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Zpusob vhodny pro produkci 1latek, jejichZz zdklad tvofi

dipeptid

Oblast techniky

ZpUsob vyroby latek, jejichZ meziprodukt je dipeptid.

Dosavadni stav. techniky

Popisuje se produkce latek ve velkém méfitku, které jsou
alespon zC&&sti zaloZeny na meziproduktu, kterym je dipeptid.
‘Dostupnost velkého mnozZstvi dipeptidu umoZiiuje nizké néklady.
Pro tento U&el se mohou pouZit dipeptidy vlastné libovolnych
aminokyselin pfipravené synteticky, avSak syntéza dipeptidu
miZe byt <Casové ndrocnd a nadkladnd, coZz redukuje ucinnost
produktu vyroby a zvySuje ndklady na vyrobu. Tyto nevyhody
hraji zvlasté dileZitou ulohu pfi vyrobé latek zaloien?ch na

meziproduktu, kterym je dipeptid, ve velkém méritku.

Podstata vyndlezu

Popisuje se postup vyroby latek, jejichZ meziprodukt je
dipeptid. Uvedené 1latky se vyrabéji metodami genového
inZenyrstvi ze syntetické sekvence DNA nebo z pfirozené se
vyskytujici sekvence DNA. Oba druhy uvedenych sekvenci kéduji
protein nebo peptid, ktery ma& specifické repetice dipeptidové
sekvence. Dipeptidové meziprodukty se uvoliuji 2z vétsiho
proteinu nebo peptidu, déle se zpracovavaji za vzniku konecné
'ﬁiétky. . » . I,

Dipeptidové meziprodukty vznikaji v rekombinantnich

hostitelskych bunikdch expresi rekombinantni molekuly DNA,
ktera kéduje nejméné jeden dipeptidovy meziprodukt.
Rekombinantni molekula DNA miZe byt bud syntetickd molekula
DNA nebo pfirozené se vyskytujici sekvence DNA. DNA kédujici
dipeptid se klénuje do expresivniho vektoru za Ulelem exprese

v rekombinantni hostitelské burice. Po expresi v




rekombinantnim hostiteli se dipeptid izoluje =za U&elem
dal3iho zpracovéni. Pfed izolaci dipeptidu miZe byt nezbytné
oddélit dipeptid od vét3iho polypeptidu. Vét3i polypeptid,
ktery obsahuje dipeptidovy meziprodukt miZe zahrnovat vice
repetic sekvence dipeptidu nebo se miZe vyskytovat v Jjedné
nebo vice kopiich, jako &&st vétSiho proteinu obsahujiciho
aminokyselinové sekvence, které nejsou dipeptidovou sekvenci.
Repetice dipeptidové sekvence se mohou rozdé€lit na jednotlive
dipeptidy enzymatickym nebo chemickym Stépenim. Jednotlivé
dipeptidy se pak mohou dale ¢&istit za WGelem dalsiho
zpracovédni. Rekombinantnimi hostitelskymi burikami, které se
pouzivaji k produkci dipeptidu, mohou byt libovolné
hostitelské bunky, které jsou schopny exprimovat
_rekombinantni molekuly DNA. Odbornikovi je <&asto jasné, Ze
prakticky libovolny rekombinantni hostitel Jje vhodny pfi
pou?iti v procesu podle vynalezu. Preferované hostitelské
- butiky zahrnuji, ale nejsou limitovény na bakterie a buiiky hub
‘mezi né&% patfi kvasinky. Bakteridlni a hostitelskeé bunky hub,
které jsou pouZitelné podle vyndlezu a jsou bé&Zné& dostupné
zahrnuji, ale nejsou limitovdny na Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris, Escherichia coli, Aspergillus niger,
Streptomyces lividans a Bacillus subtilis.
_ Odbornikam je také =zrejmé, Ze expresivni vektory pro
expresi DNA kédujici dipeptid miZe byt v podstaté libovolnyv
_expresivni vektor pouZitelny 've¥évxpraPYCh hostitelskych
burikdch. Preferované vektory zahrnu{i;nélé nejsou omezeny na
ty, které jsou pouZitelné v bakteriich a v buiikach hub, mezi
né? patfi kvasinky. Bakteridlni a houbové expresivni vektory,
které jsou vhodné pfi pouziti podle:. vyndlezu a jsou bézZné.
bdostupné, zahrnuji, ale nejsou omezeny na ty, jeZ jsou zde
uvedeny. v

Oddéleni dipeptidu od zbyvajicich dipeptidovych sekvenci
nebo oddéleni jednotlivych dipeptidd od dipeptidovych repetic




probéhlo enzymaticky za pouZiti enzymu, ktery Stépi
polypeptid ve vhodném misté, aniz dojde k poruseni
dipeptidového meziproduktu. Enzymy vhodné pro pouZiti v
uvedeném procesu podle vyndlezu jsou bé&zZné dostuphé nebo se
produkuji v organizmu, kter§y mA& vhodnou enzymatickou
aktivitu. Vybér vhodného enzymu zavisi na skutednosti, zda
bude exprimovédna ur&itd dipeptidova sekvence. ,
Dipeptid se mliZe izolovat bud pfed nebo po jeho separaci
od zbytku polypeptidu nebo od repetic dipeptidu. V procesu
podle vynalezu se mohou za G&elem izolace pouzit standardni
chromatografické metody, mezi néZ pat#i, ale nejsou omezeny
na frakcionaci soli, iontoménicovou chromatografii,

vyluCovaci chromatografii na z&kladé velikosti, adsorbéni

‘chromatografii na hydroxylapatitu a chromatografie na zakladé

hydrofébnich interakci,

Klénovand DNA ziskand zde popsanym zplisobem miZe byt

rekombinantné exprimované molekuldrnim klénovanim do |

‘expresivniho vektoru, ktery obsahuje vhodny promotor a 3jiné

vhodné elementy, jeZ reguluji transkripci. Tento vektor se
zavede do prokaryontnich nebo ’eukaryontniéh hostitelskych
bunék za Ucelem produkovat rekombinantni peptid. Zpusob -
takovych manipulaci se popisuje v publikaci Sambrook,J. et
al., (citace uvedena shora) a jsou v oboru dobfe znamy.

Expresivni vektory se zde definuji jako sekvence DNA,

které jsou nutné pro transkripci klénovanych kopii geni a'pro

translaci jejich mRNA ve vhodném hostiteli. Takové vektory se
mohou pouZit pro expresi eukaryontnich gend v rlaznych
hostitelich, jako jsou bakterie, sinice, rostlinné buifiky,
hmyzi bunky, bufiky hub aizvifeci bunky.

Specificky vytvorené vektory umoZiuji p#enos DNA mezi
hostiteli jako jsou bakterie-kvasinky nebo bakterie-zvifeci
bunka nebo bakterie-burika hub nebo bakterie-buiika obratlovcu.

Vhodné konstruovany expresivni vektor by mé&l obsahovat:




pocatek replikace pro autonomni replikaci v hostitelskych
bunkach, selekéni markery, omezeny polet pouZitelnych
restrikénich mist, potencidl pro tvorbu vysokého po&tu kopii
a aktivni promotory. Promotor se definuje jako sekvence DNA,
kterd £idi navazani RNA polymerdzy na DNA a inicijuje syntézu
RNA. Silny promotor je ten, ktery inicijuje mRNA ve vysoké
frekvenci. Expresivni vektory mohou zahrnovat, ale nejsou
omezeny na klénovaci vektory, modifikované klénovaci vektory,
specificky vytvorené plazmidy nebo viry.

Rizné savéi expresivni vektory se mohou pouZit k expresi
rekombinantniho peptidu v. savéich bufikdch. Obecné& dostupné
- sav&i expresivni vektory, které jsou vhodné pro expresi
rekombinantniho peptidu =zahrnuji, ale nejsou omezeny na
pcDNA3 (Invitrogen), pMclneo (Stratagene), pXTl (Stratagene),
' pSG5  (Stratagene), EBO-pSV2-neo (ATCC 37593 pBPV-1(8-2)
(ATCC37110), pdBPV-MMTneo(342-12) (ATCC 37224), pRSVgpt (ATCC
37199), pRsVneo(Ach37198), pSv2-dhfr (ATCC 37146),'pUCTag
(ATCC 37460) a AZD3S5(ATCC 37565).

Razné bakteridlni expresivni vektory se mohou pouZit pro
expresi rekombinantniho peptidu v bakteridlnich bufikdch.’
BéZné dostupné bakteridlni expresivni vektory, které jsou
vhodné pro exprsesi rekombinantniho vpeptidu zahrnuji, ale
nejsou omezeny na pET1la (novagen), lambda gtll (Invitrogen),
PCcDNAII (Invitrogen), PCDNAII (Invitrogen), PKK223-3

_(Pharmacia).

Ruzné expresivni vektory buné&k hub se mohou pouZit pro
expresi rekombinantniho peptidu v bufikdch hub. B&Zné& dostupné
expresivni vektory bunék hub, které jsou vhodné pro expresi
rekombinantniho peptidu zahrnuji, ale nejsou omezeny na pYES2
(Invitrogen), expresivni vektor Pichia (Invitrogen).

Rizné expresivni vektory hmyzich bunék se mohou pouZit
pro expresi rekombinantniho peptidu v hmyzich bufikdch. Bé&zZné

dostupné expresivni vektory hmyzich buné&k, které jsou vhodné




pro rekombinatni expfesi peptidu zahrnuji, ale nejsou omezeny
na pBlue Bac III (Invitrogen). ‘

Expresivni vektor obsahujici DNA kédujici dipeptidovy
meziprodukt se miZe pouzit pro expresi peptidu v
rekombinantni hostitelské bufice. Rekombinantni hostitelské
buriky mohou byt prokaryontni nebo eukaryontni, mezi néz
patfi, ale néjsou omezeny na bakterie} jako Jjsou E.coli,
bunky hub, jako jsou kvasinky, buniky savcd, mezi né patii,
ale nejsou omezeny na linie bunék 1lidského, hové&ziho,
veprfového, opic¢iho pivodu a buiky hlodavci a hmyzi buiiky,
mezi né patfi, ale nejsou omezeny na Drosophila a buriky

ziskané z housenky bource morusového. Buné&&né linie ziskané z

ze savCich druhl, které jsou vhodné a které jsou obecné

dostupné zahrnuji, ale nejsou omezeny na L buiky L-M(TK-
) (ATCC CCL 1.3), L bunky L-M (ATCC CCL 1.2), 293 (ATCC CRL
1573), Raji (ATCC CCL 86), CV-1 (ATCC CCL 70), COS-l(ATCCvCRL
1650), COS-7 (ATCC CRL 1651), CHO-KI (ATCC CCL 61), 3T3 (ATCC

'CCL 92), NIH/3T3 (ATCC CRL 1658), HeLa (ATCC CCL 2), C1271

(ATCC CRL 1616), BS-C-1 (ATCC CCL 26) a MRC-5 (ATCC CCL 171).

Expresivni vektor se miZe zavést do hostitelskych buné&k
libovolnym zplsobem vybranym ze skupiny, které‘zahrnuje, ale
neni omezena na transformaci, transfekci, lipofekci, fizi
protoplastd a elktroporaci. Bufiky obsahujici = expresivni
vektor se klondlné pomnozZuji a v jednotlivych buiikdch se
analyzuje produkce proteinu.- Stanoveni klénd hostitelskych
bunék, které exprimuji peptid, se miZe provést nékolika
zpusoby, které zahrnuji, ale'nejsou omezeny na imunologickou

reaktivitu s anti-peptidovymi protildtkami a pZitomnost B;

. aktivity spojené s hostitelskymi bufikami, jako je specifické

navdzadni ligandu na peptid nebo signdlni transdukce, kteri se
definuje jako odezva - zprostfedkovana interakeci = B;

specifickych ligandl na receptor.




Exprese DNA se miZe také uskuteénit pouZitim in vitro
produkované syntetické mRNA nebo nativni mRNA. Syntetické
mRNA nebo mRNA izolovand z bunék, které produkuji peptid se
miZe ucinné prekladat do rtznych bezbunélnych systéml, které
zahrnuji, ale ﬁejsou bmezeny na extrakry moucénych dZervl a
extrakty'retikulocytﬁ, stejné& jako se mohou u¢inné prekléadat
do buné&lnych 3ystémd, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na
mikroinjekce do Zabich oocytl.’ |

Aby se urcily sekvence DNA, které»nebo-které umoZiiuje
ziskat optimdlni hladinu proteinu, mohou se konstruovat
molekuly DNA, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na otevfeny -
Cteci ramec DNA v plné délce a nékolik konstrukci, které
obsahuji casti DNA kédujici protein.

Uroved exprese proteinu se miZe urdit n&slednym -
zavedenim, jak zavedenim Jjednotliv§ch konstrukci, tak i
zavedenim  kombinace uvedenych konstrukci do - vhodnych
hostitelskych bunék. Po stanoveni kazety DNA, kterd dosahuje
optim&lni exprese, napfiklad tranzientnimi testy se tato
konstrukce DNA pfenése do ruznych expresivnich vektorld za
UCelem exprese v hostitelskych bunkdch, které zahrnuji, ale
nejsou omezeny na bunky savcl, hmyzi bunky, E.coli a buiky
kvasinek, jako jsou S.cerevisiae.

Nasledujicimi metodami se teétuje hladina proteinu v
hostitelskych buné&fnych transfektantech a oocytech 'po
mikroinjekci. Po _vhodném <Casovém useku, ktery umoiﬁgje‘
expresi se méri hladina‘proteinu.'Jeden zpusob pro detekci
peptidu zahrnuje pfimé mé&¥eni hladiny peptidu v celych
bufikdch nebo v bun&dZném lyzatu, ktery se ptipravil =z

hostitelSkYCh bunék transfektovanych DNA.

Dipeptid alanyl-prolin, Ala-Pro je pocatecni materidl

- pro syntézu ACE inhibitoru enalaprilu. Dipeptid Lys-Pro je
'poééteény materidl pro syntézu ACE inhibitoru lysinoprilu.

Obecné dostupny dipeptid je soudasné syntetizovan chemicky.



Vyvinul se novy bioproces, ktery uspé&3né eliminuje chemické
stupné pf¥i produkci Ala—Pro nebo Lys-Pro. Proces vyuziva
rekombinantniho hostitele k nadmérné expresi peptidu, ktery
obsahuje repetice dipeptidu Ala-Pro nebo Lys-Pro. Tyto
dipeptidy se pak hydrolyzuji bakteridlni prolypeptid&zou na
své Ala-Pro nebo Lys-Pro jednotky. Vzhledem k dostupnosti
expresivnich wvektorl se vybraly jako hostitelsky organizmus
bunky FEscherichia coli. Do Abéiné dostupného expresivniho
vektoru pPMAL  se . klénoval chemicky syntetizovany
oligonukleotid, ktery kéduje repetice Ala-Pro, a vhodné
ligaéni mista. Fermentaci rekombinantnich bakterii E.coli,
které obsahuji konstrukci, se docili pozZadovaného fuzniho
produktu, ktery'se uréi na proteinovych gelech. Pro uvolnéni
Ala-Pro Jjednotek se pouzZilo enzymatické =zpracovéni. BéZné -
dostupny faktor X se pouZil pro uvolnéni peptidu (Ala=-Pro)a-
20, ackoli se.vmohouv‘pouéit i polypeptiddzy. Ptedchozi
testovani za Uc€elem zjistit pfitomnost prolylpeptidazy vedlo
k identifikaci kmend Lactobacillus helveticus a Xanthomonas
maltophilia, které vykazuji aktivitu proti Ala-Pro-pNA a
syntetickym substrdtim (Ala-Pro),. Ukdzalo se, Ze surové
extrakty z kaZdé kultury se uUspé3né zpracovaly (Ala-Pro)a-20
na Ala-Pro, coZz se urcilo pomoci HPLC analyzy. JestliZe se
zkombinovaly extrakty 2z obou kultur, pozoroval se synergicky

U€inek. Myslelo se, Ze. prolypeptiddzovéd aktivita kmene L.

helveticus 3je zpUsobena exopeptiddzovou aktivitou, jako

pgotiklad endbpeptidézové aktivity, kterou vykazuje X.
maltophilia. Popsany bioproces m& tu vyhodu, Ze ‘se
nepouzivaji toxické materidly bézZné pri chemické syntéze a
miZe se pfizpusobit i pro jiné peptidy.

Po nésledujici expresi ‘dipeptidového meziproduktu v
rekombinantni hostitelské buiice se maZe = - izolovat
rekombinantni protein a ziskd se ¢&istd forma dipeptidového

meziproduktu. MiZe se pouZit nékolik ¢&isticich postupl.. Jak




se zde popisuje, rekombinantni dipeptidové meziprodukty se
mohou &istit z buné&&nych 1lyzatd a extraktd raznymi
kombinacemi aplikace postupd frakcionace soli, iontoménicové
Chromatografie,““ vylucovaci chromatografie na zdkladé
velikosti, adsorbéni chromatografie na hydroxylapatitu a
chromatografie na zdkladé hydrofébnich interakci.

- Po &isteni dipeptidového meziproduktu jednim nebo vice
zde popsanymi zpUsoby se peptidbvé meziprodukty déle
zpracovavaji na koneé&ny produkt. V pfipadé dipeptidového
meziproduktu Ala-Pro . vznikd dals$im =zpracovanim konelny
produkt zndmy jako enalapril a jemu pfibuzné 1latky. Proces
uvedeného zpracovani se popisuje v U.S. patentu &. 4.374.829 .
a U.S. patentu &. 4.555.502. V ptripadé dipeptidového»
meziproduktu Lys-Pro dal3i zpracovani vede ke vzniku
"kone&ného produktu,  ktery je znadm jako lisinopril a pfibuzné
latky. Postup daldiho zpracovani se uskuteénil podle popisu v
" U.S. patentu &. 4,374,829 a U.S. patentu ¢&. 4,555,502.

P¥iklady provedeni vynalezu -

Pfiklad ‘1: Konstrukce vektoru pro expresi dipeptidu v
Za UcCelem vytvofeni vektoru, ktery exprimuje sekvenci
DNA dipeptidovych repetic se vybral plazmid. Vektor bude mit
polatek replikace vhodny pro zvoleného hostitele, v Jiném
pfipadé vektor miZe obsahovat pdéétky pro expresi vice jak.
jednoho genu, co# umoZfiuje, Ze bude fungovat jako pendlujici
vektor. Geny nesouci rezistenci na >antibiotika, a/nebo
auxotrofni markery jsou na plazmidu nezbytné, aby potvrdily,
Ze probéhla transformace nebo vstup vektoru do buiiky a Ze
selektivnimy tlaky se wudrZuje stabilita vektoru. Silny
promotor, jako je indukovatelny promotor tac, umozZni
maximdlni expresi genu(ld) po sméru transkripce. Zahrne se

spoledné vazebné misto na ribozomu a toto misto je specificky
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rozpoznatelné preferovanym hostitelem. Za udelem zajistit
spravnou délku rekombinantniho peptidu se miZou do vektoru po
sméru transkripce umistit terminaéni sekvence transkripce a
terminac¢ni kodony. »

V jiném pripadé se miZe v expresivnim vektoru kdédovat
fizni protein. Vektor bude kdédovat zkrdceny peptid, ktery je
obecné silné- exprimovédn v preferovaném hostiteli 2z jeho
nativniho promotoru nebo 2z jiného silného promotoru.
Klénovaci mista pro gen nebo oligonukleotid kdédujici
dipeptidovy meziprodukt, jako je Ala;Pro nebo Lys-Pro
repetice, se miZe vytvofit syntetickymi postupy nebo miZe byt

v misté zaloZeném na 5 konci nebo 3 konci sekvenci DNA

 repetic. Exprimovand v§slednd konstrukce DNA d&vd vznik

proteinu, ktery obsahuje zkrdceny enzym nebo vazebny protein,
jako Jje protein, ktery vaZe maltdédzu 2z bakterii E.coli,.
fizovany se sekvenci dipeptidového meziproduktu. Separace
miZe jednodude probéhnout, pfidemZ se fuzni partner stava
pouZitelnym. N&sledné zpracovdni odstrani peptid 5 konce. U
nékterych hostiteld se mohou pouzit k vylu&ovéni poZadovaného

produktu signdlné nebo vedouci peptidy, které umoZni spravny

. extraceluldrni transport.

V hostitelském organizmu se miZe preferovany kodon
manipulovat za UcCelem dosaZeni vy$3i exprese. PouZity kodon
bude obecné umisté&n v hostitelské bufice tak, Ze jeden nebo

vice kodonli se pouZije pfevaZiné béhem exprese specifickych

genu. Silné exprimované geny davajici vy33i hladiny proteinu

nebo peptidd se kdédduji kodony, které se pouZivaji ve srovnani
s ostatnimi <&ast&ji. U bakterii E.coli jsou pro 1lysin
doStupné dvé kodony AAA a-AAG; pro prolin jsou moZné C&tyfFi
kodony CCA, CCC, CCG a CCU. Sekvence kodonu CCG se pouziva
Castéji a tak zbytek Pro v syntetickém oligonukleotidu Lys-
Pro se vytvoril jako CCG. Lys je kdédovan pouze dvéma kodony,

které nemaji jasnou preferenci. Proto oligonukleotid, kter¥
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se stane exprimovanou repetici Lys-Pro jako Lys-Pro
polypeptid, vznikl na zakladé obouch kodont AAA a AAG. Pro
Ala-Pro oligonukleotid se preferuji sekvence kodonu GCT a GCA

a ty také poskytuji maxumdlni expresi v E.coli.

Priklad 2: Klénovani DNA do expresivnich vektord E. coli
Produkce - rekombinantniho peptidu v bakteriich E. coli
nédsleduje po zavedeni expresivni kazety peptidu do
expresivhich vektord E.coli, které =zahrnuji, ale nejsou
omezeny na serii pET (Novagen). Ve vektorech pET se exprese
peptidu #idi p¥isné requlovanym bakteriofdgovym vektorem T7.

Pak hésleduje transfer_této konstrukce do hostitele E.coli,

“ktery obsahuje chromozomdlni kopii genu T7 RNA polymerdzy

fizeného indukovatelnym promotorem lac. Exprese peptidu je
indukovéna, kdyZz se ke kultufe p#idd vhodny substrat (IPTG).
Urovei exprimovaného peptidu se urci zde popsanymi testy. |
cDNA kédujici cely otevfeny <&teci rémec peptidu je
zaClenén do restrikéniho mista NdeI ©plazmidu pETIIa.
Konstrukce v pozitivni orientaci se ur&ily sekvenéni analyzou
a pouzily se pro tansformaci expresivniho hostitelského kmene
BL21l. Transformanty se pak pouZivaji pro inokulaci kultur za
GCelem produkce proteinu. Kultury se kultivuji v mediich M9
nébo ZB, jejichZ sloZeni je odbornikim znémo.’KdYé se dosahlo

hodnoty OBsgo=1,5, indukovala se exprese peptidu poc dobu 3

~ hodin pfi teplot& 37°C lmM IPTG.

Priklad 3: Klénovani DNA do vektord vhodnych pro expresi ve
hmyzich burkach.

Bakulovirové vektory, které se ziskaly z genomu AcCNPV
viru, jsou vytvofeny tak, aby poskytly silnou expresi cDNA v
linii Sf9 hmyzich bunék (ATCC CRL#1711). Rekombinantni
bakulovirovd exprimujici DNA kédujici dipeptidovy meziprodukt

se tvofi nédsledujicimi standardnimi metodami (InVitrogen
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~Maxbac Manual): konstrukce DNA se liguji do genu polyhedrinu

v raznych bakulovirovych transferovych vektorech, které
zahrnuji vektory pAC360 a BlueBac (InVitrogen).'Rekombinantni
bakuloviry vznikaji homologni rekombinaci, po niZ ndsleduje
kotransfekce bakulovirového = transferového vektoru a
linearizované. genomové DNA AcCNPV .- (Kitts, P.A., Nuc. Acid.
Res. 18, 5667-(1990)) do buné&k Sf9. Rekombinantni viry pAC360
se urcily na zédkladé absence inkluznich télisek v

infikovanych bunkdch a rekombunantni viry pBlueBac se urcily
na zakladé exprese PB-galaktoziddzy (Summers, M.D. and Smith,

G.E., Texas Agriculture Exp. Station Bulletin No. 1555). Pak

nadsleduje izolace plakl a exprese . peptidu se méri zde

-popsah?m testem.

cDNA kédujici cely otevieny Cteci rdmec peptidu se vnese

~do BamHI restrikéniho mista vektoru pBlueBacII. Sekvenéni

analyzou se urli konstrukce v pozitivni orientaci a pouZiji
se pro transfekci bunék Sf9 za pritomnosti linedrni AcNVP DNA
divokého typu.

Ve spojenibs infikovanymi bunkami se naSel autenticky
peptid. Peptid se extrahoval z infikovanych bunék
hypotonickou lyzi nebo lyzi za pomoci detergentu.

V jiném pfipadé se peptid exprimoval v buné&fné lini
Schneider 2 Drosophila kotransfekci bunék Schneider 2

vektorem, . ktery obsahuje DNA peptidu po sméru transkripce,

_pficemZ tato DNA se Fidi indukovatelnYnlvmetallothiohinov?m

promotorem a vektorem, ktery nese gen resistence na neomycin
G418. Nasleduje kultivace buné&k za pfitomnosti G418, pFiZemz
se ziskaly rezistentni bufiky a p#idédnim CuSO, se indukovala

exprese peptidu.

Pfiklad 4: Kldénovani DNA do kvasinkového expresivniho vektoru
Rekombinantni peptid se exprimuje v  kvasink&ch

S.cerevisiae. Optim&lni DNA cistronu se vnesla do
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expresivniho vektoru tak, Ze fidi intraceluldrni nebo
extraceluldrni expresi heterolognich proteint. V pfipadé

intracelulédrni expresese vektory, jako jsou EmBLyex4 nebo

podobné, se 1liguji do cistronu (Rinas, U. et al.,
Biotechnology 8, 543-545 (1900); Horowitz B. et al., J. Biol.
Chem. 265, 4189-4192 (1989)). V ptipadé extracelulérni

exprese se cistron 1liguje do kvasinkovych expresivnich'
vektord, které fuzuji sekredni signadl. Hladiny exprimovaného

peptidu se urcily zde popsanym testem.

Pfiklad 5: Izolace rekombinantniho péptidu

Rekombinantné  produkovany peptid se muze ¢istit
protilatkovou afinitni chromatografif.

Afinitni peptidové protilatkové kolony vznikaji pfidanim
~anti-peptidovych protildtek k pfipravku Affigel-10 (Biorad).
"Jde o gelové podloZi, které se preaktivuje estery N-
hydroxysukcinimidu, pficemZ protilatky tvofi kovalentni vazbu
s laZkem z agardzového gelu. Protilatky se pak spbjuji S
gelem prostfednictvim amidovych vazeb se “spaéer arm”.
zbyvajici aktivované estery Jjsou pak deaktivovdny 1M
etanolaminem HCl (pH8). Kolona se promyvd vodou a pak 0,23M
glycinem HC1 (pH2,6), - ptiemZz se odstrani 1libovolné .
nekonjugované protildtky nebo volny protein..Kolona se pak
ekvilibruje fyziologickym roztokem pufrovanym fosforednanem
(pH7,3) smichanym s <¢&inidlem pro smé&éeni vhodné membréany,
jako je detergent. Supernatant bunéZné kultury nebo bunécné
extrakty obsahujici rozpuétén§ peptid pomalu prochazeji
kolonou. Kolona se pak promyva fyziologickym roztokem
pufrovanym fosforeCnanem, ktery obéahuje detergenty aZ do -
okamZiku, kdy optickd hustota  (A280) se snizi na hodnotu
pozadi, pak se protéin: vymyje 0,23M glycin-HC1l  (pH2,6)
smichanym s detergenty. Izolovany protein se pak dialyzuje

proti fyziologickému roztoku pufrovanym fosforecnanem.
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Pfiklad 6: Rekombinantni produkce dipeptidu Ala-Pro
Exprese Ala-Pro ) v _

Strategie produkce Ala-Pro polypeptidu v Dbakteriich
E.coli zahrnuje kldénovani sekvence kédujici repetice Ala-Pro.
Existuje fada komeréné dostupnych systéma. Za Gcelem
-minimalizovat Cas vyvoje se pouZil obecné dostupny systém p-
MAL, ktery se ziskal od firmy New Ehgland Biolabs. Systém
pouziva vektor Aobsahujici» gen proteinu vdzajici maltézu,
ktery je pfilehly k polylinkru, do kterého se klénuje
sekvence DNA, jako je Ala-Pro repetice. Nésleduje indukce
klénu, ktery obsahuje vySe uvedeny vektor a exprimuje se
fdzni protein (maltdéza-Ala-Pro,). Doména vézajici maltdzu se
pouzivd pro navdzdni na kolonu s maltdzou a pak nasleduje
izolace, kdy maltdzova doména se Stépi faktorem X.

Sm&rem k tomuto - konci ~se navrhly dva komplementarni
oligonukleotidy (87-mer a 91-mer), které kdéduji jednotky se
14 Ala-Pro a  terminaéni kodon. Oligonukleotidy se
syntetizovaly pomoci standardnich metod. Oligonukleotidy se
¢istily pomoci SDS-PAGE a extrahovaly se z gelu. Aby se
dosdhlo spravného sestaveni a ligace ala-pro- genu do
plazmidu, provedlo se klénovani za pouziti tupého a kohezniho
konce. Po transformaci do bun&k E.coli se vybraly pozitivni

klény. Proteinova ahalyza a  indukéni experimenty na jednom.
klénu AP/2 ukazuji, Ze fuzni proteiny se produkuji naslednou
indukci. Ur&eni velikosti pruhu na SDS-PAGE gelech naznaduje,
Ze vznikd vice jak jeden fﬁzni produkt. Nicméné indukce a
produkce fdzniho proteinu je jasnéa. | |

Obax}y o zménu uspofaddani klénované sekvence a spravné
rozpoznéni terminaéniho kodonu, ktery Je umistén v
oligonukleotidu vede ke‘sekvenovéni vloZené DNA. DNA kldénu se
sekvenovala za pouziti M13 univerzdlniho primeru. Je

zajimavé, Ze sekvence inzertu kéduje 20 repetic Ala-Pro misto




&

14

14 repetic Ala-Pro. Terminacni kodon TAG je p¥itomny na konci
20 repetic. UvazZuje se, Ze pritomnost (Ala-Pro)ye Jje
zplsobena dvéma nukleotidy, které maji zesileny stridavé
uspofddany patern.a vysledné mezery Jjsou béhem rekombinace
vyplnény polymerdzou. Neni neobvyklé, Ze zesileni je
zpusobeno sekvenci s vysokym podtem repetic. V tomto p¥ipadé
je vyhodné, kdyZz to vede k vytvofeni delsiho genu (ktery

obsahuje vice repetic Ala-Pro).

Hydrolyza Ala-Pro substratu

Tfi bakteridlni kultury Lactobacillus helveticus, L.sp.,
a Xanthomonas maltophilia vykazujici podle 1literatury
prolyldipeptiddzovou aktivitu se ziskaly z ATCC. Kultury se
kultivovaly v lahvich o objemu 250 ml a jejich hydrolytickd

aktivita se testovala proti bé&Zné dostupnému kolorimetrickému

 substrdtu Ala-Pro-pNA (zdroj). VSechny t¥i kultury vykazuji

aktivitu, jejiZ velkd C&st je spojend s bunkami (tabulka ¢&.

'.l). Nédsledné se pfipravily zasobni kultury na 3ikmém agaru a

ve zmrazeném FVM. K optimdlnimu rdstu na 3ikmém agaru a ve
staciondrni kapalné kultute laktobacili vyZadujil

mikroaerofilni komoru.

Tabulka ¢. 1: Specifickd aktivita prolyldipeptidéaz na (ALA—

PRO)2
T Kultura® | Specificka | U/L1 T pH opt.’ opt.
aktivita ' | Teplota®
(U/mg)* |
L.Helveticus 0,156 8 5,6 50°C
L.unk.sp. 0,085 14,7 6,0 40°C
X.maltophilia 0,446 107 6,6 45°C

1. kde se uvolni U-pumol ALA-PRO za minutu p#i teploté& 37°C a

optimdlnim pH
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2. citrat fosforednanovy pufr pfi optimdlni teploté
3. probihd p¥i pHS8,0

4. enzymové extrakty z virtisem homegenizovanych bunék

Bylo vhodné ziskat substrity, které mohou reflektovat na
aktudlni oligomérovy Ala-Pro substrdt, ktery je dostupny.
N&sleduje kultivace rekombinantnich bunék E.coli. S timto

ohledem se syntetizovaly ve firmé Biosynthesis Inc. peptidové

oligoméry pouZitelné jako prolylpeptidazové substraty. 2Za

G&elem zhodnotit enzymovou aktivitu - proti  autentickym

substratim Ala-Pro se vyvinula metoda HPLC, kterou se
separuji peptidy s nizkou molekulovou vahou a volné
aminokyseliny. Peptidovd polymerdza z Biosynthesis se

nadsledovné izolovala za pouZiti metody HPLC. Nasleduje sbér

frakec{ z HPLC. Jsou dostupné  peptidy s 2,4 a 6 repeticemi..

Stanovila se optimdlni teplota a hodnota pH pro kazdy surovy
substrat (tabulka &. 2). Kultura L.helveticus poskytuje

nejvy33i titr enzymu a specifické aktivity. Pro viechny

studie se pouZily literatutou doporu¢end komplexni media.

Neprovadéla - se 34dnd optimalizace medii nebo jejich

testovani. Na zaklad® odlisnosti ve vyskytu hydrolytickych
produktl se ukazalo, e laktobacili  produkuji endo-
prolyldipeptiddzu a =~ Xanthomonas produkuje exopeptidazu.
Vyhodou tohoto pozorovéani je dosaZeni synergického dcinku p¥i

hydrolyze Ala-Pro6 kombinaci enzymu.

zdroj Protein U/L* Specif. aktivita (U/mg)*
enzymu (mg/ml) (A-P)2 (A-P)2 (A-P)4 (A-P)6
Lactobacill | 2,04 186 1,82 2,15 0,94
us ' » ’ ‘ ,
helveticus

Lactobacill 3,02 156 1,53 1,53 0,87
us unk.

Species

Xanthomonas 0,70 28 0,17 0,35 ' 0,43
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[maltophilia | l Il l il 1

1. jednotky definované jako ALA-Pro uvolnénych za minutu pfi
teploté& 35°C a pH7,0.

2. enzymové extrakty z homegenizovan?ch bundk na “bead

beater”.

Zjistilo _ se, Ze " kdyZz se nadbytek enzymu (600x
koncentrovany v porovnani s normdlnimi testovacimi
podminkami) zavedl do Ala-Pro, Ala-Pro substrat se
hydrolyzoval na alanin a prolin. Inhibitory'metalo a cystein
protedz jsou U&inné p¥i inhibici hydrolyzy Ala-Pro, zatimco
maji maly G&inek na hydrolyzu Ala-Pro6 na Ala-Pro, coz
naznaduje, Ze odd&leny enzym zpusobuje Stépeni Ala-Pro.
Gastednd izolace by také méla odstranit nezadouci aktivity z
téchto surovych extraktﬁ. |

V tomto pripadé se dipeptidovy meziprodukt Ala-Pro dale
zpracovavd na kone&ny produkt, ktery je znamy Jako enalapril
‘a ptibuzné 1latky. Proces zpracovani se popisuje v U.S.
pétentu &. 4,374,829 a v U.S. patentu &. 4,555,502, |

P¥iklad 7: Rekombinantni produkce dipeptidu Lys-Pro z
. rekombinantniho rostlinného proteinu

Pfirozend& se vyskytujici sekvence bohaté na sekvence
kédujici Lys-Pro se nachdzeji v genu proteinu buné&né stény
soji (glycin max) (Hong et al., J.Biol.Chem., 1990). TZi geny
proteinu soji bohatého na . prolin jsou SbPRP1, SbPRP2 a
SbPRP3, které jsou tvofeny 256, 230 a 90 aminokyselinami.
SloZeni aminokyselin té&chto proteint indikuje, Ze 34 az 40%
zbytkl tvori prolin a 18 aZ 25% tvofi lysin. Zvlasté zajimavy
je SbPRP1, ktery obsahuje v peptidové sekvenci 37 parl
aminokyselin Lys-Pro a tak se povazuje za skvély idroj

dipeptidu Lys-Pro. SbPRP3 kdduje 12 peptidovych sekvenci Lys-




Pro, které zahrnuji dvé Lys-Pro-Lys-Pro opakujici se sekvence
kédované 183 a 195 bp v genu.

Klénovdni genu SbPRP1 bohatého na Lys-Pro se provadi
generovanim primerd PCR zaloZenych na uvefejnénych sekvencicﬁ
DNA. Fragmenty DNA obsahujici zajimavé sekvence vznikly =za
pouziti primerd a knihovny obsahujici DNA soji. Vysledna DNA
bohatd na kodony Lys-Pro se ligovala do vhodnych restriké&nich
mist v expresivnim vektoru. Za pouzZiti hostitele E.coli
peptidy soji se exprimuji a izoluji z lyzovanYch'bunék. a
pouziti bunék Lactobacillus helveticus nebo polypetidazy
ziskané z tohoto kmene se protein hydrolyzuje na z&kladni
aminokyseliny a malé peptidy, které zahrnuji zbytky Lys-Pro.
Chromatografie nebo extrakce poskytuje relativné <&isty Lys-
Pro. ’

" Alternativni zplUsob je syntéza oligonukleotidd, které

odpovidaji repeticim . Lys-Pro-Lys-Pro v peptidu SbPRP3,
umist&nym na ' vhodnych restrikénich mistech expresivniho
vektoru. Exprese ve spravném hostiteli d& podstatné mnoiZstvi
‘Lys-Pro ve formé oligopeptidd. 2Za pouZiti Lactobacillus
helveticus nebo polypeptiddzy ziskané =z tohoto kmene se
peptid bohaty¥ na lyzin a prolin hydrolyzuje na zbytky Lys-
Pro. V jiném pfipadé peptiddza specifickd pro prolin =z
Flavobacterium menigosepticum (Yoshimoto, T. et al., Agric.
Biol. Chem., 42:2417, 1978) se pouZivd pro hydrolyzu peptidu.
Chromatografie nebo extrakce poskytuje relativné c&isty . Lys-
g _ : . | R . ‘
V tomto pfipadé se dipeptidovy meziprodukt Lys-Pro déle
zpracovavd na koneény produkt, kterym je lysinopril a
ptibuzné latky. Proces tohoto zpracovadni se popisuje v U.S.
patentech &. 4,374,829 a &. 4,555,502.

Pfiklad 8: Rekombinantni produkce dipeptidu Ala-Pro z

- rekombinantniho proteinu z obojZivelniki
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Kysely polypeptid s molekulovou hmotnosti pfibliZné
75kDa, ktery se nachdzi v zasobnich granulich koZnich Zlaz
Xenopus laevis, ktery je zndm jako APEG protein je bohaty na
dipeptidy Ala-Pro (Gmachl, M. et al., FEBS Letters, 260: 145-
148). Nejméné 80% hmoty tvofi alanin, prolin, glutamova
kyselina a glycin v poméru 2:2:1:1.

cDNA expresivni knihovny ve vektoru odvozeném z vektoru
lambda se miZe testovat pomoci oligonukleotidovych sond
vytvofenych na zadkladé publikované sekvence za ucelem
izolovat zajimavy fragment. V jiném pfipadé protilatky k APEG
se mohou pouZit za Ulelem testovédni takové expresivni
knihovny cDNA. Fragment se miZe izolovat z klénu a miZe se
zaClenit do expresivniho vektoru. Zpracbvéni vysledného
peptidu se provede jako v pfikladu 6- hydrolyza substratu
Ala-Pro).

Preferovanou metodou je syntéza oligonukleotidu, ktery
odpovidéd pfirozené sekvenci APEG DNA pro Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-
Pro (CACCAGCTCCAGCACCAG). Na zakladé vhodnych restrikénich
mist v -oligonukleotidu, DNA se klénuje do expresivniho
vektoru za Ucelem exprese v -rekombinantni hostitelské bunce,
jak se uvddi na jiném misté&. Polypeptid obsahujici repetice
dipeptidového meziproduktu je enzymaticky hydrolyzovénL jak
se popisuje shora, a dipeptidovy meziprodukt Ala-Pro se
izoluje za u&elem dal3iho zpracovdni na koneény produkt. V
tomto pfipadé se dipeptidovy meziprodukt Ala-Pro dale
‘zpracovava na konedny produkt, ktery je znam jako enalapril a
ptibuzné -1adtky. Postup zpracovéhi se provedl podle popisu v
U.S. patentech &. 4,374,829 a ¢. 4,555,502.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob produkce dipeptidového meziproduktu 1latky,
jejiz zédklad tvori dipeptid, vyznadcuijici
se tim Ze

(a) se v rekombinantni hostitelské bufice exprimuje
rekombinantni molekula DNA, ktera kéduije
vicenédsobné répetice dipeptidového meziproduktu ve
formé polypeptidu;

(b) polypeptid podle odstavce (a) se 35tépi enzymem na
volny dipeptidovy meziprodukt; |

(c) dipeptidovy meziprodukt pddle odstavce (b) se

- izoluje a ¢&isti; a
(d) dipeptidovy meziprodukt se modifikuje za vzniku

latky, jejiZ zaklad tvoifi dipeptid.

2. ZplUsob podle nadroku 1, vyznaduijici
se tim, 2% e dipeptidovy meziprodukt se vybral ze

skupiny, kterd zahrnuje Ala-Pro a Lys-Pro.

3. Zpisob podle naroku 1, vyznadcuijici
s e tim, Z e rekombinantni molekula DNA podle kroku a.) se
vybrala ze skupiny, kterd zahrnuje SbPRP1l, SbPRP2, SbPRP3 a

R — APEG. | Cm
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