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(Sai)' Zpusob konstrukce syntetické vedouci peptidové
sekvence :

(57) Kvasinkovy expresni clonovaci vektor zahrnujici sekvenci
5°-SP-X;-3’-RS-5"-Xm-(NZT)-p-Xq-PS- Zgen’-3’, kde
znamend SP DNA sekvenci kodujici signilni peptid, Xq
DNA sekvenci kodujici n aminokyselin, pfi¢emz n zname-
nd 0 nebo celé &islo 1 aZ pfiblizn€ 10 aminokyselin, RS
restrikéni endonukleasové rekognizaéni misto pro vélenéni
statistickjch DNA fragmentil, kteréZto misto je na spojeni
Xn a Xm, Xm DNA sekvenci kodujici m aminokyselin, pfi-
¢emZ m znamené 0 nebo celé Eislo 1 aZ pfiblizné 10 amino-
kyselin, (NZT)p DNA sekvenci kodujici Asn-Xaa-Thr,
pfi¢emz m znamena 0- nebo &islo 1, Xq DNA sekvenci ko-
dujici q aminokyselin, pfitemZ q znamen4a 0 nebo celé &islo
1 az pfiblizn€ 10 aminokyselin, PS DNA sekvenci kodujici
peptid definujici kvasinkové zpracovatelské misto a
gen sekvenci kodujici heterologicky polypeptid, je pouZi-
telny pro konstrukci syntetickych peptidovych sekvenci
vilefovanimstatistickych DNA fragment do " RS" mista,
kultivaci kvasni¢né buiiky transformované vektorem a vy-
tiidénim kultury pro sekreci heterologického polypeptidu.
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Zptusob konstrukce syntetickeé vedouci peptideve sekvence

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu konstrukce syntetickych vedoucich
peptidovych sekvenci pro sekreci heterologickych polypeptidf
v kvasinkach a kvasinkovych expresnich vektord pro pouZiti p#i

tomto zpasobu. )

Dosavadni stav techniky

Kvasinkové organismy prodﬁkuji Cetne Dbilkoviny, které se
syntetizuji intracelularng, ktere vdak maji funkci mimo bunku.
Takové extracelularni bilkoviny se oznafuji jakoZto sekretované
bilkoviny. Tyto sekretované bilkoviny se vylu&uji zpo&atku uvnity
buntky v prekursorové nebo v predbilkovinove formé& obsahujici pre-
sekvenci zajistujici G&inné +#izent vylu&ovaného produktu membra-
nou endcplasmického retikula (ER). Presekvence, zpravidla ozna&o-
vana jakoZto signalni peptid, se obecnd odSté&puje od %adaného
produktu v pribéhu translokace. Jakmile vstoupi na vyludovaci
cestu, pfenasi se bilkovina de jednotky Golgi. Z Goigi ma%s bil-
kovina ©pokradovat riznymi cestami, ktere vedou do &sekﬁ, jako
Jsou Dbuné&énad vakuola nebo bun2&nd membrana nebo mohou opustit
butku a vylu&ovat se do venkovniho prosttedi (S. R. Pfeffer a J.
E. Rothman, Ann. Rev. Biochem. 56 , str. 829 a% 852, 1987).

Byly navrZeny ruzné zplsoby exprese a vylu€ovani v kvasin-
kach biikevin heter

ch ickych ke kvasinkam. V evropské zve¥einéne
prihiadce wvynalezu %isio 88 €32 s= popisuje zpﬂsob, kterym docha-
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zi v pripad4 biikovin
zpracovani a vyiuéovani +transformaci kvasinkového crganismu ex-
pPresivnim pojivem kotvicim DNA kodujici %adanou biiksvinu a sig-
naini pep* id, k pripravé kultury +ransformovaneéhns organismu,

tury a k zigkani bilkovny z  kul*ivadniho prosui




Problémem p¥i pou?iti signalinich peptidi, heterciogicky ch ke
kvasinkam, mQZe byt skuteénost, %e heterologicky signalni peptid
nezajistuje W&innou translokaci a/nebo od$tépeni po signalnim
peptidu. |

S. cerevisiae MFual (q-féktor) se syntetizuje jako preprofor-
ma 165 aminokyselin obsahujici signalni nebo prepeptid s 19 ami-
nokyselinami nasledovany "vedoucim" nebo propeptidem se 64 amino-
kyselinami majicim t¥i N-vazana glykosyladni mista nasledovana
(LysArg(Asp/Glu, Ala):-sa-faktor)s (J. Kurjan a I. Herskowitz,
Cell 30, str. 933 aiz 943, 1982). Signalni vedouci podil
preproMFal se v $iroké mife pouZiva k dosaseni syntezy a sekrece
heterologické bilkoviny v S. cerevisiae.

Pou%iti signalnich/vedoucich peptidl homologickych ke kva-
sinkdm je o sobé& znamé nap¥iklad z amerického patentového spisu
sislo 4 546082, z evropské zvefejn&né pifihlasky vynalezu &islo
116201, 123294, 123544, 163529 a 123289 a z danského zvefejnéné
pfrihlasky vyndlezu &islo 3614/83.

Podle evropské pfihlasky vynédlezu &islo 123289 se poutivé S.
cerevisiae a-faktorového prekursoru, pfi&emZ podle svétoveho
patentového spisu WO 84/01153 se‘naznaéuje pouziti Saccharomyces
cerevisiae invertazového signalniho peptidu a podle zvetejnéné
danské prihlasky vynalezu &¢islo 3614/83 se pouZivd Saccharomyces
cerevisiae PHOS5 signalniho peptidu pro sekreci cizich bilkovin.

V americkém patentovém spise &islo 4 546082 a v evropskych
patentovych spisech ¢&islo 16201, 123294, 123544 a 163529 se
popisuje zplsob, podle které¢ho se a-faktorovy sighélni vedouci
prvek ("signal-leader") ze Saccharomyces cerevisiae (MFal nebo
MFa2) pou%iva v sekrefnim procesu vytlatenych heterologickych
bilkovin v kvasinkach. Popisuje se fuze DNA sekvence kodujict
Saccharomyces cerevisiae MFal signalni vedouci sekvenci na zakon-
geni 5° genu pro %2adanou sekreci bilkoviny a zpracovani Zadane
bilkoviny.

Evropsky patentovy spis ¢&islao 206783 popisuje system pro
sekreci polypeptidl ze Saccharomyces cerevisiae, pti&em? a—fakto-
rova vedouci sekvence je sefiznuta k eliminaci &tyr a-faktorovych

peptidd obsaZenych na nativni vedouci sekvenci, takZe se uvoliiuje




vedouci peptid sam anelovany na heterologicky polypeptid pro-

~stfednictvim «a~faktorového zpracovatelského mista LysArgGluAla-
GluAla. Uvadi se, Z2e tato konstrukce vede k u¢innému zplsobu p¥i-
pravy mensSich peptidd (obsahujicich méné& neZ 50 aminokyselin).
Pro sekreci a zpracovani vé&t%ich polypeptidd se nativni a—-fakto-
rova vedouci sekvence se¥izne k uvolnéni jednoho nebo dvou,a-fak-
torovych peptidd mezi vedoucim peptidem a polypeptidem.

Podet sekretovanych bilkovin se smé¥uje tak, aby byly vysta-
veny proteolytickému zpracovatelskému systému, ktery mlZe od&té-
pit peptidovou vazbu na karboxylovém zakonfeni dvou nasledujicich
bazickych aminokyselin. Tato enzymaticka aktivita je v Saccharo-
myces cerevisiae zakodovana KEX 2 genem (D. A. Julius a kol.,
Cell 37, str. 1075, 1984b). Zpracovéani produktu XEX 2 genovym

" produktem je nutné pro sekreci aktivniho Saccharomyces cerevisiae
faktoru al (MFal nebo a—-faktor) neni vs$ak zahrnut v sekreci aktiv-
niho S.cerevisiae faktoru a.

Sekrece a spréavné zpracovani polypetidu, ktery ma byt vy-
sledkem sekrece, se v né&kterych p¥ipadech dosahuje, jestliZe se
kultivuji kvasinkové organismy, které jsou transformovany vekto-—
rem, konstruovanym jak shora uvedeno. V mnoha p¥ipadech v$ak hia-
dina sekrece Jje velmi nizka nebo k sekreci wvibec nedochdzi nebo
proteolytické zpracovani mdZe byt nespravné nebo nekompletni. Za-
mérem vynalezu je proto vytvotit vedouci peptidy, které zajistuji
u¢innéjsi expresi a/nebo zpracovani heterologovych polypeptidf.

[y

Podstata vynalezu

Podstata zpUsobu konstrukce syntetické vedouci peptidove
sekvence pro sekreci heterologovych poiypeptidd v kvasinkach po-
dle vynalezu spoé&éivad v tom, Ze se
a) wvnasl statisticky DNA fragment do kvasinkového expresniho

vektoru zahrnujiciho sekvenci

5'-SP-X,-3 -RS-5'-X,;~(NZT) ,-X;-PS—-*gen*-3"
kde znamena
SP DNA sekvenci kodujici signalni peptid

Xn DNA sekvenci kodujici n aminokyselin, p¥idemz n zna-
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mend O nebo celé &islo a? pribliznd 10 aminokysslin,
RS restrikéni endonuklesové rekcgnizadni miste pro v&le-
néni statistickych DNA fragmentd, kteréZito misto je

na spojeni X, a Xa,

. g™ . DNA sekvenci kodujici m aminokyseiin, p¥idem%? m zna-

mend O nebo celéd &islo 1 a% pribli¥né& 10 aminckyselin,

(NZT). DNA sekvenci kodujici Asn—-Xaa-Thr, p¥item? m znamena

0 nebo ¢&islo 1,

Xq DNA sekvenci kodujici q aminokyselin, p¥ifemZ q zna-

mena O nebo celéd &islo 1 a¥ p¥ibliZn& 10 aminokyselin,

PS DNA sekvenci kodujici peptid definujici kvasinkoveé

zpracovatelské misto a

*gen* sekvenci kodujici heterologicky polypeptid,

b) +transformuje se kvasinkova hostitelska butika expresnim vekto-

rem podle stupné (a),
¢) kultivuje se transformovana hostitelska bufika podle stupné (b)

za vhodnych podminek a
d) vytiidi se kultura podle stupn& (c) pro sekreci heterologoveé—

ho polypeptidu. .

S prekvapenim se totiZ zjistilo, Ze je moZno p¥esunout a—fak—
torovy vedouci peptid mnoha raznymi DNA sekvencemi, ¢imZ se do-
sahne sekrece heterologického polypeptidu v kvasinkach. Na zakla-
dé tohoto objevu byl vyvinut =zplusob, kterym se statisticke DNA
fragmenty klonuji do kvasinkovych vektord ve sméru DNA sekvence
kodujici pro signalni peptid a proti. sméru DNA sekvence kodujici
pro heterologovy polypeptid. Po transformaci vektory se kvasinko-
vé bunky vyt#idi pro sekreci Zadaného haterologlckeho polypeptidu.

Vynalez se proto tyka pfedev$im shora definovaného zpusobu
konstrukce syntetickeée vedouci peptidove sekvence pro sekreci he-
terologickych polypeptidu v kvasinkach.

Vyrazem "vedouci peptid" se zde vzdy mini peptid, jehoZ ulo-
hou je umoZnit #¥izeni heterologického polypeptidu z endoplasmove-
ho retikula na Golgi aparaturu a dale k sektretaénimu pojidlu pro
sekreci do prosttedi (to znamena export vytlageného polypeptidu
ptes bunéfnou sténu nebo alespoil ptes celularni membranu do pe-—

risplamové oblasti bufiky). Vyrazem "synteticky" v souvislosti




s vedoucimi peptidy se zde vZdy wini, %2 vedouci peptid, konstru-
ovany podle vynalezu, nebyl v pf¥irodé nalezen. =-=
Vyrazem "signalini peptid" se zde vidy mini presekvence, kte-—
ra je pfevaiZné hydrofobni povahy a Jje obsaZena jakozZto
N-zakon&ujici sekvence v kvasinkach. Funkci signélniho peptidu je
umoZnit sekreci hateroiogické bilkoviny do endoplasmového retiku-
la. Signalni peptid se zpravidla v prab&hu tohoto procesu od&té-—
pi. Signalni peptid mize byt heterologicky nebo homologicky
s kvasinkovym organismem produkujicim bilkovinu, jak shora vys-
vétleno. Mnohem U¢innéj$iho odistépeni signalniho peptidu se vsak
dosahuje, jestliZe je homologicky s p¥islufnym kvasinkovym orga-
nismem. '
Vyrazem "heterologicky polypeptid” se mini polypeptid,
ktgry se neprodukuje pfirodnim hostitelskym kvasinkovym organis-—
meﬁ. P¥i zplUsobu podie vynalezu je heterologickym polypepﬁidem
s vyhodou polypeptid, jeho2 sekrece transformovanfmi kvasinkovymi
butikami se miZe snadno zjistit, napf¥iklad ustavenim standardnich
zplUsobd, jako je imunologickeé vyt¥idéni pouZitim protiléatek reak-
tivnich s pfislusnym polypeptidem (viz naptiklad Sambrook,
Fritsch a Maniatis, Moiecular Cloning: A Laboratory Manual (Mole-—
kularni cionovani: Laboratorni priruc¢ka), Coid Spring Harbor, New
York, 1989) nebo vytridénim pro specifickou biologickou Gd¢innest
heterologického peptidu. Pozitivni vysliedek vyt¥idé&ni indikuje,
2e byl kontruovan vedcouci peptid, uéiteény pro sekreci heterolo-
gického polypeptidu v kvasinkd&ch.
Vyrazem "statisticky DNA fragment" se mini jakakeliv sekven-

ce DNA o déice alesporl +<¥1 nukleotidil, naptikiad ziskana digesci

genomove DNA  (jakéhokcoliv organismu) s rastrikéni endenukiesasou
nebo s restrikinimi endonukleasami nehe pfipravou synteticke DNA,
napt¥ikiad fosioamidatovym zplsobem, ktery popsal S.L. Beaucags a

H.H. Caruthers, Tetrahedron Letters 22, str. 1859 az 1869, 1931.

Peptid Asn—-Xaa-Thr kodcvany "(NZT), Jje asparaginem vazane
glyrosylafny miste., "Xza" znamenia kisroukaliv ze znamych amincky-
zal troms prolinm

Yynaizz  s2 taksd tyka kvzsinkového axprz=sniho clicnovaciho




5" —'sp-:x:,E—s ‘~RS-5'~X.—(NZT).-X;-PS-*gen*-3~
xde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyzZnam.
oru se mG¥e poufivat pro zplsob konstrukce synte-
tické vedouci peptidové sekvence shora popsanym zpiscbem.
:Vynélez”Se taks tyka kvasinkového expresnihe vektrou zahr-
nujiciho n&ésledujici sekvenci
5 -SP-X,.-statisticka DNA-X,—(NZT);-X,;-PS-*gen*-3°
kde znamena vyraz "statisticka DNA” fragment v&len&ny do restrik-
#niho endonuklesového rekogniza%niho mista ve spojeni Xp a ¥z a
ostatni symboly maji shora uvedeny vyznam.
V tomto vektoru vedouci peptidovad sekvence (identifikovana
zpGisobem podle vynalezu) je sloZen ze sekvence
X,-statisticka DNA-Xn—(NZT)p-Xq
kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam. Takového vekto-
ru se mA%e pou%ivat pro produkti »adaného heterologického poly-
peptidu.

Vynalez se také tyka zphsobu piipravy heterologického poly-
peptidu v kvasinkach, pritem? se kultivuje kvasinkova buitka, kte-
ra je schopna exprese heterologického polypeptidu a ktera se
transformuje kvasinkovym expresnim vektorem, jak shora wuvedeno,
v&etndé vedouci peptidové sekvence konstruované zplsobem podle vy-—
nalezu ve vhodném prosttedi k ziskani exprese a sekrece heterolo-
gického polypeptidu, ptitemZ se nakonec heterologicky peptid zis-
ka z prostiedi. '

Délka statistickéeho DNA fragmentu, v&leng&ného do expresniho
vektoru, nema rozhodujici vyznam. Aby véak byla délka vhodna pro
manipulaci, ma fragment s vyhodou délku 16 a% 600 paru bazi.
Predevsim ma fragment délku piibliZné 15 a% piribli%né& 300 part
bazi. V sou¥asné dob& se mini, %e vhodna délka fragmentu je pfib-—
1i%n& 30 a% p¥ibli%né& 150 paru bazi.

Statisticky DNA fragment s vyhodou koduje vysoky podil
polarnich aminokyselin. Tyto aminokyseliny jsou voleny ze souboru
zahrnujiciho Glu, Asp, Arg, His, Thr, Ser, Asn a Gln. V této
souvislosti se vyrazem "vVysoky podil" mini, %e DNA fragment
koduje vét&i podet polarnich aminokyselin neZ maji schopnost jineé

DNA sekvence odpovidajici délky. Nezavisle na tom nebo nad to ma-




Ze byt vyhodné, aby fragment kodoval alespoit jeden prolin.

- =7 7 V sekvenci
5 ~SP-Xn=3 ' -RS-5 =Xp—(NZT)p—~X4-PS—*gen*-3"
znamena n a/nebo m a/nebo @ s vyhodou 1 nebo vétsi &islo ne% 1.
PfedevsSim vSechny symboly n, m a g znamenaji 1 nebo v&t&i &islo
neZ 1 a ostatni symboly maji shora uvedeny vyznam.

Jsou nékteré skutednosti (viz své&tovy patentovy spis WO
89/02463), které potvrzuji, 2e p¥itomnost na asparagin vazaného
glykosylaéniho mista ve vedousi sekvenci mi%e podporovat sekre&ni
u¢innost vedouciho peptidu. V sekvenci

5'=SP-Xn=3 -RS—5"-Xp—(NZT) p—Xq-PS-*gen*-3°~
Znamend prosto symbol p s vyhodou 1, p¥itemZ ostatni symboly maji
shora uvedeny vyznam.

e Signalni{ peptidovd sekvence (SP) miZe kodovat jakykoliwv
signalni peptid, ktery zaji%tuje @&inné ¥izeni vytla&ovaného he-
terologického polypeptidu do sekreéni cesty buiiky. Signalﬁim pep-
tidem mdZ2e byt p¥irodné ée vyskytujici signdlni peptid nebo jeho
funk&éni podil nebo to mlZe byt synteticky peptid. Vhodnymi signéal-
nimi peptidy Jjsou a-faktorové signélni peptidy, signalni peptid
mySich slinnych 2laz, modifikovany karboxypeptidasovy signalni
peptid, signaini peptid kvasinek BAR1l nebo lipasovy signalni pep-—
tid Humicola lanuginosa nebo jeho derivat. Amylasova signalni
sekvence my5Sich slinnych 214z je popsana v publikaci O. Hagenbii-
chle a kol., Nature 289, str. 643 aZ 646, 1981. Karboxypeptidaso-

. va signadlni sekvence je popsana v publikaci L.A. Valls a kol.,

Cell 48, str. 887 aZ 897, 1987. Signalni peptid kvasinek BAR1l je

popsan ve svétovém patentovém spise WO 87/02670. Lipasovy signdl-

ni peptid Humicola lanuginosa je popsdn v evropskem patentovém

spise &islo EP 305 216.

Kvasinkovym zpracovatelskym mistem, kodovanym DNA sekvenci

PS muZe byt vhodné jakakloliv pArovd kombinace Lys a Arg, napfik-
lad Lys-Arg, Arg-Lys, Lys—-Lys nebo Arg-Arg, kterd umozfiuje vyrobu
heterologického polypeptidu KEX2 pioteasou Saccharomyces cerevi-
siae nebo ekvivalentni proteasou Jjiného druhu kvasinek (D.A. Ju-
iius a kol., Cell 37, od str. 1075, 19384). Pokud neni KEX2 proces
vhedny, napriklad se ma dosahnout %tépeni polypeptidového produk-




tu, ma se volit zpracovatelské misto pro jinou proteasu misto za-
hrnuti{ aminokyselinové kombinace, kterd neji zjisténa v polypep-
tidovém produkitu, naptiklad procesni misto pre FX., Ile-Glu-Gly-
Arg (jak popisuje Sambrook, Fritsch a Maniatis, Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual (Molekularni clonovani:Laboratorni p¥ri-
rud¢ka), Cold Spring Harbor, New York, 1989).

. Heterologickou bilkovinou, produkovanou zpfisobem podle vyna-
lezu, miZe byt Jjakdkoliv bilkovina, kterd se vyhodn& produkuje
kvaSinkami. Jakozto ptiklady takovych bilkovin se uvadéji aproti-
nin, tk&flovy faktorovy inhibitor nekbo jiné proteasové inhibitory,-
insulin nebo insulinové prekursory, lidsky nebo hov&zi rﬁstovf
faktor, interleukin, glukagon, tkafovy plasminogenovy aktivator,
transforma&ni rstovy faktor a nebo B, r&sto&? faktor odvozeny de
krevnich destifek, enzymy nebo Jjejich funk&ni analogy. Vyrazem
"funké&ni analog“ se zde vidy mini polypeptid s podobnou funkci
jako ma nativni bilkovina (mini se vztah k pfirod& spi%e ne% hla-
dina biologické U&innosti nativni bilkoviny). Polypeptid mfiZe byt
strukturdln® podobny nativni bilkoving a mi%e byt odveozen od na-
tivni bilkoviny p¥fidénim jedné nebo nékolika aminokyselin bud na
jedno nebo na ob& C a N-zakonéeni nativni bilkoviny, nahradou
jedneé nebo né&kolika aminokyselin na jednon nebc na &etnych odlif-
nych mistech v nativni aminokyselinové sekvenci, vypu$tinim jedné

nebo n&kolika aminokyselin na jednom neboc na obou zakonZenich na-

tivni bilkoviny na jednocm nebo na ndkolika mistech v aminckyseli
nove sekvenci nebo vioZenim jedné nebec nékolika aminokyselin ns

jednom nebo na nékolika mistach nativni aminckyselinové sekvence.

{

Takova modifikace jsou dob#z2 zZnam?d pro %2%tpéd shora uvedané bilke

Statisticky DNA fragment a sekvan
=S5P-¥X+-3 " -RS5-5"-X,-(NZIT).-X.-PS~-*gen*-2°
n

5
kde jednotliv3 symboly maji shera uvade
t

i

1859 aZ 1369, 1981 nebs zpasobem, kiery

popsal Matthes & kel., EMBO Journal 3, s*tr. 801 a% 805, 1984.
J

ji nligonukleotidy, nap¥ik-




lad v automatickem DNA syntetizeru, &isti se, tepelné se hybridi-
zuji, ligatuji a clonuji do kvasinkového" expresniho vektoru. P#i-
pomina se, %e se sekvence
5 =SP~Xn=3 ~RS~5'-Xy~(NZT)p-X,~PS—*gen*—3-
kde jednotliveé symboly maji shora uvedeny vyznam, nemusi p¥ipra-
vovat jedinou operaci, ale maZe se vytvatret ze dvou nebo z né&ko-
iika oligonukleotida, pfipravenYch synteticky takovym zpfsobem.
Statisticky DNA fragment nebo jedna nebo nékoiik &asti sek-
vence
5‘—SP—Xn-3'—RS—5'—Xm—(NZT)p—xq—PS—*gen*—3'
kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam, mohou byt take
genomického nebo c¢DNA pavodu, nap¥iklad ziskané pfipravou geno-
mického nebo cDNA souboru ("library") a vytfidénim Pro DNA sek-
veéce kodujici pro uvedené pary (zpravidla SP nebo *gen*) hybri-
digaci za pouziti syntetickych oligonukieotidovych sond spolu se
standardnimi Zpusoby ( Sambrook, Fritsch a Maniatis, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Molekularni clonovani: Laboratorni
pfirutka), Cold Spring Harbor, New York, 1989). V takovem pfipads
genomicka nebo cDNA sekvence, kodujici signa&lni peptid, se maze
va%at na genomickou nebo ¢DNA sekvenci kodujici heterologickou
bilkovinu, nade% se DNA sekvence mi%e modifikovat v&lendnim syn-—
tetickych oligunukleotidy kodujicich o scbsa zndmym zpusobem sek-
venci
Xn=3'~RS-5'-X4~(NZT) . ~X4-PS
kde jednotiive symboly maji shcra uvedeny vyznam.
Statisticky DNA fragment a/nebo sekvence
S TSP-Xr-3 -RS-5 -X,~(NZT)y~X,-PS—*gen+*-3"
-kde jednotiiveé symboly maji shora uvedeny vyznam, miie byt smés-
neho pﬁvo*n. ynfetWC‘ehc 2 genomickeého, smésneho puvodu syntetic-
kého a cDNA nebo sm&sného puvedu genomického a CDNA, prifem? se
tiprava provadi o sobé Znamym zpasobem tepelnou hybridizaci
fragmentl synteticksaho, genomickeho nebo cDNA puvodu (podle vhod-
nasti), »n¥idam® tr agmenty opdpovidaji roznym Sasteim DNA selkvenaa

5
2 DNA sskveance, kodi-

e

jako csiku. Prato 72 moZno mit predstava,

Jicil signdlni pentid nebs hetercio:

icky poly =id, maEz byt gno-
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mického nebo cDNA puvodu, zatimeco sekvenc




P l(‘, —

X.-3 ~RS-5 -K,—(NZIT), ,-¥X.-P5
miZe byt ptipravena synteticky.

Vyhodnd kentrukece DNA, kodujici insulinové prokursory, Jje ob-
jasnéna na sekvenénim seznamu ID &islo 1 - 13 Sequence Listing
ID Nos. 1-13) nebo na Jjeho modifikacich. P¥iklady vhednych maodi-
fikaci DNA sekvence Jjsou nukleotidové substituce, které nevedou
k rfistu na jinou aminokyselinovou ekvenci bilkeoviny, ktereée viak

s
cdpovidat kodomovénu pouZiti kvasinkového organismu, do

mohou
kterédho se vkladad DNA konstrukce nebo nuklestidovée substituce,
které umofiuji rtst do odlisné aminokyselinové sekvence a tak moZ-

nou odli3nou strukturu bilkoviny; JakoZto jiny p¥ipad moZné modi-
fikace se uvadi v&lesn&ni +t#i nebo nasobku t#1 nukleotidl do sek-
vence, adice t#i nebo nasobku t#1i nukleotidd na jedno zakon&eni
sekvence a vyu$téni t#{ nebo ndsobku t¥i nukleotidl bud ze zakon-
teni nebo z wvnit¥ku sekvence.

Rekombinantnim expresnim vektorem nesoucim sekvenci

5'=SP-Xn—-3 -RS-5 " ~Xy—(NZT) p~X4q~-PS—-*gen*-3°
nebo
5°'~SP-X,-statistickd DNA-Xy—(NZT)p—-Xq-PS—*gen*-3°

kde jednotlivé symboly maji vZdy shora uvedeny vyznam, mOZe byt
jakykoliv vektor, ktery je schopen replikace v kvasinkovém orga-
nismu. Ve vektoru kterdkoliv DNA sekvence miZe byt operativné& na-
pojena na vhodny promotor sekvence. Promotorem'mﬁﬁe byt jakakoliv
DNA sekvence, kterad vykazuje transkripéni aktivitu v kvasinkach a
miZe byt odvozena od genl kodujibich bilkoviny bud homologicke
nebo hteterologické ke kvasinkam. Promotor Jje s vyhodou odvozen
od genu kodujiciho bilkovinovy homolog ke kvasinkam. JakoZto pi¥i-
klady vhodnych promotorfl se uvadéji promotory Saccharomycetes ce—
revisiae MFal, TPI, ADH nebo PGK.
| Shora uvedené sekvence maji byt také operativné spojeny se
vhodnym terminatorem, jako je napfikliad TPI terminator (viz T.
Alber a G. Kawasaki, J. Mol. Appl. Genet. 1, str. 419 aZi 434,
1982).

Rekombinantni expresni vektor podle vynalezu dale zahrnuje
DNA sekvenci, umoZzfiujici replikaci vektoru v kvasinkach. JakoZto

priklady takovych sekvenci se uvadé&ji kvasinkové plasmidové 2u




replika¢ni geny REP 1-3 a podatek replikace. Vektor take mufe za-
hrnovat selektovat?yny signalni znak, napfiklad Schizosaccharomy-
ces 5ombe TP£:"§:ﬁiAjak popisuje P.R. Russell, Gene 40, str. 125
az 130, 1985.

Procesy, pouZivané k ligaci sekvence

5 =SP~Xn=3 '-RS-5"'—Xn—(NZT) ,-X4~PS-*gen*-3"
kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam, statisticky DNA
fragment, promotor a termindtor a jejich v¢letiovani do vhodnych
kvasinkovych vektoru obsahujicich informaci nutnou ﬁro féplikaci
kvasinek jsou pracovnik@ém v oboru dobte znamy (viz nap#iklad Sam-—

" brook, Fritsch a Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Molekuldrni clonovani: Léboratorni ptirutka), Cold Spring Harbor,

- New York, 1989). Je jasné, Ze se vektor ma%e konstruovat bud nej-
df;ve ptipravou DNA konstrukce obsahujici celou sekvenci
- ] 5’ =8P-Xn—=3 -RS-5'-Xu—(NZT)p-Xq-PS—*gen*—3"
kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam, a nasledné&
v&lenénim tohoto fragmentu do vhodného expresniho vektoru nebo
naslednym v&lendnim DNA fragmentt obsahujicich genetickou infor-
maci pro jednotlivé prvky (jako nap#iklad signalni peptid, sek-
vence '
Xn=3'=RS=5"~Xp—(NZT) p-Kq 4

kde jednotlivé symboly maji shora uvedeny vyznam, nebo heterolo-
gicky polypeptid) s naslednou ligaci. »

Kvasinkovy organismus, pouZivany pti zpfisobu podle vynale-
zu mdZ%e Dbyt jakykoliv vhodny kvasinkovy organismus, ktery pti
kultivovani produkuje velk& mno¥%stvi heterologického 2adaného po-
lypeptidu. Jako%to ptiklady takovych kvasinkovych organismi se
mohou uvést kmeny kvasinek druhu Saccharomyces cerevisiae, Sac-
charomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe a Saccharomyces u-
varum. Transformace kvasinkovych bun&k se muZe napfiklad realizo-
vat protoplastovou formaci nasledovanou transformaci o sob& zna-
mym zpisobem. Pou%itym prosttedim ke kultivaci bunék muse byt ja-
kékoliv prostfedi pro rust kvasinkvého organismu. Sektrtovana he-
torolegicka bilkovina, jejiZ znadny podil je obsaZen v prostredi
ve spravné produkované formé, se mufs ziskat o sobg znamym zpusoc-

e
bem wv&etné oddsieni kvasinkovych bunél z prostredil odstfed&nim




nebo filt

raci, vysraZenim bilkevinovych slocfek supernatantu nebo
odfiltrovani
&ig

m za peou?iti soli, napfiklad siranu amonného a na-
sledn?m té€nim roznymi chromatografickymi procesy, jako je na-
pfiklad ionexova chromatcgrafie a afinitni chromatografie.

Vynalez bliZe objastiuji pripojenéd vykreéesy:
na obr. 1 je schéma konstrukce pMT7426m,
na obr. 2 je schéma konstrukce pLaC202,
na obr. 3 je DNA sekvence a odvozena aminokyselinovd sekvencs na

clonovacim misté v pLaC202 pro statistické DNA fragmen—
ty (ptipomina se, %e sekvence seo stépli v Clal mistd a
Ze ligace bez v&len&ni statistické DNA vede ke zm&nd va
&tecim ramci), |
na obr. 4 je schéma konstrukce pLSC6315Di#.
Vynalez rovné% objasfiuji néasledujict ptiklady praktického

provedeni, které viak nejsou min&ny jako omezeni vynalezu.

Ptiklady provedeni vynilezu

Flasmidové a DNA materialy

Vdechny expresni plasmidy jsou C-POT typu. Viechny plastimdy
jsou popsany ve zvefejﬁéné evropské prihlasce vyndlezu &islo
171142 a jsou charakierizovany obsahem Schizosaccharomyces pombe
triosovym fosfatovym isomerasovym genem (POT) pro G&ely plasmido-
vé selekce a stabilizace. Plasmid, obsahujici POT gen, je dostup-
ny jakeZto uloZeny E. coli kmen (ATCC 39685). Plasmidy dales obsa-
huji S. cerevisiae triosovy fosfatovy isomerasovy promstcr a ter-
minator (Przr a Ttor:). Jsou identicks s pPMT742 (M. Engel-Mitani a
kol., Gene 73, str. 113 a% 120, 1988) (viz obr. 1) s vyjimkou pro
oblast definovanou Sph-Xbal restrik&nimi misty zahrnujicimi Pyp;
a kodujicimi oblast pro signal/vedouci prvek/produkt;

Prpr se modifikuje se =ztetelam na sekvenci nalazenou
v pMT742 jeding k usnadnéni konstfukéni oprerace. Vnit¥ni Sphl
restrik&ni misto sa eliminuje Sphl stépenim,‘odstranénim ocasl a3
religaci. Kromé& toho DNA sekvence ve sméru proti promotoru a bez

jakéhokoliv napadant prémotoru, se odstrafiuje Bal3l exonukleaso-




vym zpracovanim s naslednou adici Sphl restrikéniho mistového
spojdvnikuw Tato promotorova . konstrukce na 373 bp - SphI—-EcoRI
fragmentu se ozna&uje pMT7426 (obr. 1).

Soubor rdznych DNA fragmentd zaujima pfipadné misto v men$im
E. coli plasmidu typu pT7 shora popsaného (viz svétovy patentovy
spis WO 89/02463) pouze modifikovaného se ztetelem na shora po-—-
psany Prpi, to je pT7 6. Pro statistické clonovani, dale popsane,
se pouziva genomové DNA ruznych plvodd. S. cerevisiae DNA se izo-
luje ze kmene MT633 (deponovan 7. prosince 1990 v Némecké sbirce
mikroorganismd a bunéénych kultur pdle ustanoveni Budapestské do-
hody-ha Mezinadrodnim shromaZdéni o.deponovéni mikroorganismi pro
U¢ely patentovanych postupl pod &islem DSM 6278). A. oryzae DNA
se izoluje ze kmene Al1560 (IFO 4177).

Konetné se pouiivaji &etné syntetické DNA fragmenty, které
jsou vSechny syntetizovany na automatickém DNA syntetizeru (Ap-
.plied Biosystems model 380A) za pouZiti fosforamiditové chemie a
obchodné& dostupnych reakénich &inidel (S.L. Beaucage a M.H. Ca-
ruthers, Tetrahedrom Letters 22, str. 1859 a% 1869, 1981). Oligo-—
nukieotidy se ¢isti poolyakrylamidovou gelovou elektroforesou za
denatura&nich podminek. Pfed tepelnou hybridizaci se kinasuji
kompiementarni pary takovych DNA jednoduchych tetézca za pouZziti
-T4 polynuklieotidové kinasy a ATP.

Vsechny jiné zplsboy a meterialy jsou obecné& znamé (viz na-
prikiad (J.Sambrook a kol., Molecuiar Cloning: A Laboratory Manual
(Molzkularni clonovani: Laboratorni ptirutka), Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989).
Prikiad 1

Konstrukce pLaC202 _

490 Dbp SphlI-Apal pT7 1966 (viz svétovy patentovy spis WO
839,/02453, obr. 5) a 179 bp HinfI-Xbal fragment pT7.aMI3 (viz své-
TOVYy patentovy spis WO 89,/02463, obr. 1) spojesnv v 11 kb XbaI-Sphl
fragmenn pMT7 42 piss svnteticky aﬁsptor:

NCR387/373 CAACCATCGATAACACCACTTTGGCTAAGAS
CCGGGTTGGTAGCTATTIGTGGTGAAACCGATTCTCTAA




resultuji v plasmid pLaC202 (obr. 2 a 3, jakeZ take sekvenée ID

Tento vektor, obsahujici specifické Clal misto, tvofi jedno
provedeni statistického DNA klonovaciho vektrou, ve kterém produ-
kovany gen koduje pro insulinovy prekursor MI3 (B(1-29)=-Ala=Ala-
Lys—A(1-21)). Nasledujici p¥iklady se tykaji vedoucich prvkt clo-

novanych touto konstrukci.
P¥iklad 2

Konstrukce pLSC6315 a pLSC5210

Cela DNA se izoluje z S. cerevisiae kmenu MT663 a digeruje
se s Tagql, HinPI nebo Taql + HinPI. Produkty se oddé&li podle ve-
likosti na 1% agarosovém gelu a fragmenty men¥i neZ 600 bp se i-
zoluji z kazdé ze t¥i digesci.

pLaC202, ptedem digerovany s ClyI, u n&ho% se predeslo sa-
moligaci s teleci st¥evni alkalickou fosfatazou (CIAP) defosfory-
laci se misi s fragmentovymi fondy shora popsanymi a liguje se.
Kmen E. coli MT172 (MT172 = MC 1000 m+r-ara*+ leuB-6; MC 1000
(viz M. Casadaban a S. Cohen, J. Mol. Biol. 138, str. 179, 1980))
se transformuje se shora“uvedenou liga¢ni smési a ziskaji se
vhodné 5000 ApR transformanty pro ka%*dou smés. Pfipravi se rekom—
binantni plasmidy z ka%Zdého ze t¥i typd ve fondech =zahrnujicich
véech 5000 transformant@. Téchto plasmidovych fondl se pouZiva
k transformaci S. cerevisiae kmenu MT663 a resultujici TOI trans-—
formanty se immunot#idi pro sekreci MIS3.

_ Z ptrekvapivbé velkého poétu pozitivnich +transformantd se
reizoluje osm zjevn& neju&innéjsich a z nich izolovany plasmidovy
obsah.

Jako vysledek této operace se o&ekava, Ze vétSina kvasinko-
vych ziskanych transformant@t m& heterofenni populaci plasmidd
a k ziskani pravych clonl se proto provadi stupetl plasmidové rei--
zolace. Plasmidové preparace z ka%dého z osmi reizolovanych kva-
sinkovych transformantd se poufivd ke transformaci E. coli kmene
MT172 a% Apk. Plasmidd z 12 E. coli transformant@ pro ka%dy z os-

mi kvasinkovych isolat@ se individualné pouziva k transformaci




kvasinkoveho kmene MT563, TPI a MI3 sekretea®ni transformanty se
identifikuji immunot#idénim. . o S
Sekvencovani inzertd osmi izolovanych derivatd pLaC202 vyka-
zuje tfi odlisné sekvence, dvé z nich pLSC6315 a pLSCS210 jsou
nejutinnéjsim nosidem MI3 sekrece. Sekvence clonované DNA a lemo-

vacl oblasti jsou ukazany na sekvenénim seznamu ID &islo 2 a 4.
Priklad 3

Modifikace pLSC6315 ;

pLSC6315 se volil pro daiéi modifikaci clonované synteticke
vedouci sekvence. » |

pLSC6315 se digeruje s Apal endonukleasou s naslednym zpra-
covanim endonukleasovou Bal3l. Po fenolové extrakci se rezultuji-
ci DNA digeruje s Xbal a izoluji se DNA fragmenty men$i ne% ori-
gihélni 367 bp Apal-Xbal fragment.

pLaC202 se digeruji s Clal a jednofetézcové CG generované o-—
casy se odstrani s naslednou digesci Xbal a izolaci 11 kb
Xbal-]Clal{ fragmentu ("]{" znamena, %e jsou jednotetézcoveé ocasy
od¥iznuty). Tento fragment se misi s pLSC6415 fragmenty isolova-
nymi shora a ligatovanymi (obr. 6).

Proces transformace a tfridéni, popsany v p¥ikladu 2, se opa-
kuje a pLSC6315D3 a pLSC6315D7 se izoluje jakoZto plasmidy podpo-
rujici MI3 sekreci mnohem u&inné&ji neZ origindlni pLSC6E315 (viz

sekventni seznam ID &islo 6 nebo 8).
Priklad 4

Konstrukce pLAGl - 5

Cela DNA z mikroorganismu Aspergillus oryzae kmen Al1560 se
zpracovava jako shora popsdano pro mikrcorganismus S. cerevisiae
" DNA v pf¥ikladu 2 a clonovani a reclonovani se provadi pfesné, ja-
ko Je popsano v pfikladu 2, s teu vyjimkou, Ze pclet E. coli
transformantd v prvnim clonovanl se sniZi na pfribliZng 3000 na
ligatni smés. Tento pckus wved2 Kk izeolaci péti cionu A. oryzae

DNA, které v pLaC202 kontextu zprost¥edkovavaji sekreci insuiino-




e pa+t odlién?ch sakvenci, dvs

&4

uj
Z nichfZ (pLAOC2 a pLAO5)} jsou ohem u&innéj: polkud j= za&m#rem

mn
sekrece MI3. Sekvence DNA inzertd v pLAO2 a pLAOS jsou uka:z any
spoid s lemovacimi oblastmi v sekven&nim seznamu ID *i dlo 10 ne-

be 12.
P¥iklad 5§

Kvasinkové kmeny, kotvici plasmidy, jak shora popsano, se
nechavaji r@st v prost¥edi YPD (F. Sherman a kol., Methods in
Yeast Genetics (Zplsoby v genetice kvasinek), Celd Spring Harbor
Laboratory 1981). Pro ka%dy kmen se 6 individualnich 5 ml kultur
prot¥epava pfi teplot& 30 °C po dobu 60 hodin s kone&nym ODyge
pfibliZné 15. Po dosttedéni se supernatant odstrani pro analyzu
HPLC, ¢imZ se mé&fi koncentrace sekre+*ovaného inzulinového prekur-
soru zZptsobem, ktery popsal Lec Snel a kol., Chromatographia 24,
str. 329 aZ 332, 1987).

V tabulce I jsou uvedeny expresni hladiny insulinového pre-
kursoru, MI3, pouZitim vedoucich sekvenci izolovanych zplschem
podlé vynalezu, jakecZio procento hliadiny ziskang s transformanty

pMT7426, za pouZiti MFa(l) vedoucihe prvku S. cerevisiae.

Tabulka I -

pMT742 100 %
pLSCE315 100 %
pLSCE210 60 %
pLSC5215D3 175 %
pLSCE315D7 120 %
pLAC2 120 %
pLAOS 60 %
Prumyslova vyufiteinces

Kvasinkovy expresni vektor zahrnujici sekvenci pro konstrukeoi

h ]
syntetickych vedeoucich peptidovych sekvenci.




Sekvenéni

S2Inam

(1) Obecna informace

(2)

(1)
(ii)

(ii1)

(iv)

(v)

(vi)

(viii)

Pfihlasovatel: Novc Nordisk A/S

Nazev vynélezu: Zplsob konstrukce syntetické vedouci
peptidové sekvence

Podlet sekvenci: 13

Korespecndendénl adresa:

(A) adresa: Novo Nordisk A/S, patentove oddéleni

(B) ulice: Novo Alle

(C) mésto: Bagsvaerd

(E) zemé&: Dansko

(F) ZIP: DK-2880

Po&itadem ¢itelna forma:

(A) typ prosttedi: floppy disk

(B) potita&: IBM PC kompatibilni

(C) operadni systém: PC~DOS/MS-DOS

(D) software: PatentInRelease 4 1,0, verse # 1,25

Sou¢asné Udaje o prihla%ce vynalezu:

(A) Cislo prihlasky vynélezu

(B) datum podani

(C) mezindrcdni klasifiksace

Informace o zdstupci

(A) jméno: Thalsoe-Madsen, Birgit

(B) ¢islo: 3540.204-WO

TelekominikaZni informace:

(A) telefon: + 45 4444 8

{(B) telefax: + 45 4449

(C) telex" 37304

(¢2]
(o4}
@

(O]
D
n
o

Informace pro SEQ ID NO:1:

(i)

(ii)
(x1i)

Charakteristiky sekvence:

{A) deélka: 335 paru bazi

(B) typ: nukleovd kyselina

(C) ¥etézcoviitost: jeden fetizac
(D) topologis: linesdrni

Typ molekuly: cDNA

Popis sekvence: SEQ ID NO:1:




GAMDXEJTC AMJUﬂEGTT GNUKEAGAA CHPHKEAAC THRﬂUﬂTTC.KﬂKE(ﬂAIA
TNNMIEHTR AAN?UUI%A AGD:EKIEG CRKHTTCCC TCHTRR?HT CHKHGGGCC

CAACCATOGA TAACACCACT ITcecmAaég"ﬁngogrmpP ccppéACTTG TeeeeTTO
 ACTTGGTTGA AGCTTTGTAC TTGGTTTGOS GTGAAAGAGG TTTCTTCTAC ACTCCTAACG
CTGCTAAGGG TATTGTOGAA CAATGCTGTA CCTCCATCTG CTCCTTGTAC CAATTGGAAA

ACTACﬂRFA.CEKRORFG GBIKEGRﬂ?CE&R

,(2) Informace pro SEQ ID NO:Z:‘;f
(i) | Charakteristiky sek&encei
‘ (A) déika 492 paru bazi
v (B) typ: nukleové kysellné
(C) fetézcov1tost Jeden ietézec'
(D) topologie: line&rni
(ii) Typ molekuly: cDNA
(ix)  Charakteristiky
| (A) jméno/kli&: CDS
(B) lokace: 76..468
(ix) Charakteristiky _
(A) jméno/kli&: sig peptid
(B) lokace: 76..309
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/k1i&: mat peptid
(B) lokace: 310..468
(xi) Popis‘sekvence: SEQ" ID NO:2:

GAHF&3GHC AAéAAIAéII CAAAC&AGAA G&ﬁﬂkﬁéét TATCAATTTC ATACACAATA

TAAACGATTA AMAGA ATG AAA GTC TIC CIG CIG -CIT TCC CIC AIT GGA TIC
Met Lys Val Phe Leu Leu leu Ser Ieu Ile Gly Phe

-78 =75 ~70

TGC TGG GCC CaA CCA'RI:AIA(BQ?GGA.ACA(3u?TTT COG AAC AAC AAT
Cys Trp Ala Gln Pro Ser Ile Asp Gly Thr His Pg; Pro Asn Asn Asn
-65 -60 -

'-50

120

335

180
240

300

60

111

159




GIC CCA‘RLA(EmiACAsz‘AAA GAA GGA CTA CAG CAT GAT TAC GAT ACA . . 207

Val Pro Ile Asp Thr Arg Lys Glu Gly Leu Gln His Asp Tyr Asp Thr
=50 -45 =40 =35

GAA ATT TIG GAG CAC ATT GGA AGC GAT GAG TTA ATT TIG AAT GAA GAG 255
Glu Ile Ieu Glu His Ile Gly Ser Asp Glu Ieu Ile Ieu Asn Glu Glu
~30 =25 =20

TAT GEDATT(FA‘NE&ACTfEKSCAACKS‘NK:GHPAACZKS.Mﬂ?TR5GCT . 303
Tyr Val Ile Glu Arg Thr leu Gln Ala Ile 'Asp Asn Thr Thr Leu Ala
, : =15 -10 -5

AAG AGA TR:(Hﬁ‘AAC CaA CAC'EK;IGC GGT TCC CAC TTG GIT GAA GCT 351
— Lys Arg Phe val Asn Gln His Ieu Cys Gly Ser HlS leu Val Glu Ala
S -5 R - '

TTG TAC TTG GTT TGC GGT GAA AGA GGT TTC TTC TAC ACT AAG GCT 399
Leu Tyr Ieu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro lys Ala

| GCI'AAG GGT ATT(HK:GAA GM&TGCTHE?ACC T&:AIC'D&CTRXZTIG TAC T 447
Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Ieu Tyr
'35 , . 40 45 .
.CAAfEKECAA<NMZT%Cfo:AAC'EM?KECMX:CGKEGGCR:T%CA ‘i 492
Gln Ieu Glu Asn Tyr Cys Asn -
‘ 50 . - N - ptae ."w —A-

(2) Informace pro SEQ ID NO:3:
(i) Charakterlstlky sekvence:
| (A) délka: 131 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
v (D) topologie:»lineéfni
(ii) Typ molekuly: bilkovina
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:3:

Met lys Val Phe Ieu Leu leu Ser Leu Ile Gly'Phe Cys Trp Ala GIn
-78 -75 -70 . -65

Pro Ser Ile Asp Gly Thr His Phe Pro Asn Asn Asn Val Pro Ile Asp
=60 -55 =50

Thr Arg Lys Glu Gly Ieu Gln His Asp Tyr Asp Thr Glu Ile ILeu Glu
' -45 ‘ -40 -35 -

His Ile Gly Ser Asp Glu Ieu Ile Ieu Asn Glu Glu Tyr Val Ile Glu
-30 . =25 . =20 =15

S msme——— oL el U




- 20 -.

AIg’Thr Leu(ﬂ:xA&a IhaAsp Asnfnn:Ihr LalAla]qG Arg Phe'Val
-10 - =5 |

Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Ieu Val Glu Ala Ieu Tyr Leu Val~:w~»
i 5. o -at 10, ;gw.u;; k,faq 15 :

Cys Gly Glu Arg Gly'Phe Phe Tyr Thr Pro Iys Ala Ala Lys Gl§ Ile
20 o Y 25 A ,a.»tff 30 :“ .; o

Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln leu Glu Asn
35 40 : . 45 - 50

TET 0wt e e e e e

—————

(2) Informace pro SEQ ID NO:4:"

' (i) Charakterlstlky ‘sekvence:
(R) délka: 420 part bazi
(B) typ: nﬁkleové kyselina

(C) tretézcovitost: jeden retézec
(D) topologie: linearni
(ii) Typ ﬁdlekuly. cDNA
(ix) Charakterlstlky
(A) jméno/kli&: CDsS
(B) lokace: 76..396
(ix) Chafakteristiky ‘
(A) jméno/klid&: sig peptid
(B) .lokace: 76..237
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: mat peptid
(B) lokace: 238..396
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO:4:

GANEKETH:AAGNMB&HI‘CNUK&ME%.GXMECHMK:THR?&TPK:AEACN3¥E% 60
TAAACGATTA AAAGA ATG AAA GIC TTC CIG CIG CIT TCC CIC ATT GGA TIC 111
Met Lys Val Phe 1eu Ieu leu Ser leu Ile Gly Phe
-54 -50 -45
TGC TGG GCC CAA CCA TCG CTA TIG GAG TCA CIT- ACG CIC GIT GAT GIT 159
- Cys Trp Ala Gln Rn:SerIeuiuazGhJSerIeu(nm'hazvaLASp\kd
-40 =35 -30
GAC GCA CTG TCG GAT AIT GAT GIA CIT GIT GAG TCT(?Q_AGSCHT GIG 207
Asp Ala Ieu Ser Asp Ile Asp Val Ieu Val Glu Ser Glu Thr Ieu Val

-25 =20 =15

e s i = g ey = S o o e e s |




GIT AAC CAA CAC TIG 255
al o

TGC GGT TCC CAC’TBS(HH‘GAA(RH;ITG TNCUHG GIT
: TGC GGT GAA AGA 303
Cys Gly Ser His Ieu Val Glu Ala Ieu Tyr Ieu Val Cys Gly Glu Arg
| 10 15 20 |

GGTfERZITC'EMZACT(XH;AAG<RH‘GCT}¥G GGT ATT GTC
GAA CAA Tce 351
Gly Phe P121§ Tyr Thr Pro Lys Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys
_ 30 35
TGT4ACC'Ri:AIC‘RiZTCCfEK;I%C‘GN\ITG GAA AAC TAC '
TGC AAC 396
Cys ‘n;g Ser Ile Cys Ser leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
o : 45 - - . 50 :
.;NBKECMK2C033EBCRZT%GA 420

(2) Informace pro SEQ ID NO:5: - -
- (i)‘ vCharakteristiky sekvence:
(A)-délkai 107 aminokyselin
(B) typ:‘aminokyselina
: (D)'topblogie:vlinéarni
(ii) Typ molekuly: bilkovina
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:5:

Met Lys Val Phe Ieu leu Ieu Ser leu Ile Gly Phe Cys Trp Mg Gln
~54 ~50 . ‘ -45 -4

Pro Ser leu Ieu Glu Ser leu Thr Ieu Val Asp Val Asp Ala leu Ser
=35 -30 _ =25

Asp Ile Asp Val Leu Val Glu Ser Glu Thr leu Val Ieu Val Asp Asn
-20 -15 -10

Thr Thr Ieu Ala Iys Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser H.;g
-5 1 5

Ieu Val Glu Ala Ieu Tyr lLeu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Ph: Tyr
5 20 2

‘Thr Pro Lys Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser Ile
30 . 35 : 40

CysSe.rI.eu'lyrGlnleuGiuAsn'Iyrq'sAsn
' 45 50




(2) Informace pro SEQ ID NO:6:
(i) . Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 453 partt bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) ftet&zcovitost: jeden fetézec
' (D)_tdpologie‘ linearni
- (ii) Typ molekuly cDNA
L (ix) Charakterlstlky ;?; _
7 (&) jmeno/klié: CDs .
(B) lokace. 76. 420

(ix) ‘Charakterlstlky S - - ‘
~ (R) jméno/klig: 81g peptid | S
(B) lokace: 76..270 : | N :

(ix) Charakterisﬁiky ‘
(A) jméno/kli¥: mat peptid |
. (B) lokace! 271..420 e
(xi) Popis sekvence SEQ ID NO:6: - e

GAKEKEGIC‘AkﬂvﬂEGET CNUK?@EAA(HEIECNUK:THBﬂQﬂKTC‘HHMSKEAEA 60

,_TEAAGHEHE&AAAGA‘KKZPAA GR:TIC CIG CIG CIT TCC CIC ATT GGA TIC 111
Met Lys Val Phe l1eu leu Ieu Ser leu Ile Gly Phe

— =65 -60 =55

TGC TGG GOC CAA CCA ATA GAC ACA AGA ABA GAA GG CTA GAG AT G 159

Cys Trp Ala Gln Pro Ile Asp Thr Arg Lys Glu Gly leu Gln His Asp

~50 -45 , =40
TAC GAT ACA GAA ATT TIG GAG CAC ATT GGA AGC GAT GAG TTA ACC CCG 207 -
Tyr Asp Thr Glu Ile leu Glu His Ile Gly Ser Asp Glu Leu Thr Pro
=35 -30 =25
AAT GAA GAG TAT GIT ATT GAA AGA ACT TIG CAA GCC ATC GAT AAC ACC 255
Asn Glu Glu Tyr Val Ile Glu Arg Thr Leu Gln Ala Ile Asp Asn Thr
=20 -15 =10
ACT TIG GCT AAG AGA TIC GIT AAC CAA CAC TIG TGC GGT TCC CAC TIG 303
'nu'ha1AlaIyszug'HuavalAsn(ﬂnlhs Leu Cys Gly Ser His Ileu
=5 1l 5. _ 10
GIT GAA GCT TIG TAC TIG GIT TGC GGT GAA AGA GGT TIC TIC TAC ACT 351

Val Glu Ala Ieu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr
15 - 25




CCT AAG GCT GCT AAG GGT ATT GIC GAA CAA TGC TGT ACC TCC ATC TGC 399

Pro Lys Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys
- . 30 [, .. . 35 . e e e = 40 : = =T T
ﬂIZTTGfﬂK?CAAQHG<3U\AAC'HKHGCNKH‘NBKECNRI:ORBEEITCT ' 450
Ser Ieu Tyr Gln leu Glu Asn : ' '

45 50
AGA - 453

ro SEQ ID NO:7:
(i)  ¢haiakte££s£iky;sekVénbék -
" (A) délka: 115 aminokyselin
.(B){ﬁyp;‘amiﬁARQSéliﬁa; f'

(2).Informace P

_ (D);topoiogiefflinééinillf
(ii) Typ molekuly:'biikOVina
(xi)  Popis sekvence: SEQ ID NO:7:
Met Lys Val Phe Ieu Leu Leu Ser Ieu Tle Gly Phe Cys Trp Ala Gln
-65 -60 - -55 -50

Pro Ile Asp Thr Arg 1ys Glu Gly'Leu Gln His Asp Tyr Asp Thr Glu
=45 ) .- =40 . =35

\\ Ile Ieu Glu His Ile Gly Ser Asp Glu Ieu Thr Pro Asn Glu Glu Tyr
- -30 -25 -20 -

Lys Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Ieu Tyr Gln
35 40 45

Ieu Glu Asn
‘ 50

(2) Informace pro SEQ ID NO:8:
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 459 part bazi’
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetézcovitost: jeden fetézec
(D) topologie: line&rni




T T T S it e e e e e 5 e e et

(ii) Typ molekuly: cDNA
(ix) Charakteristiky
’ (A) jméno/kli&: CDS
(B) lokace: 76..435
(ix) Charakterlstlky
(a) Jméno/klié sig peptid
. (B) lokace: 76. .276
(ix) Charakterlstlky
’ ' v}(A) Jméno/klié ‘mat peptld
oy 1okace;_277..435
”(Xi)'»:Popls sekvehce SEQ ID NO:8:

—

GAATTCATTC Amyuumcrr<3uuu3mﬁmA.G&rmxnmAc mmnxuﬂntc AmmumummA

'TﬁANIHﬂTE.AAMQ&AEG‘AAA GIC TIC CR;CIG CIT TCC CIC ATT GGA TTC
Met Lys Val Phe leun I.eu Ieu Ser Ieu Ile Gly Fhe

=67 -65 . =60

TGC TGG GCC CAA CCT GIC CCA ATA GAC AGAZ&E&AAA.GAA(IE&CI%.CAG

Cys Trp Ala Gln Pro Val Pro Ile Asp Thr Arg Lys Glu Gly Leu Gln
-55 . -50 -45 ~40

CAT GAT TAC GAT ACA GAA ATT TB:(?E CAC ATT GGA AGC GAT GAG TTA

His Asp Tyr Asp Thr Glu Ile Ieu Glu His Ile Gly Ser Asp Glu leu
=30 ~25

ACC COG AAT GAA GAG TAT GEPAEE‘CAA.M?\ACT‘TBSCEA;GCC ATC GAT

Thr Pro Asn Glu Glu Tyr Val Ile Glu Arg Thr Ieu Gln Ala Ile Asp '-

=20 =15 =10

AAC ACC ACT TIG GCT AAG HQ\TTCCHT'AM:CAAcxm:TRSTGC GGT TCC
Asn Thr Thr Ieu Ala Lys Arg Phe Val Asn Gln Hls Ieu Cys Gly Ser
-5 1 5

_CAC TIG GTT GAA GCT TTG TAC TTG GIT TGC GGT GAA AGA GGT TTC TTC
His Ieu Val Glu Ala leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe
10 15 20 25

TAC ACT CCT AAG GCT GCT AAG GGT ATT GIC GAA CAA TGC TGT ACC TCC
Tyr Thr Pro Lys Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser
30 35 40

ATC TGC TCC TIG TAC CAA TIG GAA AAC TAC TGC AAC TAGACGCAGC
Ile Cys Ser leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
45 50 -

CCGCAGGCTC TAGA

- 60

111

159

207

303

351

399

445

459




(2) Informace pro SEQ ID NO:9:
(1)-- Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 120 aminokyselin
(B) typ: aminbkyselina .
(D) topologie' linearnt
(ii) Typ molekuly bilkov1na
(xi)- _POplS sekvence SEQ ‘ID NO:9:

Met Lys Val’ Phe Leu leu leu Ser Ieu Ile Gly Phe Cys Trp Ala Gin

-67 -65 . T =60 - =55

Pro Val Pro Ile Asp Thr Arg Lys Glu Gly Ieu Gln His Asp Tyr Asp
-30 . . =45 2 .$ - -0

Thr Glu Ile Ieu Glu His Ile Gly Ser Asp Glu Ieu Thr Pro Asn Glu

-35 _ . -30 -25 - =20

’ Glu Tyr Val Ile Glu Arg Thr Ieu Gln Ala Ile Asp Asn Thr Thr Ieu

=15 L -10 -5

Ala Lys Arg_Phe Val Asn Gln His Ieu Cys Gly Ser His Lgu val Glu

1 . 5 ‘ 10

Ala Ieu Tyr Ieu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys
.15 | 20 25

Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Iig
30 : , ' 40 ,

QﬂrGh1IEM.GLJAsn‘Qﬂ:Cyszsn
: 50

(2) Informace pro SEQ ID NO:10:

(i) Charakteristiky sekvence:

' (A) délka: 408 parfi bazi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) feté&zcovitost: jeden fretézec
(D) topologie: linearnt

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: CDS
(B) lokace: 76..384

(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli¢: sig peptid




- 26 -

.(B) lokace: 76..225
(ix) Charakteristiky .
(A) jméno/kl{i&: mat peptid
- (B)'lokace: 226..384 -
C(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:10:

T e .

- GAATTCATTC AAGAATAGTT CAAACAAGAA GATTACAAAC TATCAATTTC [TC ATACACAATA ~ 60 ™™ -

IﬂANJ?ﬂHEﬁAAAGA.KR?AAA.GB:UHIICIG CTG CIT TCC CTC ATT GGA TTC

Met Lys Val Phe Ieu leu Ieu Ser Ieu Ile Gly Phe

T =50 . -45 . Y

TGC TGG GCC CAA CCA Tog
CysirpAla Gln Pro Ser Ile Leu Asp Tyr Val Asp Leu Gly Ala Glu
S | 25

GK;AIC'RK:ATT(IEiGGGfEﬂ?GHTI@C GKZAM:GAC(KS.NK:GKPAAC
LeuIleS;glleAnglyTyrAspAsnLeuAsnAspAlaIleAspAsn
| - SR -5 E =10 -

ACC ACT TTG GCT AAG AGA TIC GTT AAC CAA CAC TIG TGC GGT TCC CAC
Thr 'Ih.;‘ Ieu Ala Lys Arg Phe Val Asn Gln His Ieu Cys Gly Ser His
-5 R 1 S 5 E . 10

TIG GIT GAA GCT TIG TAC TIG GIT TGC GGT GAA AGA GGT TIC TIC TAC
Isu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
: 15 ‘ 20 25

ACT(X:’AAG_GCTCXH‘AAG GGT ATT GIC GAA CAA TGC TGT ACC TCC ATC
Thr Pro Lys Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
: 30 35 . 40

IGC TCC TIG TAC CAA TTG GAA AAC TAC TGC AAC TAGACGCAGC COGCAGGCTC
CYsSerleu’IyrGlnleuGluAsn’IYrcysAsn
- 45 50

TAGA

(2) Informace pro SEQ ID NO:11: ‘
: (i) Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 103 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina '
(D) topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: bilkovina
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:11:

ATC TTG GAT TAT GIT GAC TIG GAT GCG GAA -

111

159

207
255‘
303
351
404

408

©




Met Lys Val Phe Leu Leu Ieu Ser Ieu Ile Gly Phe Cys Trp Ala Gln

-50 . -45 -40

Pro Ser Ile leu Asp Tyr Val Asp Ieu Gly Ala Glu leu Ile Ser Ile

=30 =25

Arg Gly Tyr Asp Asn Leu Asn Asp Ala Ile Asp Asn

=15 =10

Lys Arg Phe Val Asn Gln His Ieu Cys Gly Ser His

1 5 10
Leu Tyr Ieu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr
15 : 020 . 25

Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
35 , 40

Gln Ieu GhlAsnfnd-qﬁéésn
50 -

(2) Informace pro SEQ ID NO:12:
(i) '_Charaktétistiky sekvence:
(A) délka: 372 part bazi
(B) typ: nukleova kyselina

. 735

=20

Thr'Bu:leu.Ala

-5

Ieu Val Glu Ala

Thr Pro Iys Ala

Cys Ser Ieu Tyr

30

48

(C) fetdzcovitost: jeden fetdzec

(D) topoldgie: linearni
(ii) Typrmoiekuly: cDNA
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: CDS
(B) lokace: 76..348
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: sig peptid
(B) lokace: 76..189
(ix) Charakteristiky
(A) jméno/kli&: mat peftid
(B) lokace: 190..348

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:12:




"GARATTCATTC AACAAEE:;l CAAACAAGEA GATTACAAAC TATCAATTTC ATACALCAATA

TAAACGATTA A2AGEA -IG AAA GTC TTC CIG CTG CIT TCC CIC ATT GZA TIC
Met Lys Val Phe leu Ieu Leu Ser Iey Ile Gly rhe

-33 -35 -30

TGC TGG GCC A oc TGS CAC ACT ACC ATT GGC ACC GCA ACT GAC 2aA
Cys Trp Ala Gln Pro Ser His Tor Thr Ile Gly Thr Ala Thr Asp iys

=25 =20 =13

‘AACAI‘CGXPAACACCACPTIGGCI‘AAGAGATI‘CGITAACCAACACTIG
Asn Ile Asp Asn Thr Thr Ieu Ala Lys Arg Phe Vval Asn Gln His Leu
-10 -5 ’ 1 5

TGC GGT TCC CAC TTG GIT GAA GCT TIG TAC TIG GIT TGC GGT GAA AGA

Cys Gly Ser His leu Val Glu Ala Leu Tyr Ieu Val Cys Gly Glu Arg

10 15 20

GGT TTC TTC TAC ACT CCT AAG GCT GCT AAG GGT ATT GIC GAA CAA TGC
Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Ala Ala Lys Gly Ile Val Glu Gln Cys
25 30 35

TGT ACC TCC ATC TGC TCC TIG TAC CAA TIG GAA AAC TAC TGC AAC
Cy'sThrSerIleCYsSe_rLeu'IYrGlnLeuGluAsn'Iyrq/sAsn
40 45 50 '

TAGACGCAGC CCGCAGGCTC TAGA

(2) Informace pro SEQ ID NO:13:
' (i) Charakteristiky sekvence:
(A) délka: 91 aminokyselin
(B) typ: aminckyselina
(D} %topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: bilkovina
(xi) Popis sekvence: ZEQ ID NO:13:

Met Lys val Ph
-38 =3

Ieu Ieu Leu Ser Leu Ile Gly Fhe Cys Trp Ala Gln
=30 : =25

wm

Pro Ser His Thr Thr Ile Gly Thr Ala Thr Asp Lys Asn Ile Asp Asn
=20 =15 -10

Thr Thr Leu 2Ala Lys Arg Phe Val Asn Gln His Ieu Cys Gly Ser His
=5 1 5 10

Ieu Val Glu 2la Leu Tyr Lesu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tvr
13 . 20 25

Thr Pro Ly Ala Lvs Gly Ile Vval Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
35 40

7]
-
W ko
O fv

Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

60

(=]
}=
[

159

207

303

348

372

o
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Zpisob konstrukce synteticke vedoucti peptidove sekvedce
sekreci heterologickych polypeptidd v kvasinkdch v y z n a -
j1ict s e t {im, %2e se
vna#i statisticky DNA fragment do kvasinkového expresniho
vektoru zahrnujiciho sekvenci

5 -SP-Xn—-3’ —RS 5 —Xa—(NZT) p~Xq-PS—*gen*-3’

kde znamena

SP DNA sekvenci kodujici signalni peptid,

Xn - DNA sekvenci kodujici n aminokyselin, ptid¢emZ n zna-
mena O nebo celé ¢islo 1 az pribli%né 10 aminokyselin,

RS restrikéni endonukleasové rekognizadni misto pro véle-

néni statistickych DNA fragmentd, které2to misto je
na spojeni X, a Xa,
X DNA sekvenci kodujici m aminokyselin, pfti¢emZz m zna-—
mena O nebo celé &islo 1 a% pribliZné 10 aminokyselin,
(NZT)p, DNA sekvenci kodujici Asn-Xaa-Thr, priéemZ m znamena
O nebo &islo 1,

Xq DNA sekvenci kodujici q aminokyselin, pfiéemi g zna-
menda O nebo celé &islo 1 a% p¥ibliZné 10 aminokyselin,
PS DNA sekvenci kodujici peptid definujici kvasinkove

zpracovatelské misto a
*gen* sekvenci kodujici heterologicky polypeptid,
transformuje se kvasinkova hostitelska buifika expresnim vekto-
rem podle stupné (a),
kultivuje se transformovana hostltelska butika podle stupné (b)
za vhodnych podminek a

vyt#idi se kultura podle stupne (r) pro sekreci heterologové-

ho polypeptidu.

Zpusob podle naroku 1, vy z n & g uwjici s 2 t 1 m,

statisticky DNA fragment, za&lettiovany do vektorwu, je genomic-

kého nebo syntetického puvodu.

3.

Zpasob podle naroku 1 az 2, vyznad¢tujilci s e




t i m, %e statisticky DNA fragment

pard bazi.

4. Zplsob podle naroku 1 a% 3,
£ 1 m; Zefstatisticky DNA

aminokyselin.

5. Zpisob podle naroku 1 aZ 4,
t i m, %e statisticky DNA fragment
. Zplisob podle naroku 1, vy 2 n

6
%e a/nebo m a/nebo q znamend 1 nebo

7. Zplsob podle narcku 1, vy z n

2e p znamenad 1.

8. Zplsob podle naroku 1, v y z n

%e SP znamena DNA sekvenci kodujici

fragment

ma delku & a2 p¥riblizné 600

vyvyznad¢uijici s e

koduje vysoky podil polarnich

vyzna¢tuijici s e

koduje alespett jeden prolin.

a ¢ uijici s e t i m,
¥islo vétsi neZ 1.

aduijiciti s e t i m,
adé¢uijici s e t i m,

a—-faktorovy signdlni peptid,

signalni peptid my$ich slinnych #laz, karboxypeptidasovy signal-

ni peptid, signdlni peptid kvasinek BAR1 nebo lipasovy signalni
peptid Humicoia lanuginosa nebo jeho derivat.
9. Zpfisob podle naroku 1, vy znat¢uijilc i s e + 1 m,

%2 PS je DNA sekvence kodujici Lys-Arg, Arg-Lys, Lys-Lys, Arg-Arg

nebe Ile-Glu—-Gly—-Arg.

<w

11. Xvasinkovy expresni clonujici vekfor, vy z n a & u i i -
c i s 2 t i m , Ze zahrnuje seskvenci




5 —8P~Xy~3 ~RS5-3 -¥;~{(NZT) ~X;-PS—*gen*-3~

.kde znamena.-. e - o R

SP DNA sekvenci kodujici signalni peptid

X DNA sekvenci kodujici n aminokyselin, p¥idemZ n znamena
O nebo cele ¢isio 1 aZ pribli%né 10 aminokyselin,

RS restrikéni endonukleasove rekognizaéni misto pro v&lenéni
statistickych DNA'fragmentﬂ, ktereZ+to misto je na spojeni
Xn a8 Xn, ,

Xn DNA sekvenci kodujici m aminokyselin, pfifemZ m znamena
O nebo celé ¢islo 1 aZ pribliZné 10 aminokyselin,

(NZT)p, DNA sekvenci kodujici Asn-Xaa-Thr, pfiéemZ m znamena O
nebo ¢islo 1,

Xq DNA sekvenci kodujici g aminokyselin, pfi¢emZ q znamena
.mena O nebo celé &islo 1 aZ péibliZné 10 aminokyselin,

PS DNA sekvenci kodujici peptid definujici kvasinkové zpra-
covatelské misto a '

*gen* sekvenci kodujici heterologicky polypeptid.

12. Kvasinkovy expresni cilonujici vektor podle naroku 11,
vyznadc¢uiici s e tim, 2e n a/nebo m a/nebo g

znamena 1 nebo $islio vé&ts§i nez 1.

13. Kvasinkov? expresni clonujici wvektor podlie néroku 11,
vyznadcuijici s e t i m, Ze p zZnamend 1.

la. Zpusob podie naroku 11, vy znad¢uijicdi s e
t i m, 2Ze SP znamend DNA sekvenci kodujici o—-faktorovy signaini
peptid, signaini peptid my$ich siinnych 2ziaz, karboxypeptidasovy

signalni peptid nebo signaini peptid kvasinek BAR1,

15. | Zpusob podle né&roku 11, vy znadé¢uijici s e
t 1 m, Z2e PS je DNA sekvence kodujici Lys—-Arg, Arg-Lys, Lys-Lys,

Arg—Arg nebo lie—-Glu-Giy—Arg.

16. Zpusob podiz2  naroku 11, vy znaduijici 5 8

t i m , Z2e heterologicky peptid je voien ze soubcru zahrnujiciho




(€%
™

aprotinin, tnkaiovy faktorcvy inhibi+tor nsboe jing protezsove inhi-
bitory, insulin nebo insulinoveée prekursory, iidsky nebo hovézi
rastovy faktor, interleﬁkin,_glukagon, tkattovy plasmincgencvy ak-
tivator, transformagni rustovy faktor a nebo B, riastovy faktor

cdvozeny ed krevnich destié¢ek, enzymy nebo jejich funk#ni analogy.

17. Kvasinkovy expresni wvektor, vyznadéuijici s 8
t 1 m , Ze zahrnuje sekvenci
5 '-SP-X,—-statistickd DNA-X5z—(NZT) -X;-PS—*gen=—-3'
kde znamena
SP DNA sekvenci kodujici signdlni peptid
Xn DNA sekvenci kodujici n aminokyselin, p#i¢emZ n znamend

O nebo celé &¢islo 1 a% pfibli%né& 10 aminokyselin,

statistickd DNA fragment v&len&ny do restriké&nihe endonukleascového
rekognizaéniho mista ve spojeni X, a Xi a

RS restrik&ni endcnukleasové rekognizaéni misto pro v&lené&ni
statistickych DNA fragment@, kterédZto misto je na spojeni
Xn & Xun,

Xn DNA sekvenci kodujici m aminokyselin, pfidemZ m =zZnamena
O nebo celé &islo 1 a% pFibli¥n® 10 aminokyselin,

(NZT)y DNA sekvenci kodujici Asn-Xaa-Thr, pfi&emZ m znamena O
nebe &isle 1,

X DNA sekvenci kodujici q aminokyselin, pridem? g =znamend
menad ¢ nebo ceié &isic 1 a% p¥iblifnd 10 aminokyselin,

PS DNA sekvenci kodujici peptid definujici kvasinkcvé zpra-
covatelsk

&
s2kvenci kodujici hete:

*gan* rologicky polvpeptid,

prifZemz sekvance X-X koduje vedouci peptidovou sekvenci.

18, Zplsob podle naroku 17, v vy z na & ujic¢c i 5 2
t i m, Ze statisticky DNA fragment, zaflefisvany dn vekitoru, i=
Janomického nebe syntstického plvedu

19. Zpisab pedle naroku 17 nehn 12, v v z n a3 & a4 4 ¢ 1
s e T im, #2 statisticky DNA fragment ma d¢iku & aZ p¥ibliz-

KO

LD

.




20. Zpiusob podle naroku 17 a%* 19, vyzna¢unwjici s e
tri.m,-éejstatisticky,DNAm,fragmentzkpdujevyyngY podil polarnich

aminokyselin.

21. Zplsob podle naroku 17 a% 20, vyzna¢uijici s e
t 1 m, %e statisticky DNA fragment koduje alespoifi jeden prolin.

22. Zplsob podle naroku 17, vyznadc¢ujicil s e

t i m, %e a/nebo m a/nebo q znamena 1 nebo &islo v&t3i nez 1.

23. " Zplusob podle ‘naroku 17, vyznat¢euijicit s e

P zZnamena 1.

24, Zpisob podle naroku 17, vyznad¢uijici s e
t i m, %e SP znamena DNA sekvenci kodujici a—-faktorovy signalni
peptid, signalni peptid my$ich slinnych 2laz, karboxypeptidasovy
signalni peptid, signalni peptid kvasinek BAR1 nebo lipasovy sig—

nalni peptid Humicola lanuginosa nebo jeho derivat.

25. Zptisob podle n&aroku 17, vyzna¢tuijicit s e
t {im, %e PS je DNA sekvence kodujici Lys—Arg, Arg-—-Lys, Lys-Lys
Arg—-Arg nebo Ile-Glu-Gly-Arg.

26. Zpisob podle naroku 17, vyznae¢uijicil s e
t 1 m, %e heterologicky peptid je volen ze souboru zahrnujiciho
aprotinin, tkatovy faktorovy inhibitor nebo jiné proteasové inhi-
bitory, insulin nebo insulinové prekursory, lidsky nebo hovézi
rastovy faktor, interleukin, glukagon, tkafnovy plasminogenovy ak-
tivator, transforma&ni rastovy faktor o nebo B, rastovy faktor

odvozeny od krevnich desti&ek, enzymy nebo jejich funk&ni analogy.

27. Kvasinkova buifika schopna exprese heterologického polypep-
tidu a transformovana kvasinkovym expresnim vektorem podle naroku
17 a%z 26.

28. Zpasob produkce heterologického polypeptidu v kvasinkach,




vyznad¢uijicdi s e tim, Z2e se‘kultivuje kvasniéna

buttka, schopna exprese heterologického polypeptidu a transformo-

vana kvasinkovym expresnim vektorem podle narcku 17 a% 26 za

v&lenéni vedouci peptidové sekvence konstruované zpusobem podle
‘naroku 1, ve vhodném prost¥edi k expresi a sekreci heterologické-
ho polypeptidu, nade% se heterologicky peptid izoluje z prostre-
di.
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