbyvajici ¢éasti vzorku ve zkumavce se prida vidy
detergent TRITON X-100 do kbneéné koncentrace 0,5 %, vzorky
se kratce promichaji a 20 aZ 40 minut inkubuji p¥i 4 ©c.
Rozdrcené zbytky bunék se oddéli centrifugaci a vycereny
bunéény extrakt se zkousi na antigen zkouskou AUSRIA(R),

a na protein (Lowry).

Priklad 8

Purifikace proteinu S v céasticové formé pomoci imunitni

afinitni chromatografie

Rekombinantni kmen S. cerevisiae zkonstruovany
zZzpusocbem popsanym v prikladu 5 se kultivuje bud v
bankach nebo ve fermentorech. Kvasinkové bunky se sklidi
mikrofiltraci v jednotce Amicon DC-10, suspenduji v 30 ml
pufru A [0,1M Na,HPO,, pPH 7,2, 0,5M NaCl] a rozbiji ve
Stanstedové tlakové komore v prubéhu sedmi prichodl za tlaku
515,2 aZz 584 kPa. Suspenze rozbitych bunék (hmotnost vlhkych
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bunék 31 g) se zfedi 120 ml pufru A, pfida se k ni detergent
TRITON X-100 do konec¢né koncentrace 5 g/l a suspenze se
vyceri centrifugaci pfi 10000 x g po dobu 20 minut pfi 4 ©c,
VyCerenad kapalina se dekantuje a inkubuje se Sepharose 4B s
navazanymi protildtkami proti HBsAg [McAleer a dalsi,
Nature, 307: 178 (1984)] po dobu 19 hodin p¥i 4 °c, aby se
antigen adsorboval na pryskyrici. Po této inkubacdni periodé
se suspenze zahreje na teplotu mistnosti, pfi niz se
provddéji vSechny dal$i stupné a za vakua odplyni (15
minut). Odplynénd suspenze se nalije do kolony 2,5 x 40 cm.
Po dplném naplnéni kolony se nenavdzany protein vymyje
pufrem A. Antigen se eluuje 3M thiokyanatanem draselnym v
pufru A. Frakce obsahujici antigen se dialyzuji proti
roztoku 0,007M dinatriumhydrogenfosfatu (NaZHPO4) oPpH 7,2,
0,15M chloridu sodného pfi 4 °C a spoji se, za vzniku
dialyzovaného produktu obsahujiciho 1,08 mg proteinu ve 20
ml. 16 ml tohoto dialyzovaného produktu se zredi na
koncentraci 40 pg/ml 5,6 ml 0,006M roztoku Na,HPO,, pH 7,2,
0,15M NaCl. Produkt se sterilizuje filtraci pres membrinu
Millex-GV (0,22 um). Identita latky v dialyzovaném produktu
se oveéri detekci reaktivity HBsAg pomoci zkousky AUSRIA(R)

Tabulka I1I

Popis vzorku AUSRIA (pg/mg) rozbijeni
(fermentory) proteinu bunék
mutant mnn9- (1,13;1,10:;1,06;) sklenéné
perly
mutant mnnsS- (3,1:;4,4;) Manton-Gaulin

divoky typ (3,3) Manton-Gaulin




Priklad 9

Purifikace rekombinantniho HBsAg ve velkém méritku

Asi 250 g zmrazené bunécné pasty (produkujici
rekombinantni protein S se resuspenduje na koncentraci 170
g/l (vlhkd hmotnost, celkovy objem asi 1500 ml) ve fosfatem
pufrovaném fyziologickém solném roztoku (PBS). Burnky se
zah¥eji na 45 °C ponofenim do vodné lazné. P¥i této teploté
se bunky udrzuji po dobu 15 minut a potom se ochladi na ledu
na asi 10 °C. Dale se bufky rozbiji dvéma pruchody

Gaulinovym homogenizatorem.

Po homogenizaci se prfida 10% TRITON X-100 aZ do
konecné koncnetrace 0,3 % a smés se asi 15 minut misi.
Bunéény extrakt se odstreduje 20 minut pri 4 Oc a 3600 x g a

oddéli se supernatant.

Tento supernatant se pasdzZuje pres sloupec obsahujici
asi 200 g pryskyrice XAD-2, aby se odstranil TRITON X-100.
Vytékajici proud se potom primo pasdzZuje pres kolonu obsahujici
asi 150 g oxidu kfemic¢itého se Sirokymi péry (velikost pdru
pribliZné 150 nm a velikost &astic priblizné 50 um). PouZita
kolona md prumér 5 cm (Pharmacia) a provozuje se pri
pratokové rychlosti asi 200 ml/h.

Sloupec oxidu kfemicitého se promyva PBS tak
dlouho, dokud se A,g, nevrati na zakladni linii.

Protein S se ze sloupce oxidu kr¥emicitého eluuje za
pouZziti nejprve chladného boritanového pufru (50mM, pH 8,7,
4 °C), pri prutokové rychlosti pfibliZné 500 ml/h tak
dlouho, dokud neni pozorovan narust A,g,. KdyZz A,g, zacne
stoupat, kolona se zahfeje na 55 °C a zaéne se do ni uvadét

boritanovy pufr o teploté 55 °C pritokovou rychlosti
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priblizné 500 ml/h. Eludt obsahujici protein s (pfiblizné

1 litr) se zachycuje na ledu. Eluat se zZkoncentruije
priblizné na 200 ml diafiltraci proti 50mM boritanovému
pufru o pH 8,7 za pouziti diafiltraéni jednotky s dutymi
vlakny s vyluéovaci mezi molekulové hmotnosti 10 5. Potom se
odfiltruje protein S na filtru s otvory 0,2 um a ulozi se.
Tento produkt je stdly a neni u néj pozorovana 2zadna

vyznamna degradace podle analyzy Western Blot.

P¥iklad 10

Stanoveni obsahu uhlohydratu v rekombinantnich povrchovych
proteinech HBV

Obsah uhlohydratu v rekombinantnich povrchovych
proteinech HBV se stanovuje zplsobem, ktery popsali Dubois
M. a dalsi v Anal. Chem. 28, str. 350 (1956). Obecnym
principem tohoto postupu je, Ze jednoduché cukry,
oligosacharidy, polysacharidy a jejich derivaty, véetné
methyletherd, s volnymi nebo potenciélné volnymi redukénimi
skupinami poskytuji oranZovoiluté zabarveni pri zpracovani
fenolem a koncentrovanou kyselinou sirovou. Intenzita
vzniklého zabarveni pri konstantni koncentraci fenolu je
primo Umérnd mnoistvi pritomného cukru.

Pri praktickém provedeni stanoveni obsahu
uhlohydratu v HBsAg produkovaném v kvasinkovém kmeni
divokého typu a kvasinkovém kmeni mnn9- se postupuije
nasledujicim zplsobem: 1 ml roztoku obsahujiciho 10 aZ 70
kg proteinu se umisti do zkumavky. Pripravi se serie
uhlohydratovych standardu a slepych vzorkl s ruznym obsahem
uhlohydratu. Do kazdé zkumavky se pfida 1 ml 5% roztoku
fenolu, obsah zkumavek se promicha a potom se prida 5 ml

96% roztoku kyseliny sirové a obsah zkumavek se znovu




promichd. Zkumavky se udrzZuji 10 minut pri teploteé

mistnosti, jejich obsah se promichd a znovu se udrzZuji 20
minut pfi 25 az 30 °C. Zkouseni vzorki se provadi ve
spektrofotometru (A490, v pripadé hexos a methylovanych
hexos a Aygq, V pripadé pentos, uronové kyseliny a jejich
methylovanych derivatu). Obsah uhlohydratu ve vzorcich
povrchové proteinu HBV se stanovi na zdkladé porovnani

s uhlohydratovymi standardy.

Na zdkladé téchto vysledkl se vydélenim mnozZstvi
uhlohydrdatu (v mikrogramech) mnoZstvim proteinu ve vzorku
(v mikrogramech) vypoc¢itd pomér mnoZstvi uhlohydratu
k proteinu v kazZdém vzorku, ktery je uveden dale.

Pomér uhlohydratu k proteinu v HBsAg

kvasinkovy kmen uhlohydrat/protein

vzhledem ke glykosylaci
divoky typ (mnno+) 0,56

Vypoctem tohoto poméru se zjisti, Ze HBsAg
produkovany v rekombinantnich kvasinkovych burikdch mnno-
konsistentné obsahuje jednu desetinu obsahu uhlohydratu
v HBsAg produkovaném v rekombinantnich kvasinkovych bunkach
"divokého typu". Tyto vysledky ukazuji, Ze HBsAg produkovany
v mutantnich kvasinkovych burnikdch mnn9- ma podstatné sniZeny
obsah uhlohydratu ve srovndni s HBsAg produkovanym
v kvasinkovych bunkach "divokeého typu".
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Seznam sekvenci
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(ii) Nazev vynadlezu: Povrchové protein viru
Hepatitis B,
se zniZenym obsahem uhlohydratu
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(C) Mésto: Rahway
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(viii) Informace o zastupci:
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(C) Referenéni Cislo spisu: 18346

(ix) Telekomunikaéni informace:
(A) Telefon: (908) 594-4251
(B) Telefax: (908) 594-4720

(2) Informace o SEQ ID NO: 1:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka 10 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézcovost: Jeden retézec
(D) Topolegie: linedrni

(ii) Typ molekuly: DNA (gencmova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:1
ACAAAACAAA 10

(2) Informace o SEQ ID NO: 2:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka 30 paru bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retézcovost: jeden fetézec
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:2

AATTCAAGTT TACAAAACAA AATGCAGTGG 30
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(2) Informace o SEQ ID NO: 3:
(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka 30 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézcovost: jeden fetézec
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO. 3

GTTCGAATGT TTTGTTTTAC GTCACCTTAA 30

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:
(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 15 paru bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retézcovost: jeden retézec
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO. 4

ATACATTTAA GCTTG

(2) Informace o SEQ ID NO: 5:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 18 paru bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina




(C) Retézcovost: jeden rfetézec

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO. 5

TGTAAATTTC GAACCTAG , 18

(2) Informace o SEQ ID NO: 6:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 45 paru bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retézcovost: jeden Fetézec

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO. 6

AATTCAAGCT TACAAAACAA AATGGAGAAC ATCACATCAG GATTC 45

(2) Informace o SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 45 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézcovost: jeden retézec

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)
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(xi) popis sekvence: SEQ ID NO. 7

GTTCGAATGT TTTGTTTTAC CTCTTGTAGT GTAGTCCTAA GGATC : » 45

(2) Informace o SEQ ID NO: 8:
(i) Charakteristika sekvence: .
(A) Délka: 29 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézcovost: jeden retézec
(D) Topologie: lineadrni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO. 8

AATTGTCGAC AGCTAGCTGA ATTCCCGSS 29

(2) Informace o SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 29 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézcovost: jeden retézec

(D) Topologie: lineadrni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO. 9




PATENTOVE NAROKY-~

-

1. Eukaryoticky expresni systém pro produkci
rekombinantnich polypeptidl a proteind obsahujicich sniZenou
koncentraci uhlohydratu nebo glykoproteinu z hostitelskeé

bunky.

2. Expresni systém podle ndroku 1, kde euka-
ryotickym hostitelem je kvasinka.

3. Expresni systém podle naroku 2, kde kvasinkovym

hostitelem je Saccharomyces cerevisiae.

4. Expresni systém podle ndroku 1, kde rekombi-
nantnim polypeptidem nebo proteinem je polypeptid nebo
protein viru Hepatitis B.

5. Expresni systém podle naroku 4, kde polypeptidem
nebo proteinem viru Hepatitis B je obalovy polypeptid nebo

protein.

6. Expresni systém podle naroku 5, Kde polypeptidem
nebo proteinem viru Hepatitis B je HBsAg.

7. Povrchovy protein viru Hepatitis B vytvarejici
¢dstice s podstatné sniZenym obsahem strZeného uhlohydratu

nebo glykoproteinu.

8. Povrchovy protein viru Hepatitis B podle naroku
7, produkovany v rekombinantnich kvasinkovych bunkach, které
jsou geneticky deficientni, pokud se tyce glykosylace

proteinu.
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9. Povrchovy protein viru Hepatitis B podle naroku
8, kde geneticka deficience kvasinkové bunky je v genu mnns.

10. Povrchovy protein viru Hepatitis B podle naroku
7, kde pomér uhlohydratu k proteinu v purifikovaném
povrchovém proteinu je nizs$i nez o,5.

11. OcCkovaci latka proti viru Hepatitis B pro
pouZiti u lidi, vy znacéujici se tim, Ze
obsahuje povrchovy protein viru Hepatitis B vytvarejici
Castice s podstatné sniZenym obsahem strZeného uhlohydréatu
nebo glykoproteinu.

12. Ockovaci latka podle ndroku 5 produkovand v
rekombinantnich kvasinkovych burikdch, které jsou geneticky
deficientni, pokud se tyée glykosylace proteinu.

13. Oc¢kovaci latka podle ndroku 12, kde geneticka

deficience je v genu mnn9.

14. Ockovaci latka podle ndroku 11, kde pomér uhlo-
hydratu k proteinu v povrchovém proteinu je nizsi nez 0,5.

15. Imunologické diagnostické é&inidlo, vy z n a-
c¢ujici s e t i m, Ze obsahuje protein viru
Hepatitis B vytvarejici C¢astice s podstatné sniZenym obsahen
uhlohydratu nebo glykoproteini strZenych z hostitelské '
buniky, kteryzZto protein vykazuje sniZenou reaktivitu s
prirodné se vyskytujicimi proti-kvasinkovymi protilatkami.

16. Imunologické diagnostické ¢inidlo podle ndroku
15, v némZ pomér uhlohydratu k proteinu v purifikovaném

povrchovém proteinu je nizsi nez 0,5.
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