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ZPUSOB EXPRESE GENU V BAKTERIALNi BUNCE, ZPUSOB VYVOLANI
IMUNITNI ODEZVY U HOSTITELE A SYSTEM PRO EXPRIMOVANI PROTEINU

Proteinovy exportni systém, ktery je zde definovan, byl vyvinut za podpory grantii 5 RO1
Al29471, RO1 Al40297 a vyzkumné smlouvy NO1 Al45251 (M.M. Levine, hlavni zkousejici) z
National Institutes of Health. _

Tato pfihlaSka nérokuje prioritu pted US patentovou piihlaskou &. 60/252 516, podanou

22. listopadu 2000, ktera je zde za¢lenéna jako odkaz.

Oblast techniky

NiZe uvedené odhaleni se vztahuje k pouZiti proteinového exportniho systému. Odhaleny
systém poskytuje ucinné zpisoby a prostfedky, které je mo¥no pouZit pro produkci

rekombinantnich proteind.

Dosavadni stav techniky

Pfi pokusech zvysit vytézky rekombinantnich proteind, které jsou predmétem zajmu,
pouZivaly proteinové expresni systémy expresni vektory nebo expresni plasmidy poskytujici
vysoky pocet kopii. Expresni plasmidy poskytujici vysoky pocet kopii a sledované proteiny,
ktere kéduji, mohou mit na hostitele, ktery expresni plasmid obsahuje, negativni G&inek. Znadna
zat€Z pro prokaryotické hostitelské buiiky nesouci plasmidy poskytujici vysoky pocet kopii je
kumulativnim vysledkem metabolické kaskady, kter4 je spousténa dv€ma procesy: 1) replikaci a
zachovéanim expresnich plasmidé a 2) transkripei a translaci riiznych plasmidem kédovanych
funkei véetné sledovaného genu. Tyto mechanismy by také mohly vysvétlovat zji§téni, Ze
bakterie nesouci plasmid roste pomaleji ne? bakterie bez plasmidu. Tato z4té€z mizZe také
vysvétlovat zjiSténi, Ze riistova rychlost se zvySujicim se po&tem kopif kles.

KdyZ je sledovany gen exprimovan, klesi rychlost ristu rekombinantni hostitelské
butiky. SniZeni riistové rychlosti miize vyvolat indukci riznych bun&énych proteas, které mohou
Stépit rekombinantn& produkovany protein p¥itomny v cytoplasmé hostitelské buiiky. SniZen4
ristovd rychlost je tedy nevyhnutelnym disledkem metabolické zatéZe, ktera je kumulativnim
vysledkem fady fyziologickych poruch. ProtoZe toto sniZeni riistové rychlosti vytvari selektivni

tlak na ztritu ptitomnych plasmidé v nepfitomnosti selekce, mize po transformaci hostitelské



buiiky dojit k podstatnému tibytku expresnich plasmidii z hostitelské buiiky nesouci expresni
vektor.

Hostitelské buiiky se sniZenymi riistovymi rychlostmi mohou ztrécet expresni plasmid
spontinné, a to proto, aby z hostitelské builky odstranily nadbyte¢nou metabolickou zaté? a
umoZnily tak hostitelskym buiikém bez plasmidu rychle pferfist populaci hostitelskych bungk
nesoucich plasmid. Lze ofekévat, Ze tento posun v expresi proteind u populace hostitelskych
bunék sniZi produkci proteinti.

Bylo by proto Zadouci pfipravit takovy proteinovy expresni systém, ktery by
optimalizoval expresi proteinli z expresniho vektoru a soudasné by minimalizoval metabolickou

z4téZ hostitelské buiiky vytvofenou expresnim vektorem.

Podstata vynalezu

Odhalené téma se vztahuje k pouZiti exportniho proteinu k usnadnéni exportu fizniho
proteinu ven z hostitelské buiiky. Jedno odhalené provedeni poskytuje takovy zpiisob
exprimovani genu v bakterialni buiice, ktery se sklada z poskytnuti expresniho vektoru populaci
netransformovanych hostitelskych bakteridlnich bunék, pii¢emZ expresni vektor zahrnuje
expresni kazetu obsahujici sekvenci kddujici exportni protein geneticky fiizovanou se sekvenci
kddujici sledovany protein, z exprimovani expresni kazety tak, Ze je produkovén fiizni protein
exportni protein::sledovany protein, ktery je exportovan nebo transportovan do kultivaéniho
média.

Jiné odhalené provedeni se vztahuje ke zpiisobu vyvolani imunitni odezvy u zvitete, ktery
se sklada z poskytnuti populace bakteridlnich hostitelskych bunék transformovanych expresnim
vektorem, ktery obsahuje expresni kazetu obsahujici sekvenci, kterd kéduje exportni protein
geneticky fuzovanou se sekvenci, kterd kéduje sledovany protein, zvifeti, z exprimovéni
expresni kazety tak, Ze je produkovan fiizni protein exportni protein::sledovany protein a je
exportovan nebo transportovan do zvifete a z vyvolani imunitni odezvy proti fuznimu proteinu u
zvitete.

Jiné odhalené provedeni se vztahuje k systému exprimovéani sledovaného proteinu, ktery
zahrnuje: expresni vektor obsahujici expresni kazetu, pfi¢emZ expresni kazeta obsahuje sekvenci
kédujici exportni protein geneticky fuzovanou se sekvenci koédujici sledovany protein,
hostitelskou bufiku transformovanou expresnim vektorem a kultivaéni prostfedi pro
transformovanou hostitelskou buitku. Expresni kazeta exprimuje fiizni protein exportni

protein::sledovany protein, ktery je exportovan ven z transformované hostitelské buiiky.



NiZe uvedené odhaleni poskytuje proteinovy exportni systém pro ¢inné produkovany
rekombinantni protein z bakterialniho hostitele. Ve vyhodng&j$im provedeni vyuZiva proteinovy
exportni systém endogenni proteinovy exportni systém hostitelské bakterie, do niZ je vektor
proteinového exportniho systému za¢lenén.

Proteinovy exportni systém ma fadu uZiteCnych aplikaci. Systém miZe byt pouZit pro
ucinné produkovéani rekombinantnich proteind, které jsou pfedmétem zajmu, uvnité bakterialni
hostitelské butiky a pro export daného rekombinantniho proteinu z bakterialni hostitelské buiiky.
Odhaleny systém miiZe byt pouZit také naptiklad k u¢innému produkovani rekombinantnich
proteint, které jsou pfedmétem z4jmu, v bioreaktoru.

Proteinovy exportni systém miiZe byt také pouZit za ufelem poskytnuti antigenniho
materidlu zvifeti, proti némuZ si miZe zvife vytvofit imunitni odezvu. V jenom provedeni je
napfiklad oslabend bakterie, jako je Salmonella, transformovéna slozkami proteinového
exportniho systému. Rekombinantni Salmonella miiZe byt potom pouzita jako Zivy vektorovy
imunogenni prostfedek, ktery je schopen napoméhat tvorb& imunitni odezvy u zvifete.
Proteinovy exportni systém miiZe byt pouZit pro rizné sledované antigeny. Specifick4 provedeni
zahrnuji imunogenni prostiedky zaméfené proti bfisnimu tyfu a dal$im onemocnénim. Rovn&?
Jjsou odhaleny imunogenni prostfedky exprimujici antigeny, které jsou z rekombinantni bakterie

exportovany za sou¢asné minimalni bakterialni lyze.
A. Proteinovy exportni systém rodiny HIyE

NiZe uvedené odhaleni se vztahuje k pouZiti ¢lenii rodiny HIyE v proteinovém exportnim
systému za uelem usnadnit expresi proteind. Clenové rodiny HIYE mohou byt pouZity pro
usnadnéni exportu rekombinantné produkovanych proteind ze svych bakterialnich hostiteld. U
expresnich systémi, které exportuji rekombinantné produkované proteiny, se pfedpoklada, Ze
usnadiiuji zvySenou produkci proteinii. Odhaleny proteinovy exportni systém muiZe byt pouit
také pro pfipravu imunogennich prosttedkd, jimiZ jsou o¢kovéana zvifata.

U ristovych rychlosti rekombinantnich organismi, které obsahuji expresni vektory, bylo
pozorovano, Ze se se zvySujici se hladinou exprese sledovaného genu snizuji. Pokles riistu miize
vyvolat indukci rtiznych buné¢nych proteas, které mohou $t€pit exprimovany rekombinantni
protein. SniZen4 riistova rychlost je tedy nevyhnutelnym disledkem metabolické zateZe, ktera je
kumulativnim vysledkem fady fyziologickych poruch. Fyziologické poruchy jsou vysledkem

napiiklad exprese a akumulace sledovaného proteinu uvnitf hostitelské bakterie. Tato akumulace



muZe byt pro Zivotaschopnost hostitelské bakterie $kodlivd a tudiy muze byt negativnim
selekénim tlakem.

ProtoZe metabolické zitéZe, jako napf. ty, které jsou diskutovany vySe, vytvéfeji
selektivni tlak na ztratu pfitomnych expresnich vektord v nepfitomnosti selekce, mize dojit k
vyznamnému ubytku expresniho vektoru z hostitelské bakterie a to poté, kdyZ byla hostitelsk4
bakterie transformovéna expresnim vektorem, ktery obsahuje sledovany gen. Sponténni ztrata
plasmidu odstrafiuje metabolickou z4t8Z z hostitelské bakterie a umoziuje bakterii bez plasmidu
rychle pfertist populaci bakterie nesouci plasmid. Tento rychleji rist bakterialnich bun&k, které
neobsahuji expresni vektor a tudiZ neexprimuji sledovany protein, snizuje celkové hladiny
produkce proteinu. Proto tedy hostitelska bakterie, kterd neni geneticky pfinucena udrZovat
expresni vektory fidici syntézu vysokych hladin daného sledovaného proteinu, miZe produkovat
podstatné méné proteinu.

Vyhodné provedeni vztahujici se k exportovani rekombinantng exprimovaného proteinu,
ktery je piedmé&tem zijmu, zahrnuje vyuZiti endogenniho exportniho systému v hostitelské
bakterii obsahujici expresni vektor. VyuZiti endogenniho exportniho systému je vyhodné,
protoZe se pfedchazi potiebé velkych mnoZstvi heterologni DNA kédujici exotické proteiny pro
zésobovani exogenniho exportniho systému. Piesto viak jsou pfedmétnym vynalezem zahrnuty
rovnéZ takoveé proteinové exportni systémy, které vyuZivaji exogennich exportnich systémii.

Atraktivnim kandidatem na endogenni exportni systém je kédovany hemolysin kédovany
cytolysinem A (clyAd) na chromozomu Salmonella enterica serovar Typhi (dale jen S. Typhi"),
Clen rodiny proteini HIyE. Rodina HIyE se sklid4 z jednoho proteinu, HIyE, a jeho blizkych
homologi z E. coli, Shigella flexneri a S. Typhi a jinych bakterii. Protein z E. coli je funk¢éné
velmi dobfe charakterizovny, péry tvofici, chromozomalng kédovany hemolysin také nazyvany
ClyA, HIyE a tichy hemolysin A (SheA). Sklada se z 303 aminokyselinovych zbytkd (34 kDa).
Jeho transkripce je pozitivng kontrolovana SlyA, regulatorem nachazejicim se v rliznych
sttevnich bakteriich. HIyE tvofi v lipidové dvojvrstvé stabilni, stfedné kationselektivni
transmembranové péry o priméru 2,5 az 3,0 nm. Protein vaZe cholesterol a tvorba pord v
membrané je stimulovéna tehdy, kdy? membrana obsahuje cholesterol. Krystalicka struktura
HIYE z E. coli byla zjidténa do rozliseni 2,0 A a pomoci elektronové mikroskopie pfi nizkém
rozliSeni byla provedena visulizace formy toxinu spojené s lipidy. Struktura vykazuje
komplikovany spiralovity svazek né&jakych 100 A dlouhy. V piitomnosti lipidu oligomerizuje za

vzniku transmembranovych péri.



B. Proteinovy exportni systém Cytolysin A (ClyA)

Vyhodné provedeni pfedmétného vynalezu se vztahuje k pouZiti proteinu ClyA, ¢lena
rodiny HIyE, v proteinovém exportnim systému. Gen cly4 o velikosti pfibliznd 1 kb byl
klonovan z S. Typhi CVD 908-htrA s cilem pouZit ho v proteinovém exportnim systému. ClyA
protein je exportovan jak z E. coli tak i S. Typhi a je schopen exportovat "spolucestujici"
proteiny, které byly geneticky fizovany na 3’-konec otevieného &teciho ramce clyA.
SpolupfenaSeny protein, na né7 je zde proveden odkaz, je dale oznadovan jako sledovany protein
nebo protein, ktery je pfedmétem zdjmu. Je ukazéno, Ze spravné sbaleni téchto fiiznich proteind
probiha tak, Ze ziistdva zachovana vlastni biologick4 aktivita domén.

Cytolysin A (ClyA) z S. Typhi poprvé popsal Wallace a kol., ktery rovné? oznamil
krystalickou strukturu homologniho hemolysinu z E. coli (Wallace, A. J., T. J. Stillman,
A. Atkins, S. J. Jamieson, P. A. Bullough, J. Green a P. J. Artymiuk. 2000. E. coli hemolysin E
(HIyE, ClyA, SheA): X-ray crystal structure of the toxin and observation of membrane pores by
electron microscopy. Cell 100: 265 aZ 276). Tento hemolysin byl popsan jiZ difve a byl
oznatovan jako ClyA, HIyE nebo SheA. Aby se pfedeslo zmatku, je zde hemolysin E. coli
oznaovan jako HIYE a je kédovan hlyE. RovnéZ z diivodu jasnosti je zde hemolysin z S. Typhi
oznacovana jako ClyA, ktery je kédovan clyA.

Pro ilustraci je proteinova struktura ¢lenii rodiny HIyE diskutovana s odvolanim na
protein HIyE z E. coli. HIyE je molekula tvaru zlomené ty&e s hydrofébni transmembranovou
oblasti tvofenou 27 zbytky. Tato oblast zahrnuje jeden konec sbalené molekuly a pfedpoklada se,
Ze tvofi por v cilové membrané. Tvorba poru vede v zasadé k 1yzi cilové buiiky. Ve studiich
vyuZivajicich elektronové mikroskopie Wallace a kol. ukézali, 7z HIyE se inzertuje do
lipidovych dutin za vzniku péri sloZenych z 8 monomert HIyE.

Ackoliv tvorba périi zprostiedkovana HIyE byla jiZ objasnéna, mechanismus, kterym jsou
HIyE a homology HIyE exportovany ven z bakterie ziistava nejasny. Kromé toho, zptisob, jakym
se hemolysin zadlefiuje do cilovych membran za uelem vélenit se do péri rovnéZ neni zcela
znam. Del Castillo a kol. popsali sekreci hemolytické aktivity zavisejici na riistové fazi. Sekrece
vrcholi béhem stfedni logaritmické faze a vymizi pfi nastupu faze stacionamni (del Castillo, F. J.,
S. C. Leal, F. Moreno a I del Castillo. 1997. The Escherichia coli K-12 sheA gene encodes a
34-kDa secreted haemolysin. Mol. Microbiol. 25: 107 aZ 115). Ludwig a jeho kolegové
oznamili, Ze vyluCovéni tohoto kédovaného hemolysinu je doprovazeno ztratou periplasmaticky
ohrani¢enych proteind, ale neni doprovazeno ztratou cytoplasmatickych proteind, coZ hovoii

proti uplné bunétné lyzi za uelem uvolnéni HIyE. (Ludwig, A., S. Bauer, R. Benz,



B. Bergmann a W. Goebel. 1999. Analysis of the SlyA-controlled expression, subcellular
localization and pore-forming activity of 34 kDa haemolysin (ClyA) from Escherichia coli K-12.
Mol. Microbiol. 31: 557 az 567.)

Kromé toho sekvenovani N-konce vyluovaného HIyYE a porovnani se sekvenci
kédovanou hlyE, odhalilo, Ze HIyE neni v prib&hu transportu N-koncov& zpracovavan.
Oscarsson a kol. oznamili, Ze HIyE se vaZe na cholesterol a Ze p¥itomnost cholesterolu v
cilovych membranach stimuluje tvorbu péri a 1yzi. (Oscarsson, J., Y. Mizunoe, L. Li, X. Lai, A.
Wieslander a B. E. Uhlin. 1999. Molecular analysis of the cytolytic protein ClyA (SheA) from
Escherichia coli. Mol. Microbiol. 32: 1226 aZ 1238.) Je odhadovéno, Ze piiblizné 10° molekul
HIyE je potfeba pro lyzi cilového erytrocytu, coZ naznaduje vyznamné hromadéni HIyE pied tim,
neZ je zaznamenana bunééna lyze. HIyE je napadné stabilni v rozmezi hodnot pH 3,0 aZ 9,0 a je
rezistentni vGci St€peni proteasami vcetné trypsinu a pepsinu. (Atkins, A., N. R. Wyborn, A. J.
Wallace, T. J. Stillman, L. K. Black, A. B. Fielding, M. Hisakado, P. J. Artymiuk a J. Green.
2000. Structure-function relationships of a novel bacterial toxin, haemolysin E. The role of ag.
J. Biol. Chem. 275: 41 150 az 41 155.

Aminokyselinova sekvence proteinu ClyA pouZitd v odhalené prici je poskytnuta jako
SEQ ID ¢:2. Ostatni ¢lenové rodiny HIYE jsou rovnéz dostupné a jsou odbornikiim v dané oblasti
techniky znamé. Napfiklad dal$i gen clyd pro cytolysin A ze S. Typhi je dostupny pod
piistupovym ¢islem GENBANK AJ313034; sekvence genu cly4 pro cytolysin A ze Salmonella
paratyphi je dostupnd pod piistupovym ¢islem GENBANK AJ313033; kompletni kédujici
sekvence genu zkraceného HIyE (hlyE) Shigella flexneri je dostupna pod piistupovym &islem
GENBANK AF200955; a sekvence genu clyd Escherichia coli je dostupna pod pfistupovym
¢islem GENBANK AJ001829.

Typické pro proteiny rodiny HIyE je to, Ze zpusobuji v cilovych butikich hemolyzu.
Podle uvedenych postupii mohou byt pouZity hemolyticky aktivni nebo inaktivni &lenové rodiny
HIlyE. Napiiklad je zndmo, Ze mutace genu clyd miiZe sniZovat nebo zcela eliminovat
hemolytickou aktivitu. Ztrata hemolytické aktivity byla napfiklad ozndmena tehdy, kdyz byl cly4
mutovan tak, Ze se aminokyselinové substituce vyskytovaly v pozicich 180, 185, 187 a 193.
Konkrétn€ v ptipadé G180V, V185S, A187S a 1193S je vysledkem ztrata hemolytické aktivity u
proteinu ClyA exprimovaného z mutovaného genu clyA.

Pfedmétné odhaleni vyuZiva exportnich charakteristik proteini rodiny HlyE k vytvofeni
proteinového exportniho systému. Jsou odhaleny napiiklad fizni proteiny zahrnujici libovolny
¢len rodiny HlyA a sledovany protein. Je3té konkrétngji jsou odhaleny fuzni proteiny obsahujici

ClyA a sledovany protein. Jak je diskutovano niZe, jsou fuzni proteiny obsahujici ClyA




exportovany ven z bakterilni hostitelské buriky do okolniho média. Tento charakteristicky znak
expresniho systému zahrnuje takovou sloZku fizniho proteinu exportni protein::sledovany
protein, ktera usnadiiuje produkci sledovaného proteinu a exportovéani fiizniho proteinu exportni

protein::sledovany protein.

Expresni vektory pro exportni proteiny

Zde popsany proteinovy exportni systém miiZe byt pouZit pro expresi a export mnoha
riznych fiznich proteinti obsahujicich exportni protein a sledovany protein. Exportni protein je
vybran z proteinii rodiny HIyE. V jednom provedeni je sledovany protein kédovan sledovanym
genem. Sledovany gen miiZe byt pro bakterii obsahujici proteinovy exportni systém cizi nebo to
miZe byt gen, ktery je pro bakterii endogenni. Konstrukt fizniho proteinu exportni
protein::sledovany protein je pfitomen v expresni kazetg, ktera je p¥itomna v expresnim vektoru.

KaZda z téchto jednotek je diskutovéana niZe.

Expresni vektory

Proteinovy exportni systém vyuZivd expresniho vektoru pro usnadnéni rekombinantni
produkce sledovaného proteinu. Typicky expresni vektor bude obsahovat po&atek replikace a
dalsi strukturni znaky, které kontroluji a reguluji udrZovani expresniho vektoru v hostitelské
bufice. Termin "expresni vektor" se vztahuje k plasmidu, viru nebo jinému prosttedku, ktery je
znamy v dané oblasti techniky, ktery byl manipulovén tak, Ze byla inzertovana nebo za¢lenéna
expresni kazeta obsahujici expresni kazetu fiizniho proteinu exportni protein::sledovany protein.
Pfikladem expresniho vektorového systému je systém, ktery uvadi expresni vektory, které
ud@luji stabilitu plasmidu na dvou nezavislych urovnich, coZ je popsano v Galen a kol., Immun.
67:6 424 az 6 433 (1999) a v US patentovych piihlaskéach €. 09/204 117 podané 2. prosince 1998
a 09/453 313, podané 2. prosince 1999, které jsou zde celé zahmuty jako odkaz.

Expresni kazety exportni protein-fizni protein

Zde popsany proteinovy exportni systém miiZe byt pouZit k expresi a exportu mnoha
riznych fiznich proteind obsahujicich exportni protein a sledovany protein. Sledovany protein je
kodovan sekvenci kédujici sledovany protein, kterd je zéroveti sledovanym genem. Sledovany

gen milZe byt pro bakterii obsahujici proteinovy exportni systém cizi nebo to miiZe byt gen, ktery



je pro bakterii endogenni. Velikost sledovaného proteinu se méZe pohybovat v rozmezi od jediné
aminokyseliny aZ po proteiny n€kolikrat v&tsi neZ je exportni proteinova molekula. Vyhodnéji se
miiZe velikost sledovaného proteinu pohybovat v rozmezi od 10 aminokyselin do dvojnasobné
velikosti exportniho proteinu. Je vyhodn&jsi, aby velikost sledovaného proteinu byla takova, aby
neinterferovala se schopnosti exportniho proteinu byt zcela exportovan mimo bakterii. Mezi
priklady sledovanych proteinli patfi proteiny o hmotnosti 0 kDa aZ alespoti 50 kDa. Vyssi
hmotnosti a tudiZ delsi proteiny mohou byt jako sledované proteiny také pouZity. Sledované
proteiny mohou mit hmotnost napfiklad 55 kDa, 60 kDa, 65 kDa, 70 kDa, 75 kDa, 80 kDa,
85 kDa, 90 kDa, 95 kDa, 100 kDa nebo vé&tsi.

Sledovany protein se muZe také skladat z 1 aZ 1000 aminokyselin nebo vice
aminokyselin. Sledovany protein miZe mit napiiklad 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000
aminokyselin nebo vice.

Sledovany gen, ktery mé byt exprimovan, je vétSinou pfitomen v expresni kazetd.
Typicka expresni kazeta bude obsahovat vhodné strukturni znaky jako je promotor, terminator
atd. a to proto, aby mohla prob&hnout transkripce sledovaného genu.

Polynukleotidové sekvence kédujici fiizni protein exportni protein::sledovany protein
(také znamé jako "sekvence kédujici fizni protein exportni protein::sledovany protein") mohou
byt za vzniku expresni kazety operativné piipojeny na kontrolni sekvence exprese. Termin
"operativn€ pfipojeny" se vztahuje k pozicim vedle sebe, kdy komponenty takto popsané jsou ve
vztahu, ktery jim umoZiiuje pracovat svym obvyklym zplisobem. Expresni kontrolni sekvence
operativné pfipojena ke kédujici sekvenci je ligovéna tak, Ze prob&hne exprese kédujici sekvence
za podminek, které jsou srovnatelné s expresnimi kontrolnimi sekvencemi. Termin "expresni
kontrolni sekvence", ktery je zde pouZivan, se vztahuje k sekvencim nukleové kyseliny, které
reguluji expresi sekvence nukleové kyseliny, na niZ je operativng pfipojena. Expresni kontrolni
sekvence jsou operativné pfipojeny k sekvenci nukleové kyseliny tehdy, kdyZ expresni kontrolni
sekvence kontroluji a reguluji transkripci a v pfipad® potieby translaci sekvence nukleové
kyseliny. Expresni kontrolni sekvence tedy mohou zahrnovat pfislu§né promotory, terminatory
transkripce, optimalizované ribosomové vazebné sekvence, startovni kodén (tzn. ATG) pied
genem kodujicim protein, spravny &teci ramec tohoto genu, aby mohla probshnout translace
mRNA a stop kodény. Termin "kontrolni sekvence" zahrnuje minimalng ty komponenty, jejich?
piitomnost miZe ovlivnit expresi, ale miiZe také zahrnovat dal$i komponenty, jejichZ pitomnost
je vyhodna, napfiklad vedouci sekvence. Expresni kontrolni sekvence mohou zahrnovat

promotor.
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"Promotor" je minimélni sekvence dostate¢n4 pro fizeni transkripce. Ve vynélezu jsou
zahruty také ty promotorové prvky, které jsou dostadujici pro uskutednéni promotor-
-dependentni exprese genu kontrolovatelné pokud jde o specifickou pro buiiku, tkafiove
specifickou nebo indukovatelnou externimi signaly nebo &inidly; tyto prvky mohou byt umistény
v 5" nebo 3" oblastech kédujici sekvence fiizniho proteinu exportni protein::sledovany protein. V
odhalenych zpiisobech jsou pouZitelné jak konstitutivni tak i indukovatelné promotory. Exprese
kodujicich sekvenci fiizniho proteinu exportni protein::sledovany protein miZe byt fizena fadou
promotoril. Ackoliv endogenni promotor exportniho proteinu miiZe byt vyuit pro regulaci
transkripce expresni kazety, vyhodn&ji je promotorem cizi regula¢ni sekvence. Piikladem
indukovatelného endogenniho promotoru je promotor ompC, ktery mize byt pouZit pro fizeni
transkripce expresni kazety.

Promotory uZite¢né ve vynalezu zahrnuji jak konstitutivni tak i indukovatelné ptirozené
promotory, ale 1 promotory vytvofené. Vyhodngjsi indukovatelny promotor by mél 1) poskytnout
nizkou expresi v nepfitomnosti induktoru; 2) poskytnout vysokou expresi v pfitomnosti
induktoru; 3) pouZit takové indukéni schéma, které neinterferuje s normalni fyziologii hostitelské
buiiky; a 4) mit maly nebo nemit Zadny vliv na expresi jinych gent. Mezi ptiklady
indukovatelnych promotorii patii takové promotory, které jsou indukovany chemickym
zplisobem. Odbornici v dané oblasti budou tyto jak konstitutivni tak indukovatelné promotory
Znat.

Konkrétni vybrany promotor by mél byt schopen zpéisobit dostatetnou expresi, jejiz
vysledkem by méla byt produkce d&inného mnoZstvi fiizniho proteinu exportni
protein::sledovany protein. U&inné mnoZstvi fizniho proteinu exportni protein::sledovany
protein se miZe liit v z4vislosti na cili exprese. Promotory pouZité ve vektorovych konstruktech
pfedmétneho vynédlezu mohou byt v pfipadé potfeby modifikovany s cilem ovlivnit jejich
kontrolni charakteristiky.

Fizni protein exportni protein::sledovany protein, ktery obsahuje exportni protein a
sledovany protein, miiZe dile obsahovat purifikatni konce, zapracované do expresni kazety tak,
aby byly exprimovany jako soucast fizniho proteinu exportni protein::sledovany protein. Konec
je vybran proto, aby usnadnil purifikaci fizniho proteinu exportni protein::sledovany protein
a/nebo sledovaného proteinu produkovaného popsanymi zpisoby. Napiiklad, aby byla
usnadnéna purifikace proteinu miZe byt do C-koncové &4sti nebo N-koncové &asti sledovaného
proteinu zapracovano uréité mnozstvi histidinovych zbytkd. Je vyhodné, Ze zadlenéni konce

minimalizuje nespravné sbaleni sledovaného proteinu.
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Kromé polyhistidinového konce, existuje je§t¢ fada jinych proteinovych konct, které
mohou byt pro usnadnéni purifikace proteinu pouzity. V popsaném systému mohou byt pouZity
napiiklad antigenni konce jako je protein vaZici maltosu, c-myc epitopovy konec, zeleny
fluorescenéni protein, luciferasa, beta-galaktosidasa, polyhistidinovy konec nebo jakkykoliv jiny
vhodny proteinovy expresni konec.

Fuzni protein exportni protein::sledovany protein, ktery obsahuje exportni protein a
sledovany protein, miZe dile obsahovat daldi znaky, jejich? ukolem je usnadnit pouZiti
exprimovaného a exportovaného proteinu. Napiiklad, aby doslo k separaci komponent fiizniho
proteinu exportni protein::sledovany protein, mohou byt mezi dvéma riiznymi sloZkami fiizniho
proteinu exportni protein::sledovany protein v piipad& potfeby vietné vySe popsanych znadek,
vytvofena mista pro rozpoznini proteasami. Misto pro rozpoznini proteasami miZe byt v
expresni kazeté zaclenéno napiiklad mezi dvé sekvence exportniho proteinu a sledovaného
proteinu. Misto pro rozpoznani proteasami miZe byt v expresni kazeté také zatlenéno mezi
sekvence znalky a sledovaného proteinu. Tato mista pro rozpoznéni proteasami usnadiiuji
separaci exportniho proteinu od sledovaného proteinu.

S expresni kazetou miiZze byt nékdy spojena selekéni znatka. Termin "znacka", ktery je
zde pouZivén, se vztahuje ke genu, ktery koéduje charakteristicky znak nebo fenotyp a umoZiiuje
selekci nebo testovani a vybér hostitelské buitky obsahujici danou znatku. Znagkovym genem
miZe byt rezistence vic¢i antibiotiku, ¢imZ miZe byt odpovidajici antibiotikum pouzito pro
rozliSeni transformovanych hostitelskych bungk a bundk, které transformovany nejsou.
Znackovym genem miiZe byt i n€ktery dalsi gen rezistence vi¢i léku. Mezi piiklady vhodnych
selekénich  znalek patfi adenosindeaminasa, dihydrofolatreduktasa, hygromycin-p-
-fosfotransferasa, thymidinkinasa, xanthin-guaninfosforibosyltransferasa, glykofosfatova a
glufosinatova rezistence a amino-glykosid-3’-O-fosfotransferasa II (rezistence vii¢i kanamycinu,
neomycinu a G418). Odbornici v dané oblasti budou dalsi vhodné znatky, které mohou byt
pouZity, znat.

Priklad expresniho vektoru je uveden na obr. 1. Na obr. 1A je uveden expresni vektor
pSEC84. Nukleotidovou sekvenci vektoru pSEC84 je moZno nalézt v SEQ ID &:1.
Aminokyselinova sekvence ClyA kédovana genem clyA je uvedena v SEQ ID &:2.

Kazdy vektor uvedeny na obr. 1A aZ D obsahuje promotor (Pympc - modifikovany
osmoticky regulovany promotor ompC z E. coli), exportni protein (clyd), po&atek replikace,
terminator transkripce (T1), pasivni délici funkci (par), rezistenci vii¢i kanamycinu (aph),
posegregani zabijeci systém (hok-sok) a aktivni délici systém (parA). Je tfeba uvést, Ze tyto

vektorové komponenty jsou pouze ukazkové pro toto jedno provedeni odhaleného systému.
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Obréazek 1B zobrazuje expresni vektor pSEC84bla. Tento expresni vektor obsahuje stejné
znaky jako vektor pSEC84 a dale obsahuje konstrukt fizniho proteinu exportni
protein::sledovany protein. Konkrétné gen bla kédujici B-laktamasu byl klonovan do vektoru
pSEC84 v mist& Nhe 1 v pozici 1426 vychoziho vektoru. Jiné fuzni konstrukty jsou uvedeny na
obr. 1C (pSEC84sacB) a obr. 1D (pSEC84gfpuv).

Sledované geny

Zde odhaleny proteinovy exportni systém miZe byt pouZit u fady sledovanych genii. V
jednom provedeni kéduje sledovany gen poZadovany protein. V odhaleném exportnim systemu
miZe byt pouZit libovolny protein, ktery je pfistupny rekombinantni bakteridlni expresi.
Sledovany gen miZe kdédovat jakykoliv polypeptid, jako je napiiklad savéi polypeptid jako
enzym, inhibitor enzymu, hormon, lymfokin, plasminogenovy aktivitor nebo jakykoliv jiny
protein, ktery je pfedmdtem zdjmu. Sledovany gen miZe kodovat eukaryoticky gen,
prokaryoticky gen, rostlinny gen nebo virovy gen.

Vyhodou odhaleného systému je to, Ze poskytuje zplisob, kterym proteiny, které byly pro
hostitelskou bakterii toxické, mohou byt nyni exprimovany. Rekombinantni exprese ur€itych
proteint je sloZitd nebo ji nelze viibec uskute¢nit napiiklad tehdy, neni-li exprimovany protein
exportovéan ven z hostitelské bakterialni buiiky. Pomoci postupi, které jsou zde odhaleny, miZe
odbornik v dané oblasti exprimovat diive neexprimovatelny nebo nedostatecné exprimovany
protein a produkovat tak Zadouci protein v pouZitelnych mnoZstvich.

V jiném provedeni je sledovanym genem gen kédujici imunogenni antigen a sledovanym
proteinem je antigen, coZ miiZe byt protein nebo jeho antigenni fragment z libovolného patogenu
jako jsou virové patogeny, bakterialni patogeny a parazitové patogeny. Sledovanym genem miiZe
byt nékdy také synteticky gen konstruovany pomoci rekombinantnich DNA zplisobd, ktery
kéduje antigeny nebo jejich &asti z virovych, bakteridlnich, parazitovych patogend nebo jiny
sledovany antigen. Tyto patogeny mohou byt pro hostitele, a to lidi, domaci zvifata nebo divoka
zvitata, infekéni.

Mezi ptiklady konkrétnich virovych patogenti, z nichZ jsou odvozeny virové antigeny,
patii, aviak nejsou tim nijak limitovany, ortomyxoviry jako je virus chiipky; retroviry jako je
respiraéng syncytialni virus (RSV) a virus opi¢i immunodeficience (SIV), herpesviry jako je
virus Epstein Barrové (EBV); cytomegalovirus (CMV) nebo virus herpes simplex; lentiviry jako
je virus lidské imunodeficience; rhabdoviry jako je vzteklina; pikornaviry jako je poliovirus;

poxviry jako jsou neStovice; rotavirus; a parvoviry.
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Mezi ptiklady imunogennich antigend z virovych patogent pat antigeny viru lidské
imunodeficience Nef, p24, gp120, gp41, Tat, Rev a Pol. Dalsimi piiklady antigent jsou epitopy
T bunék a B bunék gp120, povrchovy antigen hepatitidy B, rotavirové antigeny jako je VP4,
VP6 a VP7, antigeny viru chfipky jako je hemaglutinin nebo nukleoprotein a thymidinkinasa
viru herpes simplex. Sekvence nukleové kyseliny a aminokyselinové sekvence kazdého z téchto
virovych antigend jsou odbornikiim v dané oblasti dobfe zndmé a jsou snadno dostupné.

Bakterialni patogeny, z nichZ mohou byt odvozeny bakterialni antigeny, zahrnuji, aniz by
tim v8ak byly limitovany, Mycobacterium spp., Helicobacter pylori, Salmonella spp., Shigella
spp., E. coli, Rickettsia spp., Listeria spp., Legionella pneumoniae, Pseudomonas spp., Vibrio
Spp., a Borellia burgdorferi.

Mezi ptiklady imunogennich antigenti z bakteridlnich patogent patii, aniZ by tim vsak
byly jakkoliv limitovény, antigen Shigella sonnei forma 1, O-antigen V. cholerae Inaba kmen
569B, imunogenni antigeny enterotoxigenni E. coli jako je CFA/I fimbri4lni antigen a netoxick
B-podjednotka tepeln€ labilniho toxinu, pertaktin z Bordetella pertussis; adenylatcyklasa-
-hemolysin z B. pertussis a fragment C tetanového toxinu Clostridium tetani.

Mezi piiklady imunogennich antigenli parazitovych patogenti, z nich% mohou byt
parazitové antigeny odvozeny, patii, aniZ by tim viak byly jakkoliv limitovany, Plasmodium
spp., Trypanosome spp., Giardia spp., Boophilus spp., Babesia spp., Entamoeba spp., Eimeria
spp., Leishmania spp., Schistozome spp., Brugia spp., Fascida spp., Dirofilaria spp., Wuchereria
spp. a Onchocerea spp.

Mezi piiklady imunogennich antigenti z parazitovych patogenti patii, aniZ by tim viak
byly jakkoliv limitovany, cirkumsporozoitdlni antigeny z Plasmodium spp., jako je
cirkumsporozoitdlni antigen P. bergerii nebo cirkumsporozoitalni antigen P. falciparum,
merozoitalni povrchovy antigen z Plasmodium spp.; lektin specificky pro galaktosu z Entamoeba
histolytica; gp63 z Leishmania spp., paramyosin z Brugia malayi; triosafosfatisomerasa z
Schistosoma mansoni; vylu¢ovany protein podobny globinu z Trichostrongylus colubriformis;
glutathion-S-transferasa z Frasciola hepatica; Schistosoma bovis a S. japonicum; a KLH z
Schistosoma bovis a S. japonicum.

V jiném provedeni miize sledovany gen kédovat terapeutické ¢inidlo jako jsou &inidla
nadorové specifickd, transplantitovd nebo autoimunitni nebo jejich &asti. Nekdy mizZe
sledovany gen kédovat syntetické geny, které kéduji nadorové specificka, transplantétova nebo
autoimunitni ¢inidla nebo jejich &asti.

Mezi piiklady nédorové specifickych ¢inidel patfi antigen specificky pro prostatu,

TAG-72 a CEA, MAGE-1 a tyrosinasa. Neddvno bylo ukdzdno u mySi, e imunizace
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nemalignimi burikami exprimujicimi nadorovy antigen poskytuje efekt podobny vakcing a
rovnéZ zvifeti poméha rozpoutat imunitni odezvu za icelem zbavit se malignich nadorovych
bunék zobrazujicich stejny antigen.

Mezi piiklady transplantnich antigenii patfi CD3 receptor na T buiikich. U piisobeni
protilatky na CD3 receptor bylo ukézino, Ze rychle Cisti cirkulujici T butiky a zabrafiuje
nejodmitavej$im piipadim.

Mezi piiklady autoimunitnich antigeni patii IAS B fetézec. U otkovani mysi 18
aminokyselinovym peptidem z IAS B fetézce bylo ukdzano, Ze chrani a 1 my$i s
experimentalni autoimunni encephalomyelitidou.

Sledovany gen miZe také kodovat imunoregulaéni molekuly. Tyto imunoregulaéni
molekuly zahrnuji, avSak nejsou tim jakkoliv limitovany, ristové faktory, jako je M-CSF,
GM-CSF; a cytokiny jako je IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 nebo IFN-gamma. Nedavno
bylo u lokalizovaného dopraveni cytokinii do nadorové tkan& ukazéno, Ze stimuluje silnou
systemickou imunitu a zvySuje prezentaci nadorového antigenu, aniz by byla produkovana

systemick4 cytokinova toxicita.
Stabilizované expresni systémy na bazi plasmidu

Navrhované bakterialni expresni systémy vétdinou vyuZivaji expresni vektory k tomu,
aby vyuZily systém syntézy proteind bakterialni hostitelské butiky s cilem produkovat sledovany
protein. Hladiny exprese proteinii mohou byt asto zvySeny pouZitim plasmidé poskytujicich
vysoky pocet kopii nebo expresnich vektorti poskytujicich vysoky pocet kopii a hostitelskych
bunék. Jak je diskutovéno vySe zavedeni expresniho vektoru poskytujiciho vysoky podet kopii
do bakterialni hostitelské buriky vSak klade na hostitelskou buiiku urditou metabolickou zat&Z,
kterd miZe zplsobit, Ze hostitelskd buiika expresni vektor vypuzuje a tudiZ sniZuje hladiny
exprese proteinu.

Pfi upravé expresniho vektoru je Casto prehliZen efekt, Ze expresni vektory poskytujici
vysoky pocet kopii Casto ovliviiuji stav hostitelské buiiky, do niZ je expresni vektor zalenén.
Zat€Z kladend na hostitelské bakteridlni butiky nesouci tyto plasmidy je kumulativnim
vysledkem metabolické kaskady. Kaskada je spousténa replikaci expresnich vektorti a snahou
udrZet je (viz Bailey, J.E., Host-vector interactions in Escherichia coli, str. 29 az 77. V A.
Fiechter (vyd.) Advances in Biochemical Engineering. Biotechnology. Springer-Verlag, Berlin
(1993), Glick, B.R., Biotechnol. Adv. 13:247 az 261 (1995), a Smith & Bidochka. Can. J.
Microbiol. 44:351 az 355 (1998)). Kaskada je také spouSténa transkripci a translaci riznych



14 S

expresnim vektorem kédovanych funkei véetné sledovaného proteinu. Mechanismy, jako jsou ty
popsan¢ vySe, vysvétluji fakt, Ze bakterie nesouci plasmid roste pomaleji ne# bakterie bez
plasmidu. Tyto mechanismy mohou také vysvétlit zjiSt€ni, Ze ristova rychlost klesi se
zvySyjicim se poctem kopif.

U riistovych rychlosti rekombinantnich organismt obsahujicich expresni vektory bylo
pozorovano, Ze se se zvySujici se expresi sledovaného genu snizuji. Pokles riistu mie vyvolat
indukei riznych bunécnych proteas, které mohou §t&pit sledovany exprimovany rekombinantni
protein. SniZen4 riistova rychlost je tedy nevyhnutelnym diisledkem metabolické zat&¥e, ktera je
kumulativnim vysledkem fady fyziologickych poruch. Fyziologické poruchy jsou napiiklad
vysledkem exprese a hromadéni sledovaného proteinu uvnité hostitelské bakterie. Toto
hromadéni miZe byt Skodlivé pro Zivotaschopnost hostitelského organismu a tudiz Vytvar
negativni selekéni tlak.

ProtoZe metabolické zatéZe, které jsou diskutovany vyse, zpisobuji selektivni tlak na
ztratu pfitomnych expresnich vektord v nepfitomnosti selekce, miZe dojit poté, co byla
hostitelskd burika transformovéna expresnim vektorem obsahujicim sledovany gen, k
podstatnému tbytku expresnich vektori z hostitelské buriky. Spontanni ztrata plasmidu
odstrafiuje z hostitelské buiiky jakoukoliv metabolickou z4t&% a umoZiiuje hostitelské buiice bez
plasmidu rychle pferst populaci hostitelské butiky nesouci plasmid. Tento rychlejsi rtst
hostitelskych bungk, které neobsahuji a tudiZ ani neexprimuji sledovany protein, sniZuje celkové
hladiny produkce proteinu. Proto hostitelské buiiky, které nejsou geneticky p¥inuceny k tomu,
aby udrZovaly expresni vektory fidici syntézu vysokych hladin daného proteinu, mohou
produkovat podstatné méné proteinu.

Existuje fada zplisobli jak tento metabolicky stres sniZit. Kontrolovani exprese
sledovaného proteinu z expresnich vektori poskytujicich vysoky podet kopif ptedstavuje jedno
feSeni jak syntetizovat vysoké hladiny sledovaného proteinu v hostitelskych butikach. Toto
feSeni je jednim provedenim, jimZ jsou realizovany odhalené zpGsoby. VyuZiti indukovatelnych
promotoril je napiiklad jednim zpisobem, jimZz miZe byt regulovana exprese z expresniho
vektoru. Tyto induktivni promotory jsou diskutovany v kapitole tykajici se expresni kazety.

Jiné provedeni postupd, které jsou zde odhaleny, se vztahuje k expresnimu systému na
bézi plasmidu upraveného tak, aby umoznil stabilni expresi vysokych hladin jednoho nebo vice
proteind prostfednictvim rostouci populace bungk. Stabilnim expresnim vektorem je vyhodngji
takovy vektor, ktery zvéCiiuje expresni vektor tim, Ze se hostitelska buiika replikuje. Expresni
vektory, které udili stabilitu plasmidu na dvou nezavislych trovnich, byly nedavno popsany v

Galen a kol., Immun. 67:6 424 aZ 6 433 (1999) a v US patentovych prihlagkach &islo 09/204 117,
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podané 2. prosince 1998 a 09/453 313 podané 2. prosince 1999. Obé jsou zde zahrnuty jako
odkaz.

V tomto provedeni mohou byt jednotlivé funkce za&lenény do expresniho vektoru za
icelem zvysit dédicnost plasmidu, protoZe dana bakterie nebo hostitelska buiika roste a nasledn&
se deli. Ve vzacnych ptipadech, kdy dcefinna buiika ned&di alespoii jednu kopii expresniho
vektoru, je aktivovan posegregacni zabijeci systém a tim dochazi k odstran&ni této bakterie nebo

hostitelské buiiky z rostouci populace prostfednictvim 1yze.

C. Bakterialni hostitelské butiky

Pro pouZiti, které je zde uvadéno, je vhodna fada druhfi bakterii. Vhodné bakterialni
druhy budou vyhodnéji schopny transportovat protein tak, Ze sledovany gen miiZe byt vhodng
pfepisovén a Ze sledovany protein podléha translaci a je exportovan ven z bakterii. V jednom
provedeni vynélezu je bakterie podavéna zvifeti a sledovany protein tudiZ musi byt exportovan
ven z bakterie do zvifete. MiiZe byt pouZita invazivni a neinvazivni bakterie. Mezi invazivni
bakterie patfi napiiklad Shigella spp., Listeria spp., Rickettsia spp. a enteroinvazivni Escherichia
coli. Vyhodné&jsi provedeni vyuziva druhy Salmonella.

Konkrétni kmen Salmonella pouZity v tomto odhaleni neni nebezpeény. Mezi piiklady
kmenil Salmonella, které mohou byt pouZity v pfedmétném vynalezu patii S. Typhi (ATCC ¢&.
7251) a §. Typhimurium (ATCC ¢&. 13311). V pifedmé&tném vynélezu jsou vyhodngji pouZity
oslabené kmeny Salmonella kam patii S. Typhi arodaroD (Hone a kol., Vacc., 9:810 aZ 816
(1991)) a S. Typhimurium mutant aro4 (Mastroeni a kol., Micro. Pathol., 13:477 a7 491
(1992))). Nekdy mohou byt zkonstruovany nové oslabené kmeny Salmonella a to tak, Ze jsou

zatlenény jedna nebo vice oslabujicich mutaci jako je popsano vyse pro Salmonella spp.

D. Bioreaktory

Zde popsany proteinovy exportni systém je vytvofen tak, aby mohl byt pouZit v
bioreaktorech a podobnych zafizenich, kterd usnadfiuji rist bakterii a zisk nebo pouZiti
Zadouciho produktu nebo sledovaného proteinu. Existuje 5 fazi, béhem nichZ jsou z bioreaktort
ziskany biomolekuly: prvotni oSetfeni, separace v systému pevna latka/kapalina, zahusténi,
pfeciSténi (purifikace) a formulace. V ramci t&chto fazi je moZno pouzit fadu postupii. Pro
kaZzdou danou fazi jsou postupy nasledujici: prvotni oSetfeni: rozruSeni bundk, stabilizace,

sterilizace, pasterizace a flokulace; separace pevnd latka/kapalina: filtrace, sedimentace a
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centrifugace; Zahu$téni: membrany, sraZeni, odpafeni, extrakce a mrazova koncentrace;
Piedisténi: sraZeni, extrakce, diafiltrace, adsorpce a chromatografie; a formulace: suSeni,
potahovani, granulace a vyroba tablet.

V bioreaktorech, kdy bakterie neexportuji poZadovany produkt ven z bakterie, miize byt
bakterie namnoZena, indukovéna tak, aby produkovala Zzadouci produkt a poté lyzovana za
ucelem uvolnit obsah. Toto rozruSeni je vétSinou provadéno ve stejném médiu, v némzZ byla
bakterie kultivovana. K mechanickému poruSeni bakterie miize byt pouZit homogenizator nebo
kulickovy mlynek. Pfi jiném neZ mechanickém poruSovani miZe byt pouZit tepelny Sok (ktery
muZe zni¢it proteiny), mohou byt pouZity detergenty, rozpoustédla, oddélovadla a enzymy.
(Krijgsman, "Releases of Intracellular Components", str. 22 aZ 42, v Product Recovery in
Bioprocess Technology, vyd. Butteworth-Heinemann Ltd, Oxford, Velka Britanie, 1992).

Poté, co je bakterie poruSena, jsou separovany pevné Castice od kapalnych (separace
pevna latka/kapalina). PoZadovany produkt je vétSinou obsaZen v kapaling, kterd pak musi byt
zahu$téna. Poté je poZadovany produkt extrahovéan ze zahu$téné kapaliny.

Faktory, které negativné ovliviiuji separaci 7adouciho produktu od nezadoucich pevnych
latek nebo kapalin, jsou velikost, difuzivita, iontovy naboj, rozpustnost a hustota. Pfi separaci na
zakladé velikosti je moZno pouZit mikrofiltry, textilni nebo vldknité filtry, ultrafiltraci, sita/filtry
a gelovou chromatografii. Pro separaci na bazi riizné difiize je moZno pouZit reverzni osmézu a
dialyzu. Ionexova chromatografie je pouZivdna pro separaci podle iontového naboje. Pro
separaci poZadovaného produktu na zékladé jeho rozpustnosti je moZno pouZzit extrakci
rozpoustédlem. Pro separaci podle hustoty je moZno pouZit ultracentrifugy, centrifugy a
gravitaéni sedimentaci (Krijgsman, "Downstream Processing in Biotechnology", str. 2 az 12, v
Product Recovery in Bioprocess Technology, vyd. Butteworth-Heinemann Ltd, Oxford, Velka
Briténie, 1992).

Jednou z vyhod pouZiti odhalenych systémi je to, Ze populace rekombinantnich
bakteridlnich hostitelskych bunék miZe byt transformovana expresnim vektorem obsahujicim
odhaleny proteinovy exportni systém a Ze tato populace bakterialnich hostitelskych bunék miize
byt udrZovdna v kultufe a pouZita pro produkci proteinu, aniZ by bylo tfeba bakterialni
hostitelské bufiky sklizet a lyzovat. Kultivace bakteridlnich hostitelskych bunék a sklizeni
kultivaéniho média obsahujiciho rekombinantné exprimovany sledovany protein mohou byt
uskuteénény v jakémkoliv typu bioreaktoru.

Existuji rizné typy bioreaktorli, av§ak tato zafizeni je moZno rozdélit do dvou hlavnich
kategorii: bioreaktory "s voln& plovoucim obsahem" a bioreaktory " s vrstvou". V bioreaktorech

"s voln¢ plovoucim obsahem" bakterie volné plavou v médiu. Piiklady bioreaktorti "s volné
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plovoucim obsahem" jsou bé&Zné michané tankové bioreaktory, probublivané kolony,
Cerpadlové, viceucelové véZové bioreaktory, kapalné nepohanéné smyckové bioreaktory a
véZové bioreaktory s pumpou. Piikladem bioreaktoru "s vrstvou" je zhudtény vrstvovy
bioreaktor. V bioreaktoru "s vrstvou" je bakterie zachycena na kuli€ky, membranu nebo jiny
pevny nosi¢. Hybridni typ bioreaktoru miZe byt vytvofen pomoci fluidizadniho vrstvového
bioreaktoru, kde je bakterie sice zachycena na kuli¢ky nebo jiny nosi¢, ale miZe plavat v médiu.
(Mijnbeek, "The Conventional Stirrer Tank Reactor", str. 39 aZ 74; Mijnbeek, "Bubble Column,
Airlift Reactors, and Other Reactor Designs", str. 75 a7 114; Geraats, " An Introduction to
Immobilized Systems" str. 115 az 124; vSe v "Operational Modes of Bioreactors", vyd.
Butteworth-Heinemann Ltd, Oxford, Velka Britanie, 1992).

PouZiti proteinového exportniho systému, ktery je zde popséan, a bioreaktoru "s vrstvou"
umoZiluje vynechat prvotni oSetfeni a separaci pevnd latka/kapalina, protoZe poZadovany
sledovany protein je exportovin ven z bakterie do média. Pfed tim ne? se zadne s izolaci
poZadovaneho produktu je pouze potieba oddélit médium od vrstvy. Pro bioreaktory "s volng
plovoucim obsahem" je moZno smés kapalina/bakterie odstiedit, &imZ je ziskana peleta bakterii.
Pot¢ se od pelety bakterii odd€li kapalina obsahujici poZadovany protein. Dale je poZadovany
sledovany protein izolovan z média. Dal$im p¥inosem odhaleného systému je to, Ze média budou
obsahovat mén€ nezadoucich proteinii neZ je pfitomno v médiich, v nich? byly bakterie
poruseny; vSechny intraceluldrni slozky poruSenych bakterii se podle pfedmétného vynalezu v
médiu nevyskytuji. Proto je pre¢isténi poZadovaného sledovaného proteinu snasi. Kromé toho
izolaci a purifikaci sledovaného proteinu také usnadiiuji konce a mista pro §t&peni proteasami
pfitomné v sledovaném fiiznim proteinu exportni protein::sledovany protein.

Pfikladem bioreaktoru je aparatura uvedeni v US patentové piihlasce ¢. 5 635 368,
"Bioreactor with immobilized lactid acid bacteria and the use thereof, " Lommi a kol., 3. Eerven,
1997, kterd je zde zahrnuta jako odkaz. Aparatura podle Lommiho se vztahuje k bioreaktoru s
imobilizovanymi bakteriemi, ktery je charakterizovéan tim, Ze bakterie jsou fixovany na povrch
témef nestlacitelného nosice. Jiny piiklad bioreaktoru je moZno najit v US patentu & 4 910 139,
"Method for continuously producing citric acid by dual hollow fibre membrane bioreactor”,
Chang a kol., 20. bfezen 1990, ktery je zde zahrnut jako odkaz. Tento vyndlez se vztahuje k
rostoucim imobilizovanym bakteriim s cilem kontinualng produkovat kyselinu citronovou.

Dalsi bioreaktor je odhalen v US patentu &. 5 585 266, "Immobilized cell bioreactor",
Plitt a kol., 17. prosinec, 1996, ktery je zde zahrnut jako odkaz. Odhalené zatizeni podle Plitta se
vztahuje k bioreaktoru s imobilizovanymi buitkami, kde se buiiky nachézeji v nebo na

imobilizaéni matrici zahrnujici podptimé platy sloZené z b&Zné textilni tkaniny. US patenty
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€. 4 665 027 a 5 512 480, které jsou zde oba zahruty jako odkaz, odhaluji dal8i provedeni

bioreaktoru.

E. Vakciny

Zde popsany proteinovy exportni systém nachazi vyuZiti pfi piipravé vakein. Ptipravu
napf. podjednotkovych vakcin je moZno provést pomoci proteinového exportniho systému,
protoZe system usnadfiuje zisk rekombinantniho proteinu a sniZuje p¥itomnost kontaminujicich
proteindl v ristovém médiu, v némZ jsou rekombinantni hostitelské buiiky mnoZeny.
Rekombinantni hostitelské butiky mohou byt také pouZity pro vyrobu imunogennich prostredkd,
v nichZ je rekombinantni hostitelska buiika poskytovana jedinci a jeho imunitni systém vytvari
imunitni odezvu na proteiny exportované z rekombinantni hostitelské buitky.

Proteinovy exportni systém, ktery je zde popsén, miife byt pouZit s libovolnym
antigenem s cilem pfipravit z n&j vakcinu, pfi¢emz antigenem je vyse popsany sledovany protein.
Pfiprava vakeiny je obecné popsdna v New Trends and Developments in Vaccines, vydano
Voller a kol., University Park Press, Baltimore, Md. USA, 1978. Enkapsulaci do lipozémi
popsal napfiklad Fullerton, US patent &. 4 235 877. Spojeni proteinti a makromolekul odhalili
napfiklad Likhite, US patent &. 4 372 945 a Armor a kol., US patent &. 4 474 757.

MnoZstvi antigenu v kazdé davce vakciny je uréeno jako takové mnoZstvi, které indukuje
obrannou imunitni odezvu bez vyznamnych nezadoucich vedlejsich &inkd. Toto mnoZstvi se
bude lisit v zavislosti na tom, které specifické antigeny jsou pouZity a na pouZitém zpiisobu
dopraveni (naptiklad, purifikované proteiny nebo Zivé bakterie). Obecné se ofekava, e davky
obsahujici purifikované proteiny budou obsahovat 1 aZ 1000 pg celkového antigenu, vyhodnégji
2 aZ 200 pg. Obecné se predpoklads, Ze davky obsahujici Zivé bakterie dopravujici sledované
proteiny budou obsahovat 1 aZ 1000 ng celkového sledovaného antigenu. Optimalni mnoZstvi
pro konkrétni vakcinu miiZe byt zjisténo pomoci standardnich studii, které zahrnuji sledovani
titrll protilatek a jinych odezev u subjektd. Po uvodnim otkovani mohou subjekty (zvifata nebo
lide) obdrzet jednu nebo vice posilovacich davek, napiiklad po 1 a 6 mésicich.

Proteinovy exportni systém miiZe byt pouZit také u Zivych bakterialnich vektorovych
vakein za u¢elem zvysit UCinnost preparatu. Napiiklad US patent &. 5 387 744 od Curtis a kol.,
nazvany "Avirulent microbes and uses thereof: Salmonella typhi", ktery je zde zahrnut jako
odkaz, poskytuje Zivou bakteridlni vektorovou vakecinu proti S. Typhi. Jeits konkrétnéji
Curtisstiv patent poskytuje imunogenni prostiedky pro imunizaci obratlovcd nebo bezobratlich

obsahujici avirulentni derivat S. Typhi. Derivaty maji mutaci gend cya a/nebo crp a/nebo cdt.
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Avirulentni derivaty uvedené Curtisem a kol. mohou byt transformovéany zde popsanym
proteinovym exportnim systémem, aby umoZnily vzniklému rekombinantnimu organismu
fungovat jako imunogenni prostfedek proti S. Typhi a stejnd tak i Jinému antigenu nebo

antigeniim, které jsou spojeny s proteinovym exportnim proteinem popsaného systému.

F. Dalsi vyuziti

Kromé terapeutickych proteini a antigenii, které jsou uZiteéné pro farmaceuticky
primysl, miZe sledovany gen kédovat enzymy, polypeptidy, proteiny nebo aminokyseliny, které
mohou byt uZite¢né napt. v potravinaiském primyslu, primyslu pro dopliky VyZivy, primyslu
aditiv do krmiv, biozprosttedkujicim primyslu, primyslu na odstratiovani odpadu a v primyslu
Cisténi odpadnich vod. Pro Wfely téchto primysli nemusi byt sledovany protein kédovany
sledovanym genem proto, aby splnil svou funkci, izolovan z média z bioreaktoru. Sledovany
protein miZe byt katalyzatorem Zadouci reakce nebo miiZe plisobit jako prekurzorova slozka
poZadované reakce.

Nasledujici ptiklady jsou poskytovany pouze za udelem ilustrace a nelze je povaZovat v

74dném sméru za jakkoliv limitujici rozsah pfedmétného vynalezu.

Piehled obrizki ve vykresech

Obrazek 1 poskytuje piiklady expresniho vektoru tohoto vynélezu. Obrazek 1A zobrazuje
expresni vektor pSEC84. Obrazek 1B zobrazuje expresni vektor pSEC84bla. Obrazek 1C
zobrazuje pSEC84sacB (SEQ ID &:18). Obrazek 1D zobrazuje pSEC84gfpuv.

Obrazek 2 zobrazuje exportovani proteinové flize ClyA-SacB, ktera vede k
metabolizovani sacharosy v pevném ristovém médiu. Kmeny byly kultivovany v médiu
obsahujicim bud’ 8% sacharosu (2A a 2B), 16% sacharosu (2C a 2D) nebo 8% sacharosu + 8%
L-arabinosu (2E a 2F). Obrazky 2A, 2C a 2E ukazuji riist CVD 908-Atr4 exprimujiciho ClyA.
Obrazky 2B, 2D a 2F ukazuji rist CVD 908-htrA exprimujiciho ClyA-SacB.

Obrazek 3 zobrazuje rist CVD 908-AtrdA exprimujiciho bud’® ClyA (pSEC84) nebo
ClyA-SacB (pSEC84sacB), riist probihal v médiu 2XLB50 obohaceném DHB a bud 10%
sacharosou nebo 10% glukosou.

Obréazek 4 zobrazuje analyzu Western imunoblotem frakci bakterialnich bungk z CVD
908-htrA (drahy 1 az 3) nebo z CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv) (drahy 4 aZ 8). Bunééné frakce

jsou naneseny nasledovné: supernatanty, drdhy 1 a 4; cytoplasmatické, dréhy 2 a 6;
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periplasmaticka, drdha 5; nerozpustnd, draha 7; cela bufika, drahy 3 a 8; a 50 ng GFPuv, draha 9.
Membrany s identickymi vzorky byly testovany s protilatkami specifickymi pro GFPuv (panel
A) nebo E. coli GroEL (panel B).

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1 Klonovani a mutace cly4 S. Typhi

Identifikace clyd byla provedena pomoci analyzy BLASTN dosud kompletované
sekvence genomu S. Typhi, kterd je dostupnd v Sanger Centre (Wellcome Trust Genome
Campus, Hinxton, Cambridge, CB10 1SA, VB)
(hitp://www.sanger.ac.uk/Projects/Styphi/blastserver.shtml), pomoci DNA sekvence hlyE z E.
coli (GenBank pfistupové &islo U57430).

Otevieny &teci rdmec cly4 byl identifikovan jako sekvence o velikosti 912 bp, u niZ se

pfedpoklada, ze kéduje protein o 304 zbytcich, jehoZ molekulova hmotnost je 33,8 kDa a ktery
je z 89,4 % identicky s HIyE E. coli. Ackoliv cly4 je z 85,3 % identicky s otevienym &tecim
ramcem hlyE z E. coli o velikosti 915 bp, je upstream (po sméru transkripce) transkripéni
kontrolni oblast vzdalen€ spojena pouze s 33,6 % identickych bazi v ramci 250 bp oblasti.

Na zéklad€ této analyzy byly navrZeny primery pro amplifikaci pomoci PCR genetické
kazety bez promotoru kédujici ClyA, v niZ bylo vytvofeno optimalizované misto pro vazbu na
ribozom jako 5'-proximaélni ke startovnimu kodénu ATG. Sekvence primerti jsou uvedeny v

Tab. 1.
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Primery pouzité pfi konstrukci a sekvenéni analyze plasmidovych kazet

éislo

primeru

sekvence®

vytvofena

kazeta

templat (vzor)

1

5'GGATCCAAAATAAGGAGGAAAAAAAAATGACTAGTATTIT
TTGCAGAACAAACTGTAGAGGTAGTTAAAAGCGCGATCGA
AACCGCAGATGGGGCATTAGATC-3'(SEQ ID ¢&:3)

clyA-tetA

CVD 908-htrA

5'CCTAGGTTATCAGCTAGCGACGTCAGGAACCTCGAAAAG
CGTCTTCTTACCATGACGTTGTTGGTATTCATTACAGGTGTT
AATCATTTTCTTTGCAGCTC-3'(SEQ ID ¢:4)

5'CACGGTAAGAAGACGCTTTTCGAGGTTCCTGACGTCGCTA
GCTGATAACCTAGGTCATGTTAGACAGCTTATCATCGATAA
GCTTTAATGCGGTAGT-3'(SEQ ID ¢:5)

5’AGATCTACTAGTGTCGACGCTAGCTATCAGGTCGAGGTG
GCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCG-3'(SEQID ¢:6)

5’ACTAGTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT
GAAGATCAGTTGGGTGCACGA-3'(SEQID ¢&:7)

bla-tetA

S'CATTAAAGGTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGCTA
GCCTAGGTCATTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATC
TCAGCGATCTGTCTATTTCG-3'(SEQ ID &8)

5'CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTA
AGCATTGGTAATGACCTAGGCTAGCTCATGTTTGACAGCTT
ATCATCGATAACCTTTAATG-3'(SEQID ¢:9)

pBR322

5"GCGCACTAGTAAAGAAACGAACCAAAAGCCATATAAGGA
AACATACGGCATTTCCCATATTACACGCCATG-3'(SEQ  ID
&:10)

sacB-tet4

pIB279

5" TAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAA
ACATGACCCGGGTCACTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTT
GTTCAAGGATGCTGTCTTTGAC-3'(SEQ ID ¢:11)

10

5" TCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGT
AGTTTA-3"(SEQID ¢:12)

pBR322

11

5'GCGCAGATCTTAATCATCCACAGGAGGCGCTAGCATGAGT
AAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTG-
3'(SEQ ID.&:13)

gfpuv-tetA

pGENg4

12

S'GTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTG
TCAAACATGAGCGCTCTAGAACTAGTTCATTATTTGTAGAG
CTCATCCATGCCATGTGTAATCCCAGCAG-3'(SEQID ¢:14)

? Piisludna restrikéni mista jsou vyznaCena siln€jSim pismem a jsou podtrZena; ribosomova

vazebna mista a startovni koddny jsou vyznaceny kurzivou.
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Pro lepsi navratnost byly pouZity PCR s piekryvajicimi se Useky, jejichZ cilem bylo
vytvofit genetickou kazetu bez promotoru o velikosti 2252 bp clyA-tet4 syntetizovanou PCR jak
bylo jiZ popsano. PouZity byly primer 1, 2 a chromozomalni templatova DNA z CVD 908-htr4 a
primery 3, 4 a templat pochazejici z pBR322, ziskané v pGEM-T (Promega, Madison, WI)
transformovanym do E. coli DH5a.

Rekombinantni klony byly testovany a vybirany na pevném agarovém médiu obsahujicim
ov¢i Cervené krevni butiky. Konkrétngji bylo testovani hemolytické aktivity provedeno na
Cerstve pfipraveném 1XLB agarovém médiu obsahujicim odpovidajici antibiotickou selekci a
5% ovéi krev. Misky byly inkubovany pfi teplots 37 °C po dobu 24 h s cilem detekovat zony
odpovidajici hemolyze &ervenych krevnich bungk (RBC). Nékteré kolonie, které vytvarely
zfetelné kruhy hemolyzy, byly bezprostiedng identifikovany. Toto pozorovani naznalilo, Ze
jestliZe clyd vyZaduje pro pfemisténi ven z bakterie dopliitkové proteiny, jsou tyto proteiny podle
vieho spoleéné pro S. Typhi a E. coli. Pro dal3i pouziti byl vybran pozitivni izolét, oznaceny
jako pGEM-TelyA.

Byly testovany funkéni dlohy riiznych oblasti ClyA a to proto, aby byly ziskany
informace pro vlastni pravu rekombinantnich fiznich proteint kédujicich antigen fizovany s
ClyA. Konkrétngji byla testovana tiloha aminokonce, karboxylového konce nebo obou v exportu
hemolysinu ven z bakterie.

Aby bylo toto zjiSténo, byl cly4 ndhodn& mutovan pomoci transpozonu Tnphod. "phoA"
z "Tnphod" kéduje alkalickou fosfatasu (viz Manoil & Bechwith, PNAS Sv. 82, str. 8 129 a
8 133, 1985). Premisténi Tnphod umoziiuje ndhodnou tvorbu fiizi N-konce PhoA do daného
cilového proteinu. Mutace TnphoA byla provedena po elektroporaci pGEM-TclyA, exprimujiciho
funkéni ClyA hemolysin z S. Typhi, do DH5a za vzniku DH50 (pGEM-Tcly4). Poté bylo mezi
DH5a. (pGEM-Tcly4) a TnphoA donorovym kmenem SM10(pRT733) provedeno kiiZeni a
transkonjuganty byly selektovany na 2XLB50 médiu obohaceném tetracyklinem, karbenicilinem
a kanamycinem v koncentracich 10 pg/ml, 50 pg/ml a 10 pg/ml 2XLB50 + T10C50K 10).
Bakterie byly poté shromazdény dohromady a byly kultivovany v bujénovych kulturich, aby
mohly byt plasmidy purifikovany. Purifikované plasmidy byly znovu transformovany do
mutantu pho4)20 E. coli kmen CC118, aby mohly byt selektovany Pho® transformanty na
2XLB50 + T10C50K10 médiu obohaceném substratem pro alkalickou fosfatasu 5-bromo-4-
-chloro-3-indolyl-fosfitem (BCIP; Sigma, St. Louis, MO) v koncentraci 200 pg/ml. Konetné
proteinové fiize, které jsou N-koncové vyludovany do periplasmy, povrchové vystaveny nebo

exportovany vné€ bakterie, mohou byt snadno testovany pomoci chromogenniho substratu BCIP
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za Ucelem detekovat temn& modré kruhy odpovidajici hydrolyze; proteiny, které jsou C-koncové
vyluéoviny nebudou touto metodou detekovany.

Pomoci mutace Tnphod bylo u 4 ze 621 PhoA" kolonii zjifténo, e nevykazuji
hemolytickou aktivitu. Sekvenovani jednoho izolatu potvrdilo inzerci PhoA za zbytek 179 (Ala)
ClyA. Tato inzerce zkratila ClyA v planované hydrofobni transmembranové oblasti a odstraiiuje
zbyvajicich 125 C-koncovych zbytkd. Byl tedy udinén zavér, e C-konec ClyA §. Typhi neni pro
transport cytoplasmy E. coli (a pravdépodobng také S. Typhi) nutny a Ze geneticka flze
heterolognich genti, které moZn4a kéduji exportované proteinové fiize, musi byt provedena na

3’-konci clyA.
Priklad 2 Konstrukce C-koncovych fiizi testovanych antigent a ClyA

Pro pokusy, b&hem nichZ byla testovana schopnost exportovat spoluptenasené proteiny
fizované na C-konec ClyA, byl zvolen gen bla, ktery kéduje RTEM-1 B-laktamasovy protein,
ktery nese rezistenci k ampicilinu a karbenicilinu.

Tato proteinové fiize byla upravena jako genetické fiize kazety Spel inzertované do mista
Nhel, které sousedi s tandemovymi stop kodény v 3'-konci clyd pSECS4. Nejdiive byl z
derivatu pBR322 pomoci PCR syntetizovan fragment Spel-Nhel o velikosti 807 bp kédujici
zralou f3-laktamasu o velikosti 268 aminokyselin bez signalni 23 zbytkové sekvence. Predistény
fragment byl poté inzertovan do ptipraveného C-koncového Nhel mista clyA s cilem vytvofit
genetickou fzi clyA-bla o velikosti 1742 bp kddujici pfedpovézeny fizni protein o velikosti
62,9 kDa. PoZadovany plasmidovy konstrukt byl snadno ziskan v izolovanych koloniich z kultur,
které byly kultivovany v piitomnosti 5 pg/ml karbenicilinu. Plasmidy ziskané po selekci s

50 pg/ml karbenicilinu se viak ukéazaly jako nestabilni a geneticky pozm&néné.

Fuze bla-tetA

Z divodu problému se stabilitou plasmidu a genetickym pozménénim konstruktu
clyA-bla, coz bylo popsino vyse, byla syntetizovana flize bla-tetd a to jako Spel kazeta o
velikosti 2 111 bp. K tomu byla pouZita PCR s pfekryvajicimi se tiseky s pouZitim primerti 5 a 6
a templatu pGEM-T a primerd 7 a 4 a templétu pochazejiciho z pBR322; vysledkem inzerce této
kazety do pSEC84 natépeného Nhel byl pSEC84bla (viz obr. 1B).

U kolonii byla po zaClenéni do CVD 908-hird testovina schopnost zachovat si

hemolytickou aktivitu a poté u nich byla sledovana aktivita B-laktamasy pomoci chromogenniho
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substratu nitrocefin v koncentraci 100 pg/ml v 2XLASO+DHB+T10; misky byly inkubovany pti
teploté 30 °C alespoil 16 h a poté byla sledovéana pritomnost ervenych kruhit okolo kolonii,
které naznalovaly S$tépeni nitrocefinu. Cervené kruhy byly pozorovany okolo
CVD 908-htrA(pSEC84bla), coZ naznaduje $tépeni nitrocefinu a tudiz potvrzuje pfitomnost
enzymové aktivni B-laktamasy. Byl udindn zavér, Ze pfiblizng zdvojnasobeni molekulové
hmotnosti ClyA z 34 na 63 kDa vedlo k 2 doménovému fiiznimu proteinu, v ndm? byly obg
domeny zfetelné spravné sbaleny, aby byla zachovana odekavana biologicka aktivita kazdé

domény.
Fuze sacB-tet4

Aby mohla byt zjisténa pfizpisobivost ClyA jakoto partnera fuze pii exportu
heterolognich antigendi ven ze S. Typhi, byla testovana schopnost ClyA exportovat potencialné
letalni levansacharasu kédovanou sacB z Bacillus subtilis. Exprese genu sacB je letalni tehdy,
je-li exprimovén v cytoplasmé stievnich bakterii vEetng S. Typhi, rostoucich v pfitomnosti
sacharosy. Byl u¢inén pokus o konstrukci proteinové fize ClyA-SacB s predpovézenou
molekulovou hmotnosti 83,9 kDa a zatlenéni do CVD 908-ArA. Tato fiize byla zpracovana jako
sacB-tetd Spel kazeta kédujici zralou levansacharasu skladajici se z 445 zbytkdi a majici
molekulovou hmotnost 50,0 kDa bez 29 aminokyselinové signalni sekvence. Poté byla
inzertovéna do vytvoreného C-koncového Nkel mista ClyA v pSEC84. CVD 908-htrA nesouci
poZadovany konstrukt byl vybran pomoci tetracyklinu a byla testovana jeho schopnost piezit v
pfitomnosti sacharosy. Jestlize by ClyA-SacB nebyl exportovén ven z cytoplasmy, nebyly by
ziskany Zadné izolaty, ale pro fize bud’ povrchové exprimované nebo zcela exportované ven z
bakterie do okolniho média, by se u enzymové aktivniho SacB zbytku oéekavalo, Ze budé §t¥pit
sacharosu za vzniku glukosy, kterd by mohla byt ihned transportovina do bakterie a
metabolizovana.

SacB-tet4 kazeta byla syntetizovana pomoci primerti 8 a 9 a templatu pIB279 a primert
10 a 4 s cilem vytvotit Spel kazetu o velikosti 2 653 bp inzertovanou do pSEC84 za vzniku
clyA::sacB fuze pSEC84sacB (viz obr. 1C). Po zalen&ni do CVD 908-AtrA byla u kolonif znovu
testovana schopnost zachovat si hemolytickou aktivitu a poté byla sledovéna aktivita
levansacharasy a to tak, Ze byly umistény na MacConkey agarové zakladni médium (Difco)
obohacené DHB a bud’ sacharosou (8% nebo 16% hmotn./obj.) nebo 8% sacharosou + 8%
arabinosou, jakoZto zékladnim zdrojem uhliku. Misky byly kultivovany pfi teplotd 30 °C po

dobu 16 aZ 24 hodin, aby byly ziskany izolované cfu a aby byla stanovena fermentace sacharidu;
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dalsi inkubace pfi laboratorni teploté po nékolik nasledujicich dni byla vyZadovéna proto, aby
byla zji§téna tvorba klenby podobné polysacharidu pfes kolonie.

Jak je ukédzéno na obr. 2B a 2D, byl rist CVD 908-htrA(pSEC84sacB), probihal-li na
indikatnim médiu obsahujicim bud’ 8% sacharosu nebo 16% sacharosu jakoZto zakladni
sacharidovy zdroj (rist na MacConkey agarovém zékladnim médiu), excelentni. Byla
pozorovéna polysacharidu podobnd klenba, kterd se vytvofila pies izolované kolonie
CVD 908-htrA(pSEC84sacB), ktera viak nebyla zjisténa u CVD 908-AtrA (obr. 2A a 2C) a jejiz
intenzita se s rostouci koncentraci sacharosy zvy3ovala. Za pfedpokladu, Ze timto polysacharidu
podobnym materidlem byl levan, tvofeny polymerizaci, ktera je katalyzovana levansacharasou,
fruktosy uvolnéné pfi hydrolyze sacharosy, jsme se pokusili tuto polymerizaci blokovat tim, Ze
jsme zaclenily 8% L-arabinosu, o niZ je zndmé, Ze levansacharasu inhibuje. Jak je ukazéno na
obr. 2F, nebyly jiZ klenby pozorovény a kolonie CVD 908-Atr4 a CVD 908-htrA(pSEC84sacB)
nyni vypadaly velmi podobné.

JestliZe jsou fuze proteini ClyA-SacB  skuteén& exportovany ven z
CVD 908-htrA(pSEC84sacB), pak by Stépeni sacharosy SacB doménou za vzniku volné glukosy
mélo v pfipadé, Ze tyto kmeny budou kultivovany jako bujénové kultury v piitomnosti
sacharosy, poskytnout metabolickou vyhodu ve srovnani s CVD 908-AfrA. Pro ovéfeni této
hypotézy byly do 1 1 banék obsahujicich 2XLB50+DHB+K10 plus 10% sacharosu umisténo
100 ml kultury bud CVD 908-htrA(pSEC84) nebo CVD 908-htrA(pSEC84sacB). Riist byl
porovnavan s kulturami CVD 908-AtrA(pSEC84), které byly jako pozitivni kontrola kultivovany
v pfitomnosti 10% glukosy. Jak je ukazino na obr. 3 byl u CVD 908-htrA(pSEC84sacB)
pozorovéan rychlejsi riist v pfitomnosti sacharosy nez u CVD 908-htrA(pSEC84) rostouci v
pfitomnosti glukosy nebo sacharosy. Zjisténi byla potvrzena pocitanim bungk. JestliZe toto ddme
dohromady s vysledky, které byly pozorovany pro ClyA-Bla vyse, data jasn& naznaduji, Zze ClyA
je univerzdlnim fiznim partnerem pro export spravng sbalenych fiiznich proteiné v nichZ je

zachovana biologické aktivita flizovanych domén ven z bakterie.

Fuze clyA::gfpuv

Aby byly definovany exportni vlastnosti ClyA a aby byla specificky ovéfena piitomnost
fuznich produktd ClyA v supernatantu exponecidlng rostouciho CVD 908-Atrd, byla
konstruovéna genetickd fize cly4, kde cly4 byl fiizovéan s fluorescenénim zelenym proteinem
(GFPuv) vytvaiejicim kazetu clyA::gfpuv pSEC84gfpuv (viz obr. 1D) a izogenni pro pSEC84bla i
pSEC84sacB. CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv) opét zistal hemolyticky, ale se sniZenou
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fluorescenci oproti cytoplasmaticky exprimovanému GFPuv. Pomoci GFP polyklonalni
protilatky (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) byl pomoci Western imunoblotové analyzy
testovan export ClyA-GFPuv do supernatantu kultury, coZ je ukézano na obr. 4. Obr. 4 zobrazuje
sadu Western imunoblotl analyzujicich bakterialni bunétné frakce z CVD 908-htrA (drahy 1 a
3) nebo CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv) (drahy 4 aZ 8). Bun&tné frakce byly naneseny
nasledovné: supernatanty, drahy 1 a 4; cytoplasmatické, drahy 2 a 6; periplasmatick4, draha 5;
nerozpustna, dréha 7; celé buiiky, drahy 3 a 8; a 50 ng GFPuv, driha 9. Membrany s identickymi
vzorky byly podrobeny reakci s protilatkami specifickymi pro GFPuv (panel A) nebo E. coli
GroEL (panel B). Jak je patrné z tohoto obrazku, bylo vyznamné mnoZstvi o¢ekavaného fiizniho
proteinu o velikosti 61 kDa detekovano v 0,5 ml supernatantu z CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv)
srazen¢ho TCA (dréha 4); nevyznamné kiiZové reakce odpovidajici velikosti asi 45 kDa byla
rovnéZ detekovana v cytoplasmé CVD 908-htr4 (draha 2) a v cytoplasmatickych, nerozpustnych
a celobun&nych frakcich CVD 908-htrA(pSEC84gfpuv); zajimavé je, Ze draha 5 ukazuje, Ze z

periplasmatického prostoru je ziskano velmi malo ClyA-GFPuv.

Zaveér

Vysledky této prace jasné podporuji zavér, Ze kédovany hemolysin ClyA ze S. Typhi
muiZe byt pouzit k usnadnéni exportu heterolognich antigennich domén ven z oslabeného
ockovaciho kmene CVD 908-htrA do okolniho média. Tato prace déle ukazuje, Ze ClyA je
moZno pouzit k usnadnéni exportu fliizniho proteinu ven z bakterie do okolniho média. Jak je
zobrazeno vySe, byla schopnost exportovat spravné sbalené proteiny, které jsou predmétem
z4jmu, fizované na C-konec ClyA, ukézana prostfednictvim genu bla, ktery kéduje RTEM-1
p-laktamasovy protein, ktery nese rezistenci k ampicilinu a karbenicilinu. Gen bla v pBR322 je
861 bp dlouhy a kéduje protein o velikosti 31,5 kDa se signalni 23 aminokyselinovou sekvenci,
kterd fidi N-koncové vyluCovani B-laktamasy do periplasmatického prostoru. Tato prace
naznaCuje uspéSné vytvofeni genové fuze kodujici funkéni fuzi proteint ClyA-p-laktamasa, ktera
si uchovavad hemolytickou aktivitu i schopnost $t&pit chromogenni substrat PB-laktamasy
nitrocefin, ¢imZ dochézi k produkci Eervenych kruhii na Zlutém pozadi ne§tépeného nitrocefinu.

Zajimavé je, Ze pokusy selektovat tyto expresni vektory, kdyZ tranformanty rostly v
bohatém médiu obohaceném 50 pg/ml karbenicilinu nebo ampicilinu, byly netisp&sné, a byly
ziskany pouze znatné pieskupené plasmidy, coZ bylo potvrzeno pomoci restrikénich map. Na
zaver bylo ukazéano, Ze exprimovana cytoplasmatickd p-laktamasa nese rezistenci k piiblizné

5 pg/ml ampicilinu, zatimco pfislu§ng exprimovana periplasmaticka B-laktamasa udili rezistenci
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viigi vice nez 4 000 pg/ml ampicilinu. U povrchového zobrazeni B-laktamasovych proteinovych
fuzi v8ak bylo ukdzéno, Ze udili rezistenci vi&i asi 100 pg/ml ampicilinu. Chervaux a kol.
skutecné oznamili, Ze sekrece B-laktamasovych fiizi z . coli zprostfedkovana HlyA znovu udili
malou rezistenci vi¢i asi 5 pg/ml ampicilinu. Ukézali, Ze i piesto, Ze specifickd aktivita
neporuSené [-laktamasové domény povrchové fiize zistala podobni aktivité nemodifikované
p-laktamasy, rezistence vii¢i vysokym hladindm ampicilinu zji§téna nebyla. U&inili tedy zaveér,
Ze bakteridlni rezistence vidi P-laktamovym antibiotikim vyZaduje vyznamné koncentrace
p-laktamasy v periplasmatickém prostoru blizko zabijenym cilim. Na zaklad& t&chto pozorovani
byl u¢inén zavér, Ze v CVD 908-htrA(pSEC84bla) byly syntetizovany spravné sbalené
ClyA-beta-laktamasové proteinové fiize a byly exportovany tak, aby udglily hemolyticky fenotyp
i B-laktamasou zprostfedkovanou hydrolyzu chromogenniho cefalosporinového nitrocefinu, aniz
by vsak byla udélena resistence k ampicilinu nebo karbenicilinu.

Pro jasn€jsi definovani povahy exportu zprostfedkovaného ClyA heterolognich
antigenovych domén ven z CVD 908-htrd a moZna také vylouceni toho, aby byly zahrnuty
periplasmatické intermediaty, byly studoviny fiuze sacB kédujici potencidlng letilni
levansacharasu z B. subtilis. Levansacharasa je 50 kDa exoenzym s jednim polypeptidovym
fetézcem, ktery katalyzuje hydrolyzu sacharosy za vzniku volné glukosy a fruktosy a stiidavé
katalyzuje polymerizaci fruktosy do dlouhych polymeri nazvanych levan. Vysledkem
uvoliiovani levansacharasy z B. subtilis, ktery roste na médiu obsahujicim sacharosu, je rist
izolovanych kolonii, které jsou po prodlouZené inkubaci pfi laboratorni teploté potaZeny
puisobivou klenbou viskézniho levanu.

Bylo potvrzeno, Ze cytoplasmaticka a periplasmaticka exprese levansacharasy kédované
sacB je pro fadu bakterii rostoucich v piitomnosti sacharosy letalni. Neddvno bylo pomoci
mutaci signalniho peptidu ukézano, Ze levansacharasa se stava v cytoplasm& B. subtilis, ktery je
kultivovany v ptitomnosti sacharosy, letalni a Ze inaktivace aktivity fruktosapolymerazy byla pro
odstran€ni sacharosou indukované letality nezbytnid. Na zikladé tohoto bylo uvedeno, Ze
vysledkem selhéni fizi ClyA-SacB z pohledu jejich exportu ven z cytoplasmatického a
periplasmatického prostoru CVD 908-htr4 by méla byt vyraznd intracelularni akumulace
fazniho proteinu, jejiz vysledkem je letalita pro CVD 908-htrA(pSECS84sacB), ktery je
kultivovan v pfitomnosti sacharosy.

Jak je ukézano na obr. 2B nebylo viak u CVD 908-AtrA(pSEC84sacB) pozorovéno pouze
to, Ze roste v pfitomnosti 8% sacharosy, ale Ze také fermentuje cukr, tzn. fenotyp, ktery nebyl
pozorovan u CVD 908-atrA(pSEC84), ktery byl kultivovan za stejnych podminek. KdyZ byla

koncentrace sacharosy zvySena z 8% na 16%, zvySila se rovnéZ fermentace sacharosy a
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dochézelo k akumulaci jedineénych kleneb tvofenych latkou podobnou levanu, které v
pfitomnosti inhibitoru levansacharasy arabinosy vymizely. Podobna pozorovani aktivity
levansacharasy ozndmil Jung a kol. pro povrchové exprimovanou levansacharasovou doménu
fizovanou na C-konec ice nucleation proteinu z Pseudomonas syringae a exprimovanou v
E. coli. Ve svétle téchto vysledkl byl udinén zavér, Ze vytvofeny CVD 908-htrA(pSEC84sacB)
mél schopnost zpracovavat sacharosu jako zdroj uhliku v takovych experimentech, v nich bylo
u CVD 908-htrA(pSEC84sacB) pozorovéno, Ze roste rychleji nez CVD 908-htrA(pSEC84), ktery
byl kultivovan v pfitomnosti bud’ sacharosy nebo &isté glukosy. Byl opét uéinén zavér, e stejnd
jako u proteinovych fiizi ClyA-beta-laktamasa popsanych vyse, byly v CVD 908-htrd
syntetizovany spravné sbalené proteinové fuze ClyA-SacB a byly exportovény tak, Ze udilely jak
ofekavany hemolyticky fenotyp tak i levansacharasovou aktivitu umoZiiujici, aby nebyl
extracelularni katabolismus néhradniho zdroje sacharidu vyuZivan hostitelskym kmenem bez

plasmidu.
Priklad 3 Exprese proteinové fiize ClyA-SacB v bioreaktoru

Bioreaktor je pfipraven podle navodi v US patentu &. 5 635 368, ktery je zde zahmut
jako odkaz. Stru¢né, granularni derivatizované celulosa je vyrobena podle US patentu ¢. 4 355
117 nasledujicim zpisobem: 25 dili vlaknité celulosy je smichéno s 25 dily oxidu titanigitého a
smés je smichana s 50 dily polystyrenu. Extrudat je ochlazen ve vod$ a vytfidén na velikost
castic 0,35 az 0,85 mm. Vytfidéné granularni shluklé &astice celulosy jsou derivatizovany s
cilem vytvotit DEAE celulosu, coZ je popsano v US patentu vy3e. Poté je 10 g granulami DEAE
celulosy suspendovano v destilované vodé a suspenze je ponechana po dobu alespoii 5 h za
oblasne¢ho michéni. Hydratovany nosi¢ je poté pielit destilovanou vodou a je pteveden do
sklen&né kolony s vnitfnim primérem 15 mm, kde vytvofi vrstvu o vy3ce 145 mm.

Bakterie transformovand pSEC84sacB (viz piiklad 2) je kultivovana 48 h pii teploté
30 °C. 50 ml bunééné suspenze je pomoci Cerpadla Serpano pres vrstvu noside pii pritokové
rychlosti 25 ml/h. Poté jsou pfes vrstvu nosiée erpana dal$i mnoZstvi média s kulturou. Roztok
vytékajici z kolony je shromaZdovén a je z n& izolovan a purifikovin rekombinantng
exprimovany fizni protein ClyA-SacB (kédovany SEQ ID &:19). St¥peni SacB by meélo

poskytnout takova komeréni mnoZstvi levansacharasy, kter jsou dostate¢na pro tvorbu levanu.
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Pfiklad 4 Purifikace proteinu pomoci His konce za denaturujicich podminek

Bakteridlni kultura je transformovéna expresnim vektorem, ktery obsahuje expresni
kazetu obsahujici kédujici sekvenci pro oslabeny ClyA protein fiizovanou s genem sacB, ktery je
fizovan s kdédujici sekvenci, ktera kéduje proteasové rozpoznavaci misto, kterd je flizovana s
sekvenci kédujici polyhistidinovy konec. Bakterialni kultura je dana do bioreaktoru, ktery je
popsany napf. v pfikladu 3.

Kultura je umisténa do podminek, které podporuji expresi rekombinantniho fiizniho
proteinu, ktery je exportovan do kultivaéniho média. Médium s kulturou je shromézdéno a
aplikovano na Ni kolonu (HISTRAP; Pharmacia) ekvilibrovanou pufrem s moc¢ovinou v
koncentraci, kterd je dostate¢n& vysokd, aby denaturovala protein. Kolona je poté promyta a
eluovina. Eludt je analyzovan gelovou elektroforézou s cilem stanovit pfitomnost
purifikovaného proteinu.

Frakce obsahujici purifikovany protein jsou dialyzovany proti pufru na $t€peni enzymu.
Dialyzované vzorky jsou poté shromaZdény dohromady a podrobeny proteolyze, kterad je
katalyzovana pfislusnym enzymem. Proteolyzovany vzorek je purifikovan s cilem odstranit

vyStépeny polyhistidinovy konec za vzniku izolovaného predisténého proteinu.

Priklad 5 Konstrukce oslabeného CVD 908-htr4, ktery exprimuje Frag C a vyvolava na ngj

imunitni odezvu

Fazni protein ClyA-Frag C je vytvofen v CVD 908-ktrd podle krokd, které jsou uvedeny
v piikladu 1. Nasim cilem je exprimovat kodénem optimalizovany otevieny &teci ramec foxC,
ktery kéduje fragment C toxinu tetanu inzertovany do ClyA, ktery je exprimovan ze zde
odhaleného expresniho vektoru. Export fragmentu C je realizovan prostiednictvim genetické
faze toxC na 3'-konec cly4 a pokradujici na oriEl replikonu pSEC84 jakoZto 1426 bp velka
Pompc-clyA EcoRI1-Nhel kazeta. toxC kodujici fragment C je prepracovén z diive&jSich konstrukti
za pomoci protismémého (forward) primeru 5-GCGCACTAGTAAAAACCTTGATTG
TTGGGTCGACAACGAAGAAGACATCGATGTTATCCTGAAAAAGTCTACCATTCTGAC
TTGGACATCAAC-3" (SEQ ID &:15) a protismémého primeru 5-AACTACCGCATTAA
AGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGCTAGCCTAGGTCATTAGTCGTTGGTC
CAACCTTCATCGGTCGGAACGAAGTA-3" (SEQ ID &:16) tak, aby vytvarel Zadouci PCR
produkt (1424 bp). toxC kazeta je poté subklonovana do pSEC84 nast€peného Nhel za vzniku
pSEC84s0xC. DNA sekvence poZadovaného spojeni clyd-toxC je potvrzena pomoci
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sekvenaéniho primeru 5"-CGATGCGGCAAAATTGAAATTAGCCACTGA-3’ (SEQ ID &:17),
ktery hybridizuje 172 bazi po sméru transkripce vytvofeného Nhel mista na 3’-konci cyd. U
konstruktd je testovana schopnost zachovat si hemolytickou aktivitu a pomoci Western
imunoblotové analyzy je potvrzen export ClyA-Frag C do supernatantu.

Skupiny 6 tydnii starych my3i Balb/c jsou imunizovany intranasalng mno¥stvim
1,0 x 10" cfu kmene CVD 908-htrd, ktery exprimuje fiizni protein ClyA-Frag C. My3im je
odebrana krev pfed a 30 dni po imunizaci a sérum je aZ do pouziti skladovano pii teplots -20 °C.
Protilatky pfitomné v séru proti antigemim ClyA a Frag C jsou stanoveny pomoci ELISA.
Vysledky naznauji, Ze imunizace kmenem CVD 908-htrd, ktery exprimuje fizni protein
ClyA-Frag C, vyvolavé tvorbu hladin protilétek proti antigenu Frag C, které jsou podstatng vy
nez jsou hladiny ziskané u kmene 908-htrA, ktery fuzni protein ClyA-Frag C neexprimuje.
Vysledky ukazuji, Ze exprese antigenu Frag C jakoZto fiizniho proteinu s ClyA zvy3uje imunitni
odezvu proti tomuto antigenu. Obrannd imunita proti tetanovému toxinu je potvrzena
vypotadanim se imunizované mysi s jinak letalnimi didvkami p¥irozeného tetanového toxinu.

Ackoliv vySe uvedené odhaleni popisuje vynélez podrobngji a s odkazem na specificka
provedeni, bude odbornikiim v dané oblasti techniky jist& zfejmé, Ze mohou byt provedeny riizné

zmény a modifikace, aniZ by tim do$lo k odchyleni se od smyslu a rozsahu vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

Zpiisob exprese genu v bakterialni buiice, vyznadujici se tim, Ze se sklad4 z:
poskytnuti expresniho vektoru populaci netransfromovanych bakterialnich bungk,
kde expresni vektor zahrnuje expresni kazetu, ktera obsahuje sekvenci kodujici exportni
protein geneticky fiizovanou se sekvenci kédujici sledovany protein;
exprimovéani expresni kazety tak, Ze je produkovén fizni protein exportni

protein::sledovany protein a je exportovan do kultivaéniho média;

Zpiisob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze zminénou bakterialni buitkou je

buiika S. Typhi.

Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim,Ze zminénou bakterialni buiikou je

bunika Escherichia coli.

Zpisob podle naroku 1, vyznaéujici se tim,Ze sekvence kédujici exportni
protein je vybrana ze skupiny, kterou tvoii gen cly4 ze S. Typhi, gen clyA ze S. paratyphi
nebo gen hlyE z Escherichia coli.

Zpisob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze sekvence kédujici exportni

protein kéduje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID &:2.

Zplisob podle naroku 1, vyznacdujici se tim,Ze sekvence kédujici exportni
protein kéduje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID &:2 s jednou nebo vice mutacemi,
jejichZ vysledkem jsou aminokyselinové substituce vybrané ze skupiny, kterou tvoii
aminokyselinové substituce v pozici 180, 185, 187 a 193, které oslabuji hemolytickou

aktivitu exportniho proteinu.
Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze sledovanym proteinem je antigen.

Zplsob vyvolani imunitni odezvy u hostitele, vyzna&ujici se tim, Ze se sklada z:
poskytnuti populace bakteridlnich buné€k transformovanych expresnim vektorem,
ktery zahrnuje expresni kazetu obsahujici sekvenci kédujici exportni protein geneticky

fizovanou na sekvenci kodujici sledovany protein, zminénému hostiteli;
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exprimovani expresni kazety tak, Ze je produkovan fuzni protein exportni
protein::sledovany protein a je exportovan do hostitele; a

vyvolani imunitni odezvy proti fiznimu proteinu u subjektu.

Zpiisob podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze zminénou bakterialni buiikou je

buitka S. Typhi.

Zpisob podle ndroku 8, vyznacdujici se tim,Ze zmindnou bakteridlni buiikou je

burika Escherichia coli.

Zpisob podle naroku 8, vyznacujici se tim,Ze sekvence kodujici exportni
protein je vybrana ze skupiny, kterou tvoti gen cly4 ze S. Typhi, gen clyd ze S. paratyphi
nebo gen hlyE z Eschericha coli.

Zpisob podle naroku 8, vyznacujici se tim,Ze sekvence kédujici exportni

protein kdduje aminokyselinovou sekvenci podle SEQ ID &: 2.

Zpisob podle naroku 8, vyznadujici se tim,Ze sekvence kédujici exportni
protein koduje aminokyselinovou sekvenci podle SEQ ID &:2 s jednou nebo vice
mutacemi, jejichZ vysledkem jsou aminokyselinové substituce vybrané ze skupiny, kterou
tvofi aminokyselinové substituce v pozici 180, 185, 187 a 193, které oslabuji

hemolytickou aktivitu exportniho proteinu.
Zplsob podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze sledovanym proteinem je antigen.

Systém pro exprimovani sledovaného proteinu, vyznadujici se tim, Ze obsahuje:

expresni vektor obsahujici expresni kazetu, pfiemZ expresni kazeta obsahuje
sekvenci kédujici exportni protein geneticky flizovanou na sekvenci kédujici sledovany
protein; '

hostitelskou buiiku transformovanou expresnim vektorem; a

kultivani prostfedi pro transformovanou hostitelskou buiiku, pfi¢emZ expresni
kazeta exprimuje flizni protein exportni protein::sledovany protein, ktery je exportovan

ven z transformované hostitelské buriky.
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Zpiisob podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze zmindnou hostitelskou buiikou

je burika S. Typhi.

Zpisob podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze zmindnou hostitelskou buiikou

je buiika Escherichia coli.

Zpisob podle naroku 15, vyznadujici se tim,Ze sekvence kédujici exportni
protein je vybréna ze skupiny, kterou tvofi gen cly4 ze S. Typhi, gen clyA ze S. paratyphi
nebo gen hlyE z Eschericha coli.

Zpisob podle néroku 15, vyznadujici se tim, Ze sekvence kédujici exportni

protein kéduje aminokyselinovou sekvenci podle SEQ ID &:2.

Zpisob podle ndroku 15, vyznadujici se tim, Ze sekvence kédujici exportni
protein kéduje aminokyselinovou sekvenci podle SEQ ID &2 s jednou nebo vice
mutacemi, jejichZ vysledkem jsou aminokyselinové substituce vybrané ze skupiny, kterou
tvofi aminokyselinové substituce v pozici 180, 185, 187 a 193, které oslabuji

hemolytickou aktivitu exportniho proteinu.
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<110> Galen, James E.
<120> ZPUSOB EXPRESE GENU V BAKTERIALNI BUNCE, ZPUSOB VYVOLANI IMUNITNI ODEZVY U

HOSTITELE A SYSTEM PRO EXPRIMOVANI PROTEINU
<130> F163431
<140> PCT/US01/44185
<141> 2001-11-23
<150> US 60/252,516
<151> 2000-11-22
<150> US 09/993,292
<151> 2001-11-23
<160> 20
<170> PatentIn version 3.2
<210> 1
<211> 6271
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223>  expresni plasmid pSEC84 |
<400> 1
gaattctgtg gtagcacaga ataatgaaaa gtgtgtaaag aagggtaaaa aaaaccgaat 60
gcgaggcatce cggttgaaat aggggtaaac agacattcag aaatgaatga cggtaataaa 120
taaagttaat gatgatagcg ggagttattc tagttgcgag tgaaggtttt gttttgacat 180
tcagtgctgt caaatactta agaataagtt attgatttta accttgaatt attattgctt 240
gatgttaggt gcttatttcg ccattccgca ataatcttaa aaagttccct tgcatttaca 300
ttttgaaaca tctatagcga taaatgaaac atcttaaaag ttttagtatc atattcgtgt 360
tggattattc tgcatttttg gggagaatgg acttgccgac tgattaatga gggttaatca 420
gtatgcagtyg gcataaaaaa gcaaataaag gcatataaca gatcgatctt aaacatccac 480
aggaggatgg gatccaaaat aaggaggaaa aaaaaatgac tagtattttt gcagaacaaa 540
ctgtagaggt agttaaaagc gcgatcgaaa ccgcagatgg ggcattagat ctttataaca 600
aatacctcga ccaggtcatc ccctggaaga cctttgatga aaccataaaa gagttaagcce 660
gttttaaaca ggagtactcg caggaagctt ctgttttagt tggtgatatt aaagttttgce 720
ttatggacag ccaggacaag tattttgaag cgacacaaac tgtttatgaa tggtgtggtg 780
tcgtgacgca attactctca gcgtatattt tactatttga tgaatataat gagaaaaaag 840
catcagccca gaaagacatt ctcattagga tattagatga tggtgtcaag aaactgaatg 900
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aagcgcaaaa
tggcattaga
aggtggatag
cgtttggatt
cagaattgaa
tgaaacaagc
caattgggga
taatgcttte
aacaacgtca
gggccagcaa
ccgeccecct
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaaccecg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
ggccatccgt
ctgcccgecea
tcctactcag
actgagcctt
acactaccat
accgcgctac
atctgtatca
atcgctgaat

acattcagtt

atctctectg
tagccagtta
aattcgtaag
aattatttcc
taacaggcta
gaataaagat
gataaaaacg
tttattaaaa
tggtaagaag
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccceeegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatecg
attacgcgca
gctcagtaga
caggatggcc
cccteceggge
gagagcgttc
tcgttttatt
cggcgctacg
tgccgecagg
ggctgaaaat
attccttttg

cgctgcgete

acaagttcac
actaatgatt
gaagcttatg
tattctattg
aaaacagtgc
atcgatgcgg
gaaaccgaaa
ggagctgcaa
acgctttteg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcececce
acctgtcecge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
tctaaaacac
ttctgcttaa
cgttgectteg
accgacaaac
tgatgcctgg
gcgtttcact
caaattctgt
cttctctcat
tctecgacca

acggctetgg

aaagtttcaa
tttcggaaaa
ccggtgetge
ctgcgggegt
aaaatttctt
caaaattgaa
caaccagatt
agaaaatgat
aggttcctga
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttcteccect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
taggcccaag
tttgatgcct
caacgttcaa
aacagataaa
cagttcccta
tctgagttcg
tttatcagac
ccgccaaaac
tcaggcacct

cagtgaatgg
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caacgcttcc
aagtagttat
agccggcata
gattgaaggg
tactagctta
attagccact
ctacgttgat
taacacctgt
cgtcgectage
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaagceg
gttcgctecca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
agtttgtaga
ggcagtttat
atccgctcce
acgaaaggcc
ctctcgeatg
gcatggggtc
cgcttctgeg
agccaagctg
gagtcgctgt

gggtaaatgg

ggaaaactgc
ttccagtcac
gtcgeeggtce
aaattgattc
tcagctacag
gaaatagcag
tatgatgatt
aatgaatacc
tgataaccta
tccatagget
gaaacccgac
cteectgttece
tggcgettte
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
aacgcaaaaa
ggcgggegtce
ggcggatttg
cagtcttteg
gggagacccc
aggtgggacc
ttctgattta
gatctggcaa
ctttttegtg

cactacaggc

960

-1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700




gccttttatg
tctcagggcg
agttcctgcece
agactggcta
tcaaccggat
tcgtgatggce
aagaactcgt
taaagcacga
gccaacgcta
gaaaagcggc
agatcctcgce
ccctgatget
gctcgcetega
tgcagccgec
gacaggagat
acaacgtcga
gcetegtect
cgccccetgeg
cagtcatagc
tgttcaatca
catcagatcc
ccagagggcg
ggggctaccg
agtcctgaaa
atgaaagccg
gtcagataag
cttcgtggta
atgtggacta
tatcttcttt

ctcaagcgcec

gattcatgca
ttttatggcg
ctctgatttt
atgcacccag
ctaaaacact
aggttgggcg
caagaaggcyg
ggaagcggtce
tgtcctgata
cattttccac
cgtcgggeat
cttcgteccag
tgcgatgttt
gcattgcatce
cctgccecegg
gcacagctgce
gcagttcatt
ctgacagccg
cgaatagcct
tgcgaaacga
ttggcggcaa
ccccagetgg
gcgaaccagce
aggcgggcect
ccacctccct
tgaatatcaa
gtttcatggc
gacataggga
ctgccacaca

gggcacatca

aggaaactac
ggtctgctat
ccagtctgac
taaggcagcg
agcccaacct
tcgettggte
atagaaggcg
agcccatteg
gcggtecgece
catgatattc
gcgcgecttg
atcatcctga
cgcttggtgg
agccatgatg
cacttcgecece
gcaaggaacg
cagggcaccyg
gaacacggcg
ctccacccaa
tcectecatect
gaaagccatc
caattccggt
agccecttta
gcgceccgcect
gtgtccgtet
cagtgtgaga
cttcttcectec
tgcctegtgg
acacggcaac

tagcccatat

ccataataca
gtggtgctat
cacttcggat
gtatcatcaa
ttcatagaag
ggtcatttcg
atgcgctgcg
ccgccaaget
acacccagcc
ggcaagcadgg
agcctggcga
tcgacaagac
tcgaatgggce
gatactttct
aatagcagcc
ccecgtegtgg
gacaggtcgg
gcatcagagc
gcggccggayg
gtctcttgat
cagtttactt
tcgectgcectag
taaaggcgct
ccaggttgcet
ctgtaacgaa
cacacgatca
ttgcgcaaag
tggttaatga
aaaccacctt

acctgcacgc

3721

oee
agaaaagccc
ctgacttttt
tatcccgtga
caggcttacc
gcggecggtgg
aaccccagag
aatcgggagc
cttcagcaat
ggccacagtc
catcgccatg
acagttcggc
cggcttceccat
aggtagccgg
cggcaggagc
agtcccttcecce
ccagccacga
tcttgacaaa
agccgattgt
aacctgegtg
cagatcttga
tgcagggcett
acaacatcag
tcagtagtca
acttaccgga
tctcgcacag
acacacacca
cgcggtaaga
aaattaactt
cacgtcatga

tgaccacact

gtcacgggct
gctgttcage
caggtcattc
cgtcttactg
aatcgaaatc
tcecegetceag
ggcgataccg
atcacgggta
gatgaatcca
ggtcacgacg
tggcgcgage
ccgagtacgt
atcaagcgta
aaggtgagat
cgcttcagtg
tagccgcegcet
aagaaccggg
ctgttgtgce
caatccatct
tcceetgege
cccaacctta
caaggagaaa
gaccagcatc
ttcgtaagce
cgattttegt
gacaagggaa
ggctatcctg
actacggggc
ggcagaaagc

cactttccct

2760

- 2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



gaaaataatc
gctgectecce
acccataccc
aatggggtaa
aaaaaaacac
atcaaactac
ttcaaacgcg
ggcgaacagt
tggcaataca
ccggtaagcg
aaccaaccca
ttaaatggcg
gcaggttatg
gggggcacca
tacggagact
cttgcgagaa
aataactatc
atgaatgaag
ggttatactc
aaacacacac
gttaacggta
aactaaatcc
cgcaagggga
gacaagatcc
cagatatcgt
caatagtcac
atgcgatgaa
ctggataaag
gaaataatcg

gctctgtcat

cgctcattca
ggagtttgtc
aacccaataa
acttgacaaa
cataaggagt
agtggcagga
agtgggcagt
attcatttga
gcgacgttaa
aagtggatat
atacggaaaa
gggatacatt
aagttctaca
cattagatat
catctcttgg
caaaaggaag
tgaagcaacg
cacttcgtaa
atgttatggt
agattcgtga
tgtatctcat
agatgtaaat
acgaagccgc
ccggaccecet
gaatatattg
tcaatcctct
gctaataaat
ggaactcaat
tttgcactgt

tttctgaaac

gaccgttcac
tcgagcactt
aacaccaaaa
caaacccact
tttataaatg
aagcgacgga
ctcttttggt
tccaatcagc
tgtegttgcea
tgtttgcaca
tattgagcgt
cacaataaaa
agaactggat
ttctcaggta
tgtctctctg
tagctatctt
aattaatgat
acttgagcaé
tataggcggt
tgaacgtttt
aggtaattaa
caaacagata
cttaaccggg
ttccttttat
agatcgctat
tcacaacaag
taattcaatt
caagttattt
ctctgttatt

tcttcatgcet

gggaaatccg
ttgttacccg
caagacaaat
taaaacccaa
ttggtattca
acaattaaac
gataaaaagg
ccggatgctg
gtgcatcacg
cttcctetga
aagaaagcaa
gatgtaaaag
gagttagatt
atggggaaat
gttacatctg
gctgacgata
gagaacaaaa
cgtgtattaa
ggcgcagaat
ttcaaaacca
tgatggacaa
aaattgtttg
ccgcactgac
gtgagctgct
ttccaaaaga
agcaaaaaag
attattgagt
tcttaccagt
caggcaattt

g
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tgtgattgtt
ccaaacaaaa
aatcattgat
aacataccca
ttgatgacgg
agcacattag
tctttaacta
tagtcacaac
ccttactgac
cagagtatta
acttccggaa
tcatgcctga
ctttattaat
tatcggggat
cagtaaaaga
taatcattca
tatcaatagt
atacgctcaa
taatatgcga
ataactctca
gcgcagaacc
tgatacactg
ggcaggtctg
gacgaaagaa
gatggccgat
tgatgaagag
tcecetttate
cattacataa

caataaaggc

gccgcatcac
cccaaaaaca
tgatggttga
aacacacacc
ttcaacaaac
cccgaacagce
cacactgaac
caatatcgca
cagtggtctg
cgacagaaat
aaaaattaca
atctataccg
tatagatctc
cagtaaaata
tgcectttet
cagaaaagat
caccgaagca
tgaattttct
tgcagtaaaa
atatgattta
attgccttca
gacagtatcc
gccttataca
accacatttt
tttaattctt
accaaaaaaa
cactatcagg
tcgttattat

acttgctcac

-4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6271




<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

2
305
PRT

Salmonella typhi

2

Met Thr Ser

1

Ile

Gln

Arg

Ile

65

Gln

Lys

Glu

Ser

145

Glu

Ala

Ile

Glu

Val

Phe

50

Lys

Thr

Ile

Asp

Ala

130

Gly

Lys

Tyr

Ile

Thr

Ile

35

Lys

Val

Val

Leu

Ile

115

Gln

Lys

Ser

Ala

Ser
195

Ile

Ala

20

Pro

Gln

Leu

Tyr

Leu

100

Leu

Lys

Leu

Ser

Gly

180

Tyr

Phe

Asp

Trp

Glu

Leu

Glu

85

Phe

Ile

Ser

Leu

Tyr
165

Ala

Ser

Ala

Gly

Lys

Tyr

Met

70

Trp

Asp

Arg

Leu

Ala

150

Phe

Ala

Ile

Glu

Ala

Thr

Ser

55

Asp

Cys

Glu

Ile

Leu

135

Leu

Gln

Ala

Ala

Gln

Leu

Phe

40

Gln

Ser

Gly

Tyr

Leu

120

Thr

Asp

Ser

Gly

Ala
200

Thr

Asp

25

Asp

Glu

Gln

Val

Asn

105

Asp

Ser

Ser

Gln

Ile

185

Gly

Val

10

Leu

Glu

Ala

Asp

val

90

Glu

Asp

Ser

Gln

Val

170

val

Val

Glu

Tyr

Thr

Ser

Lys

75

Thr

Lys

Gly

Gln

Leu

155

Asp

Ala

Ile
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vVal

Asn

Ile

val
60

Tyr

Gln

Lys

val

Ser

140

Thr

Arg

Gly

Glu

Val

Lys

Lys

45

Leu

Phe

Leu

Ala

Lys

125

Phe

Asn

Ile

Pro

Gly
205

Lys

Tyr

30

Glu

val

Glu

Leu

Ser

110

Lys

Asn

Asp

Arg

Phe

190

Lys

Ser
15

Leu
Leu
Gly
Ala
Ser
95

Ala
Leu
Asn
Phe
Lys
175

Gly

Leu

Ala

Asp

Ser

Asp

Thr

80

Ala

Gln

Asn

Ala

Ser

160

Glu

Leu

Ile




Pro

Leu

225

Leu

Thr

Leu

Gln

Ser
305

Glu

210

Ser

Lys

Glu

Leu

Gln
290

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggatccaaaa taaggaggaa aaaaaaatga ctagtatttt tgcagaacaa actgtagagg

Leu Asn Asn

Ala Thr val

Leu Ala Thr
245

Thr Thr Arg
260

Lys Gly Ala
275

Arg His Gly

3
102
DNA

Arg Leu Lys

Lys

230

Glu

Phe

Ala

Lys

Uméla sekvence -

Klonovaci primer

3

215

Gln

Ile

Tyr

Lys

Lys
295

Ala

Ala

val

Lys

280

Thr

Thr

Asn

Ala

Asp

265

Met

Leu

vVal Gln

Lys Asp
235

Ile Gly
250

Tyr Asp

Ile Asn

Phe Glu

Asn

220

Ile

Glu

Asp

Thr

Val
300

tagttaaaag cgcgatcgaa accgcagatg gggcattaga tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cctaggttat cagctagcga cgtcaggaac ctcgaaaagce gtcttcttac catgacgttg

4
101
DNA

Uméla sekvence .

Klonovaci primer:

4

ttggtattca ttacaggtgt taatcatttt ctttgcagct c

<210>
<211>
<212>
<213>

5

97

DNA

Uméla sekvence

6/21

Phe Phe Thr Ser

Asp

Ile

Leu

Cys

285

Pro

Ala Ala

Lys Thr
255

Met Leu
270

Asn Glu

Asp Val

Lys

240

Glu

Ser

Tyr

Ala

60

102

60

101




<220>
<223> Klonovaci primer
<400> 5

cacggtaaga agacgctttt cgaggttcct gacgtcgcta gctgataacc taggtcatgt

tagacagctt atcatcgata agctttaatg cggtagt

<210> 6

<211> 69

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223>  Kilonovaci primer
<400> 6

agatctacta gtgtcgacgc tagctatcag gtcgaggtgg cccggctcecca tgcaccgega

cgcaacgcg

<210> 7

<211> 60

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223>  Kionovaci primer
<400> 7

actagtcacc cagaaacgct ggtgaaagta aaagatgctg aagatcagtt gggtgcacga

<210> 8

<211> 101

<212> DNA

<213> Umel4 sekvence ¢
<220>

<223>  glonovaci primer’
<400> 8

cattaaaggt tatcgatgat aagctgtcaa acatgagcta gcctaggtca ttaccaatgce

ttaatcagtg aggcacctat ctcagcgatc tgtctatttc g

<210> 9

<211> 101

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223>  Klonovaci primer:
<400> 9

cgaaatagac agatcgctga gataggtgcce tcactgatta agcattggta atgacctagg
7/21

60

97

60

69

60

60

101

60



A J
sese e

ctagctcatg tttgacagct tatcatcgat aacctttaat g

<210> 10
<211> 71
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223>  Klonovaci primer

<400> 10
gcgcactagt aaagaaacga accaaaagcc atataaggaa acatacggca tttcccatat

tacacgccat g

<210> 11
<211> 103
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>
<223> Klonovaci primer -

<400> 11
taaactaccg cattaaagct tatcgatgat aagctgtcaa acatgacccg ggtcactatt

tgttaactgt taattgtcct tgttcaagga tgctgtcttt gac

<210> 12
<211> 46
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Ylonovaci primer =

<400> 12
tcatgtttga cagcttatca tcgataagct ttaatgcggt agttta

<210> 13
<211> 80
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Xlonovaci primer °

<400> 13
gcgcagatct taatcatcca caggaggegce tagcatgagt aaaggagaag aacttttcac

tggagttgtc ccaattcttg
<210> 14

<211> 110
8/21

60

71

60

103

46

60

80



L] * L] .0 * L] .
® L] L] [ X X J * . .
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L] . LN ) L] .0 L]
(XL X ] L] 20 ae se L X ]
<212> DNA
<213> Umaéla sekvence
<220>
<223>  Klonovaci primer
<400> 14
gtgataaact accgcattaa agcttatcga tgataagctg tcaaacatga gcgctctaga 60
actagttcat tatttgtaga gctcatccat gccatgtgta atcccagcag 110
<210> 15
<211> 94
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223>  Klonovaci primer
<400> 15
gcgcactagt aaaaaccttg attgttgggt cgacaacgaa gaagacatcg atgttatcct 60
gaaaaagtct accattctga acttggacat caac 94
<210> 16
<211> 97
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223>  Klonovaci primer
<400> 16
aactaccgca ttaaagctta tcgatgataa gctgtcaaac atgagctage ctaggtcatt 60
agtcgttggt ccaaccttca tcggtcggaa cgaagta 97
<210> 17
<211> 30
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223>  Klonovaci primer
<400> 17
30

cgatgcggca aaattgaaat tagccactga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

18

8908

DNA

Uméla sekvence

vektor pSEC84sacB °

9/21



<400> 18
gaattctgtg

gcgaggcatce
taaagttaat
tcagtgctgt
gatgttaggt
ttttgaaaca
tggattattc
gtatgcagtg
aggaggatgg
‘ctgtagaggt
aatacctcga
gttttaaaca
ttatggacag
tcgtgacgceca
catcagccca
aagcgcaaaa
tggcattaga
aggtggatag
cgtttggatt
cagaattgaa
tgaaacaagc
caattgggga
taatgctttc
aacaacgtca
accaaaagcc
aaatccctga
ttaaaaatat
ctgacggcac
ctaaaaatgc

ttgacagctg

gtagcacaga
cggttgaaat
gatgatagcg
caaatactta
gcttatttcg
tctatagcga
tgcatttttg
gcataaaaaa
gatccaaaat
agttaaaagc
ccaggtcatc
ggagtactcg
ccaggacaag
attactctca
gaaagacatt
atctctccetg
tagccagtta
aattcgtaag
aattatttcc
taacaggcta
éaataaagat
gataaaaacg
tttattaaaa
tggtaagaag
atataaggaa
acagcaaaaa
ctcttctgea
tgtcgcaaac
ggatgacaca

gaaaaacgct

ataatgaaaa
aggggtaaac
ggagttattc
agaataagtt
ccattccgea
taaatgaaac
gggagaatgg
gcaaataaag
aaggaggaaa
gcgatcgaaa
ccctggaaga
caggaagctt
tattttgaag
gcgtatattt
ctcattagga
acaagttcac
actaatgatt
gaagcttatg
tattctattg
aaaacagtgce
atcgatgcgg
gaaaccgaaa
ggagctgcaa
acgctttteg
acatacggca
aatgaaaaat
aaaggcctgg
tatcacggcect
tcgatttaca

ggcecgegtet

gtgtgtaaag
agacattcag
tagttgcgag
attgatttta
ataatcttaa
atcttaaaag
acttgccgac
gcatataaca
aaaaaatgac
ccgcagatgg
cctttgatga
ctgttttagt
cgacacaaac
tactatttga
tattagatga
aaagtttcaa
tttcggaaaa
ccggtgctge
ctgecgggegt
aaaatttctt
caaaattgaa
caaccagatt
agaaaatgat
aggttcctga
tttcccatat
atcaagttcc
acgtttggga
accacatcgt
tgttctatca

ttaaagacag
10/21

aagggtaaaa
aaatgaatga
tgaaggtttt
accttgaatt
aaagttccct
ttttagtatc
tgattaatga
gatcgatctt
tagtattttt
ggcattagat
aaccataaaa
tggtgatatt
tgtttatgaa
tgaatataat
tggtgtcaag
caacgcttcc
aagtagttat
agccggcata
gattgaaggg
tactagctta
attagccact
ctacgttgat
taacacctgt
cgtcgectagt
tacacgccat
tgaattcgat
cagctggeca
ctttgcatta
aaaagtcggc

cgacaaattc

aaaaccgaat
cggtaataaa
gttttgacat
attattgcett
tgcatttaca
atattcgtgt
gggttaatca
aaacatccac
gcagaacaaa
ctttataaca
gagttaagcc
aaagttttgce
tggtgtggtyg
gagaaaaaag
aaactgaatg
ggaaaactgc
ttccagtcac
gtcgeceggte
aaattgattc
tcagctacag
gaaatagcag
tatgatgatt
aatgaatacc
aaagaaacga
gatatgctge
tcgtecacaa
ttacaaaacg
gccggagatce
gaaacttcta

gatgcaaatg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800




attctatcct
gaaaaatccg
caactgcaca
attataaatc
atgaaggcaa
ataaaggcca
gcgaagaatc
aaagtcaaaa
tcggtatgat
catctaacac
ggtacctgtt
atatttacat
aaactggcct
acttcgetgt
gaggattcta
gcaagaaaac
aatagtgacc
tcacagttaa
gtcatccteg
ccgggectcet
ctagcgctat
cgctttggece
atcatggcga
accggegeca
cgggctegec
gtggccgggg
ctcaacggcce
cgtecgaccga
atgactatcg

ccggcagcgce

aaaagaccaa
tttattctac
agttaacgta
aatctttgac
ctacagctca
caaatactta
tttatttaac
acttctgcaa
tgagctaaac
agtaacagat
cactgactcc
gcttggttat
tgtgttaaaa
acctcaagcg
cgcagacaaa
atctgttgtc
cgggtcatgt
attgctaacg
gcaccgtcac
tgcgggatat
étgcgttgat
gccgeccagt
ccacacccgt
caggtgeggt
acttcggget
gactgttggg
tcaacctact
tgcccttgag
tcgccgecact

tctgggtcat

acacaagaat
actgatttct
tcagcatcag
ggtgacggaa
ggcgacaacc
gtatttgaag
aaagcatact
agcgataaaa
gatgattaca
gaaattgaac
cgcggatcaa
gtttctaatt
atggatcttg
aaaggaaaca
caatcaacgt
aaagacagca
ttgacagctt
cagtcaggca
cctggatget
cgtccattce
gcaatttcta
cctgcteget
cctgtggatc
tgctggegece
catgagcgcet
cgccatctcc
actgggctgce
agccttcaac
tatgactgtc

tttcggcgag

ggtcaggttc
ccggtaaaca
acagctcettt
aaacgtatca
atacgctgag
caaacactgg
atggcaaaag
aacgcacggc
cactgaaaaa
gcgcgaacgt
aaatgacgat
ctttaactgg
atcctaacga
atgtcgtgat
ttgcgccaag
tccttgaaca
atcatcgata
ccgtgtatga
gtaggcatag
gacagcatcg
tgcgcaccecg
tcgetacttg
ctctacgccg
tatatcgccg
tgtttcggceg
ttgcatgcac
ttcctaatgce
ccagtcagct
ttctttatca

gaccgcettte
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agccacattt
ttacggcaaa
gaacatcaac
aaatgtacag
agatcctcac
aactgaagat
cacatcattc
tgagttagca
agtgatgaaa
ctttaaaatg
tgacggcatt
cccatacaag
tgtaaccttt
tacaagctat
cttcctgetg
aggacaatta
agctttaatg
aatctaacaa
gcttggttat
ccagtcacta
ttctcggagce
gagccactat
gacgcatcgt
acatcaccga
tgggtatggt
cattccttge
aggagtcgca
ccttecggtyg
tgcaactcgt

gctggagcgce

acatctgacg
caaacactga
ggtgtagagg
cagttcatcg
tacgtagaag
ggctaccaag
ttcecgtcaag
aacggegcectce
ccgctgattg
aacggcaaat
acgtctaacg
ccgctgaaca
acttactcac
atgacaaaca
aacatcaaag
acagttaaca
cggtagttta
tgcgctceatce
gccggtactg
tggcgtgcetg
actgtecgac
cgactacgcg
ggccggcatc
tggggaagat
ggcaggcccc
ggcggcggtyg
taagggagag
ggcgcggggc
aggacaggtg

gacgatgatc

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600




ggcctgtege
ccecgecacca
ctgggctacg
cttctegett
gatgacgacc
atcactggac
ttggcatgga
gcatggagcc
ccagcaaaag
ccecccctgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacget
catccgtcag
ccegecaccc
tactcaggag
gagcctttcg
ctaccatcgg
gcgctactgce
tgtatcaggc
gctgaatatt
ttcagttcgce

ttttatggat

ttgcggtatt
aacgtttcgg
tcttgectgge
ccggeggeat
atcagggaca
cgctgategt
ttgtaggcgce
gggccacctc
gccaggaacce
gagcatcaca
taccaggegt
accggatacc
tgtaggtatc
ccegttecage
agacacgact
gtaggcggtyg
gtatttggta
tgatccggca
acgcgcagaa
cagtagatct
gatggcctte
tcecgggeegt
agcgttcacce
ttttatttga
cgctacggeg
cgccaggcaa
tgaaaatctt
ccttttgtet
tgcgectcacyg

tcatgcaagg

cégaatcttg
cgagaagcag
gttcgecgacg
cgggatgccc
gcttcaagga
cacggcgatt
cgccctatac
gacctgatag
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcececectgg
tgtcecgectt
tcagttcggt
ccgaccgetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaacactag
tgcttaattt
tgcttcegcaa
gacaaacaac
tgcctggecag
tttecacttct
attctgtttt
ctctcatccg
ccgaccatca
gctctggcag

aaactaccca

cacgcccteg
gccattatcg
cgaggctgga
gcgttgcagg
tcgctcgcgg
tatgccgect
cttgtctgecc
ctagcgtcga
cgcgttgctg
ctcaagtcag
aagctcccte
tctecectteg
gtaggtcgtt
cgccttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtagce
tcaagaagat
gcccaagagt
gatgcctggc
cgttcaaatc
agataaaacg
ttcectactce
gagttcggceca
atcagaccgce
ccaaaacagc
ggcacctgag
tgaatggggg

taatacaaga
12721

ctcaagcctt
ccggcatgge
tggccttece
ccatgctgtce
ctcttaccag
cggcgagcac
tcceegegtt
cactagctga
gcgtttttce
aggtggcgaa
gtgcgetcete
ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatcet
ttgtagaaac
agtttatggce
cgcteceegge
aaaggcccag
tcgecatgggg
tggggtcagg
ttctgegttce
caagctggat
tcgetgtett
taaatggcac

aaagcecgtce

cgtcactggt
ggccgacgeg
cattatgatt
caggcaggta
cctaacttcg
atggaacggg
gcgtecgeggt
taacctaggg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctea
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gcaaaaaggc
gggcgtectg
ggatttgtcc
tctttegact
agaccccaca
tgggaccacc
tgatttaatc
ctggcaaatc
tttcgtgaca
tacaggcgcc

acgggcttct

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340

5400



cagggcegttt
tcectgeccecte
ctggctaatg
accggatcta
tgatggcagg
aactcgtcaa
agcacgagga
aacgctatgt
aagcggccat
tcctcegecegt
tgatgctcct
cgetegatge
agccgccgca
aggagatcct
acgtcgagca
tcgtectgea
ccctgegetg
tcatagccga
tcaatcatgc
cagatccttg
gagggcgcecec
gctaccggeg
cctgaaaagg
aaagccgcca
agataagtga
cgtggtagtt
tggactagac
cttetttetg
aagcgccggg

aataatccge

tatggcgggt
tgattttcca
cacccagtaa
aaacactagc
ttgggcgteg
gaaggcgata
agcggtcage
cctgatageg
tttccaccat
cgggcatgcg
cgtccagatc
gatgtttcgc
ttgcatcagce
gccceggeac
cagctgcgcea
gttcattcag
acagccggaa
atagcctcetce
gaaacgatcc
gcggcaagaa
éagctggcaa
aaccagcagc
cgggectgeg
cctcectgtyg
atatcaacag
tcatggcectt
atagggatgc
ccacacaaca
cacatcatag

tcattcagac

ctgctatgtg
gtctgaccac
ggcagcggta
ccaacctttc
cttggtcggt
gaaggcgatg
ccattcgecg
gtccgccaca
gatattcggce
cgecttgage
atcctgatceg
ttggtggtcg
catgatggat
ttcgceccaat
aggaacgccce
ggcaccggac
cacggcggca
cacccaagceyg
tcatcctgtce
agccatccag
ttccggtteg
ccctttataa
cccgeceteca
tcegtetetg
tgtgagacac
cttctecttg
ctcgtggtgg
cggcaacaaa
cccatatacc

cgttcacggg

gtgctatctg
ttcggattat
tcatcaacag
atagaaggcg
catttcgaac
cgctgcgaat
ccaagctctt
cccagecggce
aagcaggcat
ctggcgaaca
acaagaccgg
aatgggcagg
actttctegg
agcagccagt
gtcgtggeca
aggtcggtct
tcagagcagc
gccggagaac
tcttgatcag
tttactttgce
ctgctagaca
aggcgcttceca
ggttgctact
taacgaatct
acgatcaaca
cgcaaagcgc
ttaatgaaaa
ccaccttcac
tgcacgctga

aaatccgtgt
13721

actttttgct
cccgtgacag
gcttacccgt
gcggtggaat
cccagagtcce
cgggagcgge
cagcaatatc
cacagtcgat
cgccatgggt
gttcggctgyg
cttccatccg
tagccggatc
caggagcaag
ccettececegt
gccacgatag
tgacaaaaag
cgattgtctg
ctgcgtgcaa
atcttgatcc
agggcttceccc
acatcagcaa
gtagtcagac
taccggattc
cgcacagcga
cacaccagac
ggtaagaggc
ttaacttact
gtcatgaggce
ccacactcac

gattgttgce

gttcagcagt
gtcattcaga
cttactgtca
cgaaatctcg
cgctcagaag
gataccgtaa
acgggtagcec
gaatccagaa
cacgacgaga
cgcgagcccc
agtacgtgcet
aagcgtatgce
gtgagatgac
ttcagtgaca
ccgegetgece
aaccgggcge
ttgtgcccag
tccatcttgt
cctgcgecat
aaccttacca
ggagaaaggg
cagcatcagt
gtaagccatg
ttttcecgtgte
aagggaactt
tatcctgatg
acggggctat
agaaagcctc
tttcecctgaa

gcatcacgct

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200



gcectceegga
catacccaac
ggggtaaact
aaaacaccat
aaactacagt
aaacgcgagt
gaacagtatt
caatacagcg
gtaagcgaag
caacccaata
aatggcgggg
ggttatgaag
ggcaccacat
ggagactcat
gcgagaacaa
aactatctga
aatgaagcac
tatactcatg
cacacacaga
aacggtatgt
taaatccaga
aaggggaacg
aagatccceccg
atatcgtgaa
tagtcactca
cgatgaagct
gataaaggga
ataatcgttt

ctgtcatttt

gtttgtcteg
ccaataaaac
tgacaaacaa
aaggagtttt
dggcaggaaag
gggcagtctc
catttgatce
acgttaatgt
tggatattgt
cggaaaatat
atacattcac
ttctacaaga
tagatatttc
ctcttggtgt
aaggaagtag
agcaacgaat
ttcgtaaact
ttatggttat
ttcgtgatga
atctcatagg
Egtaaatcaa
aagccgectt
gacccctttc
tatattgaga
atcctcttca
aataaattaa
actcaatcaa
gcactgtctce

ctgaaactct

agcacttttg
accaaaacaa
acccacttaa
ataaatgttg
cgacggaaca
ttttggtgat
aatcagcccg
cgttgcagtg
ttgcacactt
tgagcgtagg
aataaaagat
actggatgag
tcaggtaatg
ctctctggtt
ctatcttgcet
taatgatgag
tgagcaacgt
aggcggtggce
acgttttttce
taattaatga
acagataaaa
aaccgggccg
cttttatgtg
tcgcectattte
caacaagagc
ttcaattatt
gttattttct
tgttattcag

tcatgcetg

ttacccgcecea
gacaaataat
aacccaaaac
gtattcattg
attaaacagc
aaaaaggtct
gatgctgtag
catcacgcct
cctctgacag
aaagcaaact
gtaaaagtca
ttagattctt
gggaaattat
acatctgcag
gacgatataa
aacaaaatat
gtattaaata
gcagaattaa
aaaaccaata
tggacaagcyg
ttgtttgtga
cactgacggc
agctgctgac
caaaagagat
aaaaaagtga
attgagttcc
taccagtcat

gcaatttcaa
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aacaaaaccc
cattgattga
atacccaaac
atgacggtte
acattagccc
ttaactacac
tcacaaccaa
tactgaccag
agtattacga
tccggaaaaa
tgcctgaatce
tattaattat
cggggatcag
taaaagatgc
tcattcacag
caatagtcac
cgctcaatgg
tatgcgatge
actctcaata
cagaaccatt
tacactggac
aggtctggcec
gaaagaaacc
ggccgatttt
tgaagagacc
ctttatccac
tacataatcg

taaaggcact

aaaaacaacc
tggttgaaat
acacaccaaa
aacaaacatc
gaacagcttc
actgaacggc
tatcgcatgg
tggtctgeceg
cagaaataac
aattacatta
tataccggca
agatctcggg
taaaatatac
cctttectett
aaaagataat
cgaagcaatg
attttctggt
agtaaaaaaa
tgatttagtt
gccttcaaac
agtatcccgce
ttatacagac
acattttcag
aattcttcaa
aaaaaaaatg
tatcaggctg
ttattatgaa

tgctcacget

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8908



<210> 19
<211> 2253
<212> DNA
<213>

<220>

<223>

<220>

<221> CDS
<222> (1)..
<400> 19

atg act agt
Met Thr Ser

1

ate
Ile

cag
Gln

cgt
Arg

att
Ile
65

caa
Gln

tat
TYyr

aaa
Lys

gaa
Glu

tcc
Ser
145

gaa

Glu

gct
Ala

gaa
Glu

gtc
val

ttt
Phe
50

aaa
Lys

act
Thr

att
Ile

gac
Asp

gcg
Ala
130

gga
Gly

aaa
Lys

tat
Tyr

acc
Thr

atc
Ile
35

aaa
Lys

gtt
val

gtt
val

tta
Leu

att
Ile
115

caa
Gln

aaa
Lys

agt
Ser

gce
Ala

Uméla sekvence

(2253)

att
Ile

gca
Ala
20

cce
Pro

cag
Gln

ttg
Leu

tat
Tyxr

cta
Leu

100

cte
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

agt
Ser

ggt
Gly

ttt
Phe

gat
Asp

tgg
Trp

gag
Glu

ctt
Leu

gaa
Glu
85

ttt
Phe

att
Ile

tct
Ser

ctg
Leu

tat
Tyr
165

gct
Ala

gca
Ala

ggg
Gly

aag
Lys

tac

Tyr

atg
Met
70

tgg
Trp

gat
Asp

agg
Arg

cte
Leu

gca
Ala
150

ttc
Phe

gca
Ala

fuzni gen ClyA::SacB

gaa
Glu

gca
Ala

acc
Thr

tcg
Ser
55

gac
Asp

tgt
Cys

gaa
Glu

ata
Ile

ctg
Leu
135

tta

Leu

cag
Gln

gce
Ala

caa
Gln

tta
Leu

ttt
Phe
40

cag
Gln

agc
Ser

ggt
Gly

tat
Tyxr

tta
Leu
120

aca
Thr

gat
Asp

tca
Ser

ggc
Gly

act
Thr

gat
Asp
25

gat
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

gtc
val

aat
Asn
105

gat
Asp

agt
Ser

agc
Ser

cag
Gln

ata
Ile

gta
val
10

ctt
Leu

gaa
Glu

gct
Ala

gac
Asp

gtg
val
90

gag
Glu

gat
Asp

tca
Ser

cag
Gln

gtg
val
170

gtc
val

gag
Glu

tat
Tyr

acc
Thr

tct
Ser

aag
Lys
75

acg
Thr

aaa
Lys

ggt
Gly

caa
Gln

tta
Leu
155

gat
Asp

gcce
Ala

15721

gta gtt aaa

Val

aac
Asn

ata
Ile

gtt
Val
60

tat
Tyr

caa
Gln

aaa
Lys

gtc
val

agt
Ser
140

act
Thr

aga
Arg

ggt
Gly

Val

aaa
Lys

aaa
Lys
45

tta
Leu

ttt
Phe

tta
Leu

gca
Ala

aag
Lys
125

ttc
Phe

aat
Asn

att
Ile

ccg
Pro

Lys

tac

Tyr
30

gag
Glu

gtt
Vval

gaa
Glu

ctc
Leu

tca
Ser
110

aaa

Lys

aac
Asn

gat
Asp

cgt
Arg

Lttt
Phe

agc
Ser
15

ctc
Leu

tta
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

tca
Ser
95

gcc
Ala

ctg
Leu

aac
Asn

ttt
Phe

aag
Lys
175

gga
Gly

gcg
Ala

gac
Asp

agc
Ser

gat
Asp

aca
Thr
80

gcg
Ala

cag
Gln

aat
Asn

gct
Ala

tcg
Ser
160

gaa

Glu

tta
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



att
Ile

cca
Pro

tta
Leu
225

ttg
Leu

acc
Thr

tta
Leu

caa
Gln

agt
Ser
305

cat
His

gaa
Glu

tct
Ser

gct
Ala

tta
‘Leu
385

tat
Tyr

cgce
Arg

att
Ile

gaa
Glu
210

tca
Ser

aaa
Lys

gaa
Glu

tta
Leu

caa
Gln
290

aaa
Lys

att
Ile

aaa
Lys

tct
Ser

gac
Asp
370

gce
Ala

caa
Gln

gtc
val

tcc
Ser
195

ttg
Leu

gct
Ala

tta
Leu

aca
Thr

aaa
Lys
275

cgt
Arg

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

gca
Ala
355

ggc
Gly

gga
Gly

aaa
Lys

ttt
Phe

180

tat
Tyr

aat
Asn

aca
Thr

gcc
Ala

acc
Thr
260

gga
Gly

cat
His

acg
Thr

cgce
Arg

caa
Gln

.340

aaa
Lys

act
Thx

gat
Asp

gtc
val

aaa
Lys

tct
Ser

aac
Asn

gtg
val

act
Thr
245

aga
Arg

gect
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

cat
His
325

gtt
val

ggc
Gly

gtc
val

cct
Pro

ggc
Gly
405

gac
Asp

att
Ile

agg
Arg

aaa
Lys
230

gaa
Glu

ttc
Phe

gca
Ala

aag
Lys

caa
Gln
310

gat
Asp

cct
Pro

ctg
Leu

gca
Ala

aaa
Lys
390

gaa
Glu

agc
Ser

gct
Ala

cta
Leu
215

caa
Gln

ata
Ile

tac

Tyr

aag
Lys

aag
Lys
295

aag
Lys

atg
Met

gaa
Glu

gac
Asp

aac
Asn
375

aat
Asn

act
Thr

gac
Asp

gcg
Ala
200

aaa
Lys

gcg
Ala

gca
Ala

gtt
Val

aaa
Lys
280

acg
Thx

cca
Pro

ctg
Leu

ttc
Phe

gtt
val
360

tat
Tyr

gcg
Ala

tct
Ser

aaa
Lys

185

ggc
Gly

aca
Thr

aat
Asn

gca
Ala

gat
Asp
265

atg
Met

ctt
Leu

tat

caa
Gln

gat
Asp
345

tgg
Trp

cac
His

gat
Asp

att
Ile

ttc
Phe

gtg
Val

gtg
Val

aaa
Lys

att
Ile
250

tat
Tyr

att
Ile

ttc
Phe

aag
Lys

atc
Ile
330

tcg
Ser

gac
Asp

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp
410

gat
Asp

att
Ile

caa
Gln

gat
Asp
235

gg99
Gly

gat
Asp

aac
Asn

gag
Glu

gaa
Glu
315

cct
Pro

tcc
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

aca
Thr
395

agc

Ser

gca
Ala
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gaa
Glu

aat
Asn
220

atc
Ile

gag
Glu

gat
Asp

acc
Thr

gtt
val
300

aca
Thr

gaa
Glu

aca
Thr

tgg
Trp

cac
His
380
teg

Ser

tgg
Trp

aat
Asn

ggg
Gly
205

ttc
Phe

gat
Asp

ata
Ile

tta
Leu

tgt
Cys
285

cct
Pro

tac
Tyr

cag
Gln

att
Ile

cca
Pro
365

atc

Ile

att
Ile

aaa
Lys

gat
Asp

aaa ttg att

Lys

ttt
Phe

gcg
Ala

aaa
Lys

atg
Met
270

aat
Asn

gac
Asp

ggc
Gly

caa
Gln

aaa
Lys
350

tta

Leu

gtc
val

tac
Tyr

aac
Asn

tct
Ser

Leu

act
Thr

gca
Ala

acg
Thr
255

ctt
Leu

gaa
Glu

gtc
val

att
Ile

aaa
Lys
335

aat
Asn

caa
Gln

ttt
Phe

atg
Met

gct
Ala
415

atc
Ile

Ile

agc
Ser

aaa
Lys
240

gaa
Glu

tct
Ser

tac

Tyr

gct
Ala

tcc
Ser
320

aat
Asn

atc
Ile

aac
Asn

gca
Ala

ttc
Phe
400

ggc
Gly

cta
Leu

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296



aaa
Lys

gga
Gly

aaa
Lys
465

tct
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gat
Asp

gat
Asp
545

aaa
Lys

gat
Asp

gag
Glu

gca
Ala

atg
Met
625

acg

Thr

tct
Ser

gac
Asp

aaa
Lys
450

caa
Gln

ttg
Leu

gga
Gly

agc
Ser

aaa
Lys
530

ggc
Gly

agc
Ser

aaa
Lys

cta
Leu

tct
Ser
610

aac
Asn

att
Ile

aat
Asn

caa
Gln
435

atc
Ile

aca
Thr

aac
Asn

aaa
Lys

tca
Ser
515

ggc
Gly

tac
Tyr

aca
Thr

aaa
Lys

aac
Asn
595

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

tct
Ser

420

aca
Thr

cgt
Arg

ctg
Leu

atc
Ile

acg
Thr
500

ggc
Gly

cac
His

caa
Gln

tca
Ser

cgc
Arg

.580

gat
Asp

aca
Thr

aaa
Lys

ggc
Gly

tta
Leu

caa
Gln

tta
Leu

aca
Thr

aac
Asn
485

tat
Tyr

gac
Asp

aaa
Lys

ggc
Gly

ttc
Phe
565

acg
Thr

gat
Asp

gta
val

tgg
Trp

att
Ile
645

act
Thr

gaa
Glu

ttc
Phe

act
Thr
470

ggt
Gly

caa
Gln

aac
Asn

tac
Tyr

gaa
Glu
550

ttc
Phe

gct
Ala

tac
Tyr

aca
Thr

tac

Tyr
630

acg

Thr

ggc
Gly

tgg
Trp

tac

Tyx
455

gca
Ala

gta
val

aat
Asn

cat
His

tta
Leu
535

gaa
Glu

cgt
Arg

gag
Glu

aca
Thxy

gat
Asp
615

ctg
Leu

tct
Ser

cca
Pro

tca
Ser
440

act
Thr

caa
Gln

gag
Glu

gta
Val

acg
Thr
520

gta
val

tct
Ser

caa
Gln

tta
Leu

ctg
Leu
600

gaa
Glu

ttc
Phe

aac
Asn

tac
TYyTr

425

ggt
Gly

gat
Asp

gtt
Val

gat
Asp

cag
Gln
505

ctg
Leu

ttt
Phe

tta
Leu

gaa
Glu

gca
Ala
585

aaa

Lys

att
Ile

act
Thr

gat
Asp

aag
Lys

tca
Ser

ttc
Phe

aac
Asn

tat
Tyr
490

cag
Gln

aga
Arg

gaa
Glu

ttt
Phe

agt
Ser
570

aac
Asn

aaa
Lys

gaa
Glu

gac
Asp

att
Ile
650

ccg
Pro

gce
Ala

tcc
Ser

gta
Val
475

aaa
Lys

ttc
Phe

gat
Asp

gca
Ala

aac
Asn
555

caa
Gln

ggc
Gly

gtg
Val

cgc
Arg

tcc
Ser
635

tac

Tyr

ctg
Leu
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aca
Thr

ggt
Gly
460

tca
Ser

tca
Ser

atc
Ile

cct
Pro

aac
Asn
540

aaa
Lys

aaa
Lys

gct
Ala

atg
Met

gcg
Ala
620

cgc

Arg

atg
Met

aac
Asn

ttt
Phe
445

aaa
Lys

gca
Ala

atc
Ile

gat
Asp

cac
His
525

act
Thr

gca
Ala

ctt
Leu

ctc
Leu

aaa
Lys
605

aac

Asn

gga
Gly

ctt
Leu

aaa
Lys

L 2] oo
[ ] *

[ ] *
*e0 0 *
430

aca tct
Thr Ser
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