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Hybridnf protein pro zabrén&ni granulace Z{rnych bunék
a jeho pouZit{
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Vyndlez se tyké hybridniho proteinu pro zabrdn&ni
granulace ¥irnych bun&k a jeho pouXitf,
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Alergické reakce okamZitého typu Jjsou cherakteristi-
cké .tim, %e dotyéri pacienti vytvo¥ili antit&liska typu
IgR vi¢i alergenim /nap¥{klad pyldm, roztodim v domécim
prachu, zvi¥ecim chlupim/. Tato antit&l{ska necirkulujf
vouze v krvi, ale jsou vdzdna také na bunky tkén{, které
maj{ specificky receotor pro &ist IgE-molekuly, Fe-frag-
ment, v membrén& plasmy /Fishman a. Lorberboum-Galski,
1997; Hamawy, M.M. 1997/. BuRky s IgE-receptory jsou vy-
lu&n& 7irné bunky a basofily., Tyto bufiky jsou bufky efek-
toru oro alergické reakce okam¥itdho tyou. Tyto Tyto hro-
mad{ vesikula, kterd obsahujf{ vasoaktivn{ sminy, stejni
tak Jako prostaglandiny a leukotriny/ derivdty kyseliny
arachové/, Uvolhovédnt t¥chto l4tek, kterd vede k degranu-
laci #{rnych bun&k, se d&je specifickym a nespacifickym
mechenismem, JestliZe se bunky machanicky rozru3f{, nap®{-
klad Skrédbnutim na k8%i, uvolnf se nespecificky histamin.
KiZe rény zlervend. Tvo*{ se otoky /edeny/ a kii¥e svddfl
/triple resnonse/. Létky, kteréd uvolfiujf specificky hista-
min jsou 4¥inné v relativn¥ malych koncentracich s vy volé-
vajf nésledujfct vPetdzac symptomi: aktivaci fosfolipdzy
C, - tvorbu second messenger diacylglycerolu’a 'IP3'-,
mobilizaci vépnfku z bun&¥njych zdsob, snlynut{ granulf s
membrénou%uﬁky- exocytézu granul{ bez cytolyzy- vjménu
sodfku za pozitivn& nabity histamin z komplexu s heparinem
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a zédsaditym proteinem - uvolnovén{ histaminu z matrice gra-
nule. JestliZe dojde ke styku mezi Zirnymi bunkami alergi-
ka a alergenem, tak se IgE-molekuly navd¥ou na povrch bunky
tohoto alergenu. Jestli?e sa navéd¥e dostatelny podet molekul
alergenu dojde k agregaci receptord v membrénd plasmy. Agre-
gace je specifickym popudem pro vyvoldn{ vyse popsané kask&-
dy signdld uvnit® bunky. Uvoln&né 14tky vyvolajf alergické
n¥*{znaky /zén&t svnojivek, rymu, astma, otok hrdla, joo¥ivku,
sniZent tleku krve a¥ do vyrazndho anafylaktického 3oku/.
Peptidy, které jsou obsaZeny ve vielim jedu, Jjako nap¥iklad
mast cell degranulating veptide /MOD/, vyvoldvajl rovn&Z de-
granulaci Zirnych bun&k. I né&kterd 14&iva zplsobuj{ specifi-
cké uvolnén{ histaminu Jjako ne¥sdouc{ "&inak. U 1idf je uvol-
novédn{ histaminu popséno pro nro nrost®edky oro uvolnovén{
svall, dextrany, kyselinu acetylosalicylovou /Aspirin/, mor-
fin, antibiotika, kontrastn{ prost¥edky pro rtg, ciz{ séra
atd,

JestliZe se zabrdn{ splynut{ vesikul s membrdnou plas-
my, tek nedojde k uvoln&n{ amind a kyseliny arachové. Né-
sledn& se nespust{ ¥édné alergické reskce. Procesu sekrece
pop*{pad& uvolnovén{ se U&astn{ ¥ada proteind / fdznf pro-
teiny/, které mohou byt vézény na membrény sekrednich vesi-
kul a/nebo na membrénu plasmy. Mohou se také nachdzet v cy-
tosolu. X té€mto nroteinem pat®{ SNAP 25, synaptobrevin /VAMP/
a syntaxin oop*f{oad® jejich isoformy. Tyto proteiny tvo¥{
kompolex /fuizn{ komolex/, ktery fixuje sekreint vesikul na
vnit¥n{ stran& membrdny plasmy. Fixace predchézf splynut{
vesikula s membrénou plasmy, kterd byla vyvoldna vtokem Ca' '
zorost¥edkovanym IgE. Inaktivac{ jednoho z proteind, patrné&
proteolytickym St&penim, se zabranf tomu, aby se vytvovil
komplex,

U nervovych bun&k jsou jak je zndmo uvedené fiznf pro-




teiny cflové molekuly /substréty/ lehkych ¥et&zcd neuro-
toxinG, které Jsou vyrdb&ny bacilem Clostridium botuli-

num /Ahnert-Hilger a. Bigalke, 1935 und Bigalke, 1999 in
press/. V této dob¥ je také zndmo sedm typd toxind botu-
linu /A,B,Cl, D, E, F a G/. Zmin&ny synaptobrevin je kro-
m& toho i c{lovou molekulou pro TeNT /Link et al.,1993/,
ktery je orecdukovén Clostridium tetani, stejn& tak Jjako

pro protedzu z Meisseria gonorrhoae /Binscheck et al.,
1995/, Toxiny, krom& t&ch, které byly jmenovény Jjako po-
sledn{, sestdvajl nejmén& ze dvou funkénich domén, C-ter-
mindlni ¢dst proteinu /t&¥ky vetdzec/ je zedpovddnd za

svou vazbu na nervovou bunku, zatim co N-termindln{ &dst
/lehky tetdzec/ se vyznaduje vy¥e popsanou vysoce speci-
fickou proteolytickou aktivitou., Toxiny se véd¥ou pres svij
t&Zky Petdzec na nerovové bunky a ndsledujfc{ translokact
do cytosolu, kde se 3t&p{ jeden nebo vice uvedenych fdiznich
proteind, které Jsou konstitu¥ni pro fizn{ komplex., Po §t&-
vent stdvajiciho proteinu se zabréni sakraci acetylcholi-
nu poo*fpadé jinych p*ena%ed’ z nervovych bundk /Binscheck
und Wellhoner, 1997/.

Zébrana vyt¥epdéni p¥enalele se ji% terapeuticky vyuZi-
- vd pro lé&eni dystonickych ovoruch hybnosti stejné tak Jako
oro ovotladen{ nadm&rnych parasymoatickych aktivit /Benecke
und Kessler, 1935/. Pro Clostridien-neurotoxiny nejsou zné-
my ?édné jiné biologické substréty krom®& fiznich proteind.
T&Zké *et&zce maj{ vysokou afinitu k perifernim narvovym
bunkém, tak¥e se s nimi svdzané lehké ¥stdzce se dostanou
pouze do t&chto bun&k a v nich jsou d&inné- adkoliv Jjiné
typy bun&k, ve kterych probfhajf sekrednf procesy, maji
vy8e uvedené substrdty, ale $4dny mechanismus pro p¥ijmu-
t{ protedzy /Marxen et al.,1989/. nap¥fklad ¥{rné bunky
a basofily,
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Jedna forma proveden{ vyndlezu se tykd hybridn{ho_pro—
teinu zahrnujictho nebo sestdvajiciho =z

/i/ jednoho o sob& zndmého proteinu, ktery se védZe o
sobd zndmym zpisobem na ¥{i{rné bunky a/nebo basofily a/nebo
Jje jimi zachycovén, '

/ii/ o sob& zndm# protedzy, kterd 3tépl jeden nebo n&-
kolik proteinu sekre&nf{ho apardtu Z{rnych bun&k a/nebo baso-
fily-

Dal&t forma vyndlezu se tykd hybridnfho proteinu zahr-
nujiciho nebo sestdvajlctho z

/1/ orcteinu, ktery se vé¥e na ¥{rné bufiky a/nebo baso-
fily a/nebo je jimi zachycovédn, p¥idem¥ protsin /i/ je vy-
brén z ndsledujfc! skupiny:

IgE:

fragment IeG, zejména fragment IgE-Fc;

antitél{ska vi&i IgE-receptoru ¥frnych bundk a/nebo ba-

sofil;

Fragment antit&l{ska proti IgE-receptoru #{rnych bun&k

a/nebo basofil, zejména Fab-fragment;

Antit&l{ska proti kandlu draslfku specifickém pro ¥{ir-

né bunky; a inaktivnf, als navazujfci{ se MCD-peptid, a

'/%i/ oprotedzy , zejména o sobd zndm4 protedzy, kterd
8t&p{ jeden nebo n&kolik proteind sekredntho apardtu Z{rnych

buné&k a/nebo basofilﬁ

Dals${ forma provedent vyndlezu se tykd hybridntho pro-
teinu, zahrnujfetho nabo sestdvajictho z:

/1/ proteinu, zejménao sob¥ znsmého proteinu, ktery se
vé¥e na ¥irné bufky a/nebo basofily a/nebo je jimi zachycovén,
zejména o sob¥ zndmym zpisobem, a




/1i/ protedézy, kterd ¥t&pl jeden nebo nékolik pro-
. tein® sekreintho apardtu Zirnych bun&k a/nebo basofil, p¥i-
tem¥ protedza /ii/ je vybréna z ndsledujfci skupiny:

lehky tetdzec toxinu Clostridium botulinum, zsjména
tyou A, B, C1l, D, E, F nebo Gy

katalyticky aktivn{ fragment lehkého Fet&zce toxinu
Clostridium botulinum, zejména typu A, B, C, D, E, F
nebo Gy .

lehky. Fetézec toxinu tetanu /TeNT/;

katalyticky aktivni fregment lehkého ¥et¥zce toxinu
tetanu} A

IgAh-protedza Neisseria gonorrhoae; a

katalytické domeny IgA-protedzy Neisseria gonorrhoae.

Hybridn{ protein podle vyndlezu miZe byt charagkteri-
zovén tim, ¥e protein /i/ je vybrén z vySe uvedené skupiny
proteinu a vrotsdza /ii/ Jje vybréna rovnéZ z vyle uvedené

skuoiny protedz.

Hybridn{ protein podle vynélezu miZe byt ddle charak-
terizovédn t{m, ¥e dodatein® k lehkdmu ¥et&zci toxinu Clo-
stridium botulinu nebo toxinu tetanu je i N-termindlnf
gdst t¥F¥kého ¥et&zce doty&ného toxinu /HN-fagment/‘ nebo
jeho fragment &4st{ hybridnfho proteinu.

Konedn& se forma proveden{ vynélezu tykd pouZitf{ hy-
bridntho proteinu podle vyndlezu pro zabrénéni granulace
Firnych bunék,

Jestli¥e by se usmrtily. v3echny Z{rné bunky, vyvsta-
lo by nebezpel{?e dojde k alergicksmu Soku, kdyZ by odu-
m¥elé ¥irné bunky uvolnily nahromad&né endogenn{ aminy.
Dédle simuluje ibytek podtu Zirngych bun&k novou syntézu
t&chto bun&k, které Jjsou potom op&t k dispozici pro aler-
gick4 reakce, Hybridnf protein podle vyndlezu se tfm 1i3{




z&k1ladn& od zndmého konjugdtu IgE-Fec/pseudomonas-exotoxinu,
ktery inhibuje svou ADP-ribosylilovou aktivitou syntézu pro-
teinu a tfm vyvoldvé smrt bun&k /Fishman a. Lorberboum-Gal-
ski, 1997/. Neproti tomu m2glsiZ{ hybridn{ protein podle vy-
ndlezu pro usmrcenf ¥{rnych bun&k. Bunky zistévajf spiSe po
pdsoben{ vitdlnf a ztrdcf pouze schopnost uvolnovat vasokon-
striktivnf aminy. Nedochdz{ ke stimulaci nové syntézy. P¥i
terapeutickédm vou¥itf{ se zabrénf moZnym toxickym vedlej3im
W&inktm, které je mo¥né ofekdvat u konjugdtu, ktery Jje zaloZen
na kompletnf{m cytotoxickém toxinu Pseudomonas nebo ne srovna-
telném cytotoxinu,

Predmétem vynélezu mi¥e byt tedy konjugdt /hybridni pro-
tein/, sestdvajici{ z /i/ proteinu nebo peptidu /transportni
protein/psptid/ s vysokou afinitou k ¥irnym bunkdm/basofilim
a /ii/ spscifické protedzy, ktery blokuje degranulaci pop*i{-
pad& sekredn{ mechanismus bundk. Konjugét slouZ{ k 14&ent/
/profylaxi alergickych reakci,okam#itého typu.

/i/ Jako vysoce affinnf, ?{rné bunky vézajlci sloZka
konjugdtu se pouZ{ivé zejména Immunglobulin typu E /IgE/ po-
p¥ipad® jeho fragmenty / nap%{klad Fc-fragment/. Ddle se po-
u¥fvajf i antit&liska proti specifickym povrchovym molekulem
*irnyeh bundk/basofil, které se védZou selektivné na Jejich
membrénu plasmy. PPedevdfm splnuj{ tento tdel ajtitéliske pro-
ti IgE-receptoru. Ddle se majf{ pou?ivat inaktivni, ale vdza-
jfc{ mutanty mast cell-degranulating peptidu jako transport-
nt peptid v hybridnim oproteinu. Tyto transportn{ peptidy/-pro-
teiny slouZ{ k tomu, aby vyplavily protedzu do bunék. Zato
orotedza $t&p{ ve fiznim komplexu Z?{rnych bunék vysoce speci-
fick$ proteiny, které zavdd&j{ degranuladni mechanismus bu-
nék.

/ii/ Jako vysoce specifickd protedza slouZ{ metallopro-
teindza, nap¥iklad lehky ¥et&zec toxinu botulinu typu A, B,
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C,D.E.F nebo G /BoNT/X/ stejn& tak Jako toxin tetanu /TeNT/
nebo IgA-protedza z Neidseria gonorrhoae. Tyto protedzy
§t&pi synaptosomal-associated protein /MR 25.000/ /SNAP 25/,
Syvnaptobrevin nebo Syntaxin, JestliZe se 3tépi pouze Jjeden
ze jmenovanych proteint/pepntidd, zabrsn{ se degranulaci ¥{ir-
nych bun¥k. Potom nedojde jiZ k ?8dné sekreci histaminu,
prostaglandind a leukotriend, a nembZe Ji?¥ dojit k alergic-

k¢m symptomim,

V predlo¥eném vyndlezu se mohou netoxické lehké tetéz-
ce toxin® spojovat s transportnimi proteiny, které se véZou
vyludnd na #{rné bunky pop¥fnad® basofily & proto Jjsou pouze
t&mito zachyceny, p*idem? lehké %etézce se tak YTeleno dosta-
nou soudasnd do takovychto bunék jako jezdci po skluzavces
To nervovych bun&k nebo jinyech typd bun&k organismu nemohou
vnikout, tak¥e d&inek na ¥{rné bunky a basofily zlstane ome-
zahy. Jestli?e je jeden z t&chto substrdtd proteologicky
obsahujic{ch bunék
s alergeny nebo jednim ze shora uvedenych 148iv #4dné aler-

rozruden, neobjevi se po styku této IgE

gické symptomy.

Jako proteiny vézajfc{ specificky #{rné bunky se pou?i-

vaji:

1/ immunoglobuliny tyou E, jejich fragmenty typu Fe,

2/ antit&lfska oroti receptoru IgE,

3/ mast cell-degranulating peptide a

4/ antit&l{ska proti kandlu drasl{ku spacifickém pro Z{rné

bunky.

K uvedenym proteinim lze poukdzat na nédsledujfci stav
techniky:
- IgE Helman /1995/

- fragment IgE-Fc Helman /199%/
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- antit&l{iska proti IgE-receptoru ¥{rnych bun&k/basofil,
antit¥l{ska proti kandlu drasliku specifickém pro Zirné

bufiky, Fab-fragment antit&l{ske; p¥i tom se jednd o stan-
dardnt zplisoby, kterd jsou popsény v:

MCD peotid

Gmachel a. Krell /1995/

inaktivn{ ale vézajic{ mutanty

1

Mutovany peptid se vyrob{ standardnim zplsobem:
Nichol D.S.T. /193%/

lehké “atdzce rdznych toxind botulinp tyou A aZ G:
Binz et al. /1930/

lehky %eté&zec toxinu tetanu
Eisel et al. /1989/

IgA-pmotedza

Bruscheck ot al. /1995/

Snojen{ obou slo¥ek / transportnfiho proteinu a prote-
ézy/ se provéd{ rlznymi zpisoby:

Nejd*{ve se lejky Yet&zec toxinu chromatograficky
gist{. Lehky %etdzec je zcela netoxicky, protoZe po odde-
lenf{ od t&%kého vtetdzce, neurotropniho transportniho pro-
teinu, se nemdZe dostat do nervovych bunék a extracelular-
n{ / mimobun&&ny/ extrakt nen{ p*{tomny. Lehky ¥*et&zec
se potom snojf chemicky s proteiny &ty¥ vézajicich Zirnych
bun&k na konjugdt, ktery se dostane do cytosolu #{rnych
bun&k. Tam %t&p{ lehky vet¥zac jejich substrdt, naleZ Jje
blokovdna sekrece histaminu a Jjinych 1ldétek. Druhd cesta
syntézy konjugétu spodfivd v tom, Ze gen pro lehky tetézec
se spojl s genem pro jeden ze &ty¥ proteind spojujfcich
¥{rnou buhku, tak¥e se ve vhodnych hostitelskych bufikdch
exprimuje hybridn{ protein. Tento biotechnologicky vy-




rdbény hybridn{ protein by mél analogicky jako konjugét
vyrobeny ze dvou proteinovych slo¥ek blokovat sekredni
proces ze ?irnych bun&k.

Vyroba hybridnich proteind Jje sama © sobé znémym
zolisobem, zejména V oblasti 1éteni ndédord /Vogel, C.W.,

1987; Magerstedt, M., 1991/, V tomto terapeutickém koncep-
tu se antit¥lisko proti povrchovym proteinim bun&k nédoru
spoji s cytotoxickym proteinem, nap*{klad ricinem, toxi-
nem z&é¥krtu, aby se usmrtily rekovinové bunky. MNové na
tomto p¥edstaveném zpisobu podle vynélezu je pouZfitf spe-
cifickych protedz pop*{oadé proteolytickych domén v hybrid-
nich proteinech pro- zabrénént degranulace ¥irnych bunék

a t{m opro antialergickou terapii. S t&mito hy bridnimi pro-
teinv se dé nejenom zabrénit silng ovliviujicim alergickym
symotomim /senné rymé, astmatu a neurodermitidém / vleklym
ohranifenym svi&divym zén&tdm xdse//, tyto by se mohly také
poddvat i profylakticky pro zabréngn{ alergickych reakct

v rdmei taraoie pomoci Zivot zahrafujtefch 14%iv., Kromé to-
ho by mohly zabrérit alergickym symptomim, ke kterym do-

chéz{ p*i desenbilizaci.

-——-_—-_...—-—————————-——-—.——_—-—

p¥{klad 1:

Syntéza nhybridnfho proteinu z IgE a lehkého *et&z-
ce BoNT/ A | |

Vy¥ist&ny toxin botulinu /5,0 mg/ typu A byl po
ekvilibraci v 15 mM tetraboritanu sodného a 30 mM fos-
forednanu, pH=8,4, nanesen na QAE-sevhadexovy sloupec
/1,0%3,0 cm/, ekvilibrovany stejnym pufrem. Sloupec byl
potom vromyt 10 ml 120 mM dithioerythrolu, 2 M motoviny @

1 mM EDTA a pies noc inkubovény. Potom se lehky tetézec
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eluoval ze slouvce 10 mM borédtového pufru a dialyzovén
oroti 20 mM fosforefneru, pH = 7,0,

Immunoglobulin E /Ratte/ se koupil., 10 mg immunoglo-
bulinu se ¥t¥pily 50 ug papainu v 1 ml fosfore&nanového
oufru /4 °c p*es noc/. F,-fragment se gistil pres gelovy
filtra¥n{ sloupec Sephakryl $200, 3,0 mg vy&éist&ného F, -
fragmentu se inkubovaly 16 hodin se 3,0 mg vy&igténého
lehkdho %etdzce toxinu botulinu s 10 mM bifunk&ntho agens
dithiobissukcinimidyloropiondtu ve 2 ml fosforetnanu sod-
nénho, oH=7,0, Takto zesyntetizovany hybridn{ protein se &i-
stil gelovou filtract /Sephacryl S200/ a jeho Cistota se
analyzovala SDS-gelovou elektroforszou.

Zébrana degranulace Firnych bundk se zkoudi ve dvou
pokusnych vsézkéch, V prvni vsdzce se inkubujt #¥{rné bunky
z krys s hybridn{ molekulou, a notom se stimulovalo uvol-
Fovan{ histaminu. Stimulace se provéd{ specifickymi libera-
tory histaminu, Jako MCD-peptidem a Concanavalinem A / po-
slednf je poukusn® vyu¥ité ldtka/, poo¥ipadeé p*imym zvySe-
n{m intraceluldrn{ koncentrace védpniku. Poslednf se z{ska
injekc{ vépniku do jednotlivé ¥{rné bunky. Tim se zost®{
vy&e voosanéd kaskdda signdld, nebof zvyseni koncentrace
védpn{ku je krokem v sekre&nim procesu, oo kterém ndsleduje
fize vesikul, Degranulace Z{rng bunky, kters zobrazuje
oodt uvolhovéni histaminu, se sleduje ve fdzové kontrast-
nfm mikroskoou. Ddls se uvoln&ny histamin miZe kvantifiko-
vat pomoc{ md¥eni fluorescence. Kone&nd se miZe stabovit
elektrofyziologicky zv&t3en{ #{rné buniky, které Jje zplso-
beno ulo¥en{m membrén vesikula do membrény plasmy p¥i de-
granulaci., V bunkéch ofet¥enych hybridnim proteinem nedo-
jde v protikladu ke kontrolnim bufikdm 1. ?4dnd morfologicka
zména, 2, nedojde k ¥ddnému zesflen{ fluorescence v p¥esahu
pundk a 3. nedojde k ?dédnému zvétdent bun¥k, T{m se miZe
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prokézat, Ze uvolnovénf histaminu Jje blokovdno hybridnim
proteinem., '

Ve druhé vsdzce se hybridni protein injikuje Zivym
krysdm. Krysy se po n&kolika dnech usmrti a jejich Zirné
bunky se ziskaj{ obvyklymi metodami. Degranulace pop*i-
pad® uvolnovén{ histaminu se stanovuje stejn& Jjako je to
vy8e poovsdno. V této vsdzce se zkoud{, Jjestli se konjugét
mdZe i v ?ivém zviveti dostat do kompartimentu, ve kte-
rém se nachézej{ ¥irné bunky, a zda je tam inaktivuje.

P»{klad 2

Vyroba rekombinantniho hybridniho proteinu spojenim
genu oro lehky %etézec Clostridium botulinum typ A s genem
pro immunoglobulin E pop¥ipadé& jeho fragmenty /Fc-frag-
ment/

Gen pro lehky *et&zec toxinu botulinu A se izoluje
pomoc{ vhodného primeru pPas PCR / polymerace chain re-
action/. K tomu se pou?ije kultura Clostridium botulinum
typu A, ze které se preparuje DNA, Z publikované sekven-
ce genu toxinu /Hinz et al./ se odvozuje orimern{ pér a
pomoc{ PCR se amplifikuje gean pro lehkou podjednotku. Po-
tom se tento gen klonuje nodle ddajd vyrobce v komerdnim
exoresnim vektoru pQE.

Gen pro Fc—fragment huménnfho immunoglobulinu E /Hel~
man L./, se izoloval pomoc{ PCR z komerin{ banky cDNA =
v konstruktu vektoru se fizuje s genem pro lehky Yetdzec
toxinu A botulinu,

S timto konstruktem se transformuj{ kompetentni M15
bunky /E. coli/. Vzhledem k tomu, ¥e tomto expresnim sys-
tému jsou insertované geny opat¥eny "his-tag", ¥istf se
rekombinantn{ protein p¥es Mi-afinitn{ sloupec. Na ddklad-
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né ¥isténi navazuje gelové filtrace pres Sephacryl 5300.
Testovén{ biologické ektivity se provéd&lo ooét na izolo-
vanych ¥irnych bunkdch in vitro.

P¥{klad 3

Vyroba rekombinantn{ho hybridniho proteinu spojenim
genu pro lehkou podjednotku toxinu tetanu s mutovanym genem
pro mast cell degranulating paptide /MCD/

ngekvence pro "Mast Cell Degranulating Peptide", 22mer
je znéma /Gmachl/, M, und Kreil, G./. Na zdklad® toho se
syntetizuje rorespondujici oligonukleotid.

Pro izolaci sekvence lehk$ nodjednotky toxinu teta-
nu byla vytvo¥ena kultura C+» tetani a z té byla z{skéna
DNA. Ze zndémé sekvence kyseliny nukleové toxinu tetanu
byl zf{skdn orimér pro PCR a tim gen pro lehkou podjednotku

toxinu.

Jok je poosdno v p¥ikladu 1, byly ob& sekvence kyse-
liny nukleové fizovadny v expresnim vaktoru oQU a potom
v E. coli. Hvbridn{ protzin, ktery byl op&t opat¥en his-.
tag se &istil afinitni chromatografii a ndsledujici gelo-
vou chromatografif. Vyti%t&ny gen pro Mast Cell Degranu-
lating Peotide se chemicky syntetizoval s bodovou mutaci
v aktivn{ domén& peptidu. Gen se spojil s genem pro leh-
xy vetdzec toxinu tetanu. Hybridn{ protein se exprimoval
v §. coli a &istil., Takto vyrobeny nybridn{ protein se
zkousel Vv Mastcell-Degraenulating-Assay.

P¥iklad 4

Vyroba rekombinantn{ho hybridntho proteinu “pOmoci
soojeni genu pro F -fragment IgE s genem pro IgA-.protedzu
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Gen pro Fc*fragment IgE, se izoluje stejné& Jjako to by-
lo popsdno v p¥fkladu 1.

Gen pro IgA-protedzu z N-gonorrhoae je zndm. Z toho se
odvod{ primer, a z preparace kyseliny nukleové z N-gonorrhoae
byl pomoc{ PCR z{skén gen pro specifickou protedzu.

Ob& kyseliny byly intergrovény v komerénim vektoru po-
dle udejd vyrobce a hybridni protein se &istil afinitn{
chromatografif{ /viz o¥iklad 2/.

Inhibitorickd aktivita se prokazovala op&t na izolo-
vanych ¥irnych bunkéch /viz vyde/.

P¥»{klad 5

Vyroba hybridniho proteinu, ktery sestdvda z Fab-frag-
mentu antit&l{ska proti IgE-receptoru a lehksho ¥etézce
toxinu typu B.botulinu,

Monoklonované antit&l{sko pnroti IgE-receptoru na Zir-
nych bunkéch se koupilo & chromatograficky se dolistilo.
0,5 mg antit&liska se konjugovalo s 0,4 g vy&i3té&ného leh-
k4ho Yet¥zce toxinu B botulinu. Lehké podjednotka byla po
prevaraci neurotoxinu , stejnym zptisobem Jjako to bylo po-
nsdno v p¥{kladu 1, izolovdna $t¥penim neurotoxinu a nésle-
dujfcim &i¥t&nim p¥es iontomé&nilovou chromatografii,

Oba proteiny / lehkd podjednotka toxinu typu F a mono-
klonované antit&lisko/ se spolu spojily s bifunkinim &ini-
dlem. Za tim d¥elem se izolované proteiny inkubovaly s 10 mM
maleinimidobenzoyl~N~-hydroxysukcinimidoesteru. Hybridni pro-
tein se potom &istil ge_lovou filtraci p%es Sephacryl S300
aby se zbavil nekonjugovanych proteint.

Na izolovanych ¥irnych bunkéch se op&t ukézalo, Ze syn-
tetizovany hybridnf protein inhibuje sekreci histaminu.
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1, Hybridn{ protein zahrnujfcf nebo sestdvajfc{ z

/i/ z jednoho o sob¥ zndmého proteinu, ktery se véZe o so-

/ii/

/i/

/ii/

/1/

/ii/

b& zndmym zplsobem na ¥irné buiky a/nebo basofily a/
/nebo je jimy zachycen a

0 sob& zndmé protedzy, kterd 3tdpf jeden nebo ndkolik
proteind sekrednfho apardtu #{rnych bundk a/nebo baso-
fild.,

2., Hybridn{ protein, zahrnujf{c{ nebo sestdvajfct z
proteinu, ktery se vd¥e na ¥{rné bunky a/nebo basofily
a/nebo je jimi zachycen, p*i&emZ protein /i/ je vybrén
z nédsledujfc{ skuniny

IgE,

fregmentu IgE, zejména fragmentu IgE-Fc,

antit&l{sek proti IgE-receptoru ¥irnych bundk a/nebo
basofilam, |

fragment antit&l{ska proti IgE-receptoru ¥{rnych bun&k
a/nebo basofilim, zejména Fab-fragment,

antit&l{ska proti kandlu draslfku specifickdm pro ¥frné
bunky a inaktivnfho, ale vézajfctho MCD-peptidu a
protedzy, zejména o sob& zném$ protedzy, kterd éfépf
Jeden nebo n&kolik proteind sekreinfho apardtu #¥irnych
bun&k a/nebo basofil

3. Hybridnf protein, zahrnujfc{ nebo sestévajfc{ z
proteinu, zejména o sob& zndmého proteinu, ktery se véZe
na ¥{rné bunky a/nebo basofily a/nebo je jimi zachycen,
zejména 0 sob® zndmym zplsobem, a |
protedzy, kterd 3t&pf Jjeden nebo n&kolik proteind sekr-&-
ntho apardtu Z{rnych bun&k a/nebo basofily, p¥ilem? pro-
tedza /ii/ je vybrdna z nédsledujfc{ skupiny:



lehky ¥et¥zec toxinu Clostridium botulinum, zejména ty-
pu A, B, C, D, E, F nebo G,

lehky ¥Peté&zec toxinu tetanu /TeNT/,

katalyticky ektivnf fragment lehkého ¥Pet&zce toxinu te-
tanu,

IgA-protedza Neisseria gonorrhoae, a

katalytické domény IgA-protedzy Neisseria gonorrhoae.

4. Hybridn{ protein podle ndroku 2 nebo 3, vy -

4

znacujicl se tim % se protein /i/ vybere

ze skuoiny podle néroku 2 a protedza se vybere ze skupiny
podle nédroku3,

5. Hybridnf protein podle nsdroku 4, vy zna?¢u -

v

Jfci se t{m % dodate&n& k lehkému ¥etdzei to-
xinu Clostridium botulinum nebo toxinu tetanu je i N-ter-

mindln{ Zdst t&¥kého Hetdzce doty&ndho toxinu

/Hy-fragment/
nebo jeho fragmsnt &&4stf hybridntho proteinu,

6. Pou?itf hybridntho proteinu podle jednoho z nédroky
1 a? 5 pro inhibici degranulace Zirnyeh buné&k,
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