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Anotace:

Regen se tyk4 zptisobu produkce rekombinantniho trypsinu z
praseciho pankreatu v Pichia pastorie, ktery je rozpustny a je
sekretovan do kultivaéniho média, jehoZ exprese p¥i pH 3,0 -
4,0, do znaéné miry zabratiuje aktivaci trypsinogenu na f3-
trypsin a autolyzi B-prypsinu o-trypsinem na -trypsin z néj na
neaktivni peptidy.




Zplsob produkce rekombinantniho trypsinu
Popis

Vynélez se tykad zplUsobu rekombinantni produkce trypsinu. Za timto
ucelem je vyhodné exprimovan trypsinogen se zkrécenou
propeptidovou sekvenci v rekombinantni Thostitelské bunce a
sekretovan do kultivadniho média v ne3tépené formé. Nésledné je
propeptidovéd  sekvence  kontrolovanym zplUsobem  Steépena, za

vytvofeni aktivniho trypsinu.

Trypsin Jje serinovd proteasa, kterd katalyzuje hydrolytické
Stépeni peptidd v karboxylové skupin& bazickych aminokyselin
argininu a lysinu (Keil B., 1971). Trypsin z hovéziho pankreatu
byl jednim z prvnich proteolytickych enzymi, které mohly byt
pouéity v &isté form& a v adekvatnich mnoZstvich pro pfesné
chemické a enzymové studie (Northrop et al., 1948). Nasledné bylo
také mozZné, izolovat proteasy, které mohou‘ byt zatazeny do
trypsinové rodiny, z jinych vy38ich cbratlovcl (prase - Charles
et al. 1963 / ovce - Bricteux-Gregoire et al. (1966); Travis
(1968) / krocan - Ryan (1965) / lidé - Travis et al. (1969) a
daldi).V této dobé& byly také izolovény prvni enzymy, naleZicl do
trypsinové rodiny, ze dvou druh@ streptomycet (Morihara a Tsuzuki
(1968); Trop a Birk (1968); Wahlby a Engstrém (1968); Wahlby
(1968; Jurasek et al. (1969)).

Enzym je syntetizovan v pankreatickych buiikach obratlovct, jako

inaktivni prekursor, trypsinogen, a nasledn& je pfemé&nén na

aktivni formu S$tépenim propeptidu (Northrop et al. (1948),
Desnuelle (1959)). Prvni molekuly trypsinogenu byly aktivovany
pfirozené& enteropeptidasou enterokinasou, ktera hydrolyiuje

peptidovou vazbu mezi (Asps)-Lys-i-Ile, coZ od3tépuje propeptid
(Keil (1971)). Rozpoznavacl sekvence enterokinasy (Asps)-Lys Je
umist&na pfimo na C-konci propeptidu, tém&F u vsech, dEfive

znamych, molekul trypsinogenu (Light et al. (1980)). Proces




aktivace ntzZe byt také proveden autokatalyticky pri
fyziologickych hodnotdch pH, protoZze lysin je umistén na C-
terminalni strané rozpoznavaci sekvence enterokinasy a tak miZe
byt peptidova vazba Lys-y-Ile také hydrolyzovana trypsinem (Light
et al. (1980)).

Trypsin byl viZdycky zajimavou proteasou pro biotechnologické
aplikace, diky jeho snadné dostupnosti z raznych savcl , vysoké
specifité (5tépi pouze na C-termindlni strané lysinu nebo
argininu) spolu s vysokou specifickou aktivitou (~ 150 U/mg) a
jeho dobré stabilité& beéhem skladovani. Trypsin Jje zejména
pouZivadn pro tryptické Stépeni peptidd na malé Ccasti pro
sekvenovani, pro uvoln&ni adherentnich bun&k z potaZenych misek
pio bunééné. kultury a pro S5t&peni fuznich proteind na cilovy
peptid a fuzni  sloZku, pro aktivaci  propeptidd (napt.
trypsinogenu na trypsin) a pro rekombinantni produkci peptidovych
hormon (nap¥. proinsulinu na insulin, viz také WO 99/10503).
Trypsin je také soucdsti nékterych farmaceutickych p¥ipravka
(masti, draZé a aerosolu pro inhalaci ("Rote Liste"™, 1997; The’
United States Pharmacopeia, The National Formulary, USP23-NF18,
1995)). Jeliko? pouZiti enzymi ze zvifecich zdrojﬁ neni Jiz v
mnoha p¥ipadech povoleno (moZna kontaminace infekénimi ¢&inidly),
musi byt pro Zadané biotechnologické aplikace poskytnuty molekuly

rekombinantniho trypsinu z mikrobidlnich hostiteldt.

Existuje n&kolik zplisobl pro produkci rekombinantniho trypsinu z

rliznych organismi.

Graf, L. et al (1987 a 1988) popisuje expresi é sekreci krysich
trypsinovych a trypsinogenovych mutantd v E. coli. Za ucelem
sekrece molekul trypsinogenu do periplasmy E. coli, je pfirozené
signdlni sekvence trypsihogenu nahrazena signalni- sekvenci
bakterialni alkalické fosfatasy (phoA). Sekretované inaktivni
molekuly trypsinogenu Jsou izolovany =z periplasmy a Jjsou
aktivovany enzymovym Stépenim, pouzitim purifikované

enterokinasy.




Vasquez, J.R. et al. (1989) popisuje expresi a sekreci
anionického krysiho trypsinu a trypsinovych mutantd v E. coli.
7a Gdelem exprimovat a sekretovat molekuly aktivniho trypsinu do
periplasmy E. coli, je prirozeny prepro segment trypsinogenu
(signélni sekvence a aktiva&ni peptid) nahrazen signdlni sekvenci
pakterialni alkalické fosfatasy (phoBA) a je pouzit phoA promotor,
ktery miZe byt regulovan fosfatem. Aktivni trypsin je izolovan z

periplasmy. VytéZek je vSak velmi nizky (cca. 1 mg/l).

Higaki, J.N. et al. (1989) popisuje expresi a sekreci trypsinu a
trypsinovych mutantd do periplasmy E. coli, pouzitim tac
promotoru a signalni sekvence hisJ S.typhimurium. Vytézek
aktivniho trypsinu je cca. 0,3 mg/l. Objemovy vyté&Zek aktivniho
anionického krysiho trypsinu mlZe byt zvySen na ptibliZin& 50
mg/l, pomoci fermentace s vysokou hustotou bunék (Yee, L. a
Blanch, H.W., (1993)). Autofi vSak poukazuji na problémy Vv
expresi a sekreci aktivniho trypsinu v E. coli. Enzymaticky
aktivni trypsin je vytvofen Vv periplasmé E. coli po Stépeni
signdlni sekvence a proteinovym sbalenim nativniho trypsinu se
vytvati 6 disulfidovych mistkt. Tvorba aktivniho trypsinu je pro
buiiku toxické, protoze aktivni trypsin hydrolyzuje
periplasmatické proteiny E. coli, které 1lyzuji builky. Kromé
toho, je v periplasmé E.coli zabréndno proteinovému sbaleni
trypsinu a zejména spravné nativni tvorb& 6 disulfidQVYCh
mstki. Tento systém neni vhodny pro izolaci relativné& velkych

mnoZstvi trypsinu (> 10 mg; Willett, W.S. et al., (1995)).

Za uc¢elem produkovat v&t31 mnoZstvi trypsinu (50-100 mg) pro
rentgenové krystalografické studie, je v kvasinkéach produkovéan
inaktivni trypsinogenovy prekursor, pod kontrolou
regulovatelného ADH/GAPDH promotoru a je sekretovan pomoci fuze
s vedouci sekvenci kvasinkového a faktoru. Expresni produkt,
Sekfetovany do média, ije kvantitativné prem&nén in vitro na
trypsin, pomoci enterokinasy. VytéZek je.10—15 mg/l (Hedstrom, L.
et al. (1992)).
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DNA sekvence jsou popsény v EP O 597 681, které kéduji maturni
hov&zi trypsin a hovézi trypsinogen, s reziduem iniciac¢niho
methioninu. Navic, Je popséna exprese V E. coli, ale neni

vysvétlena strategie, jak je v E.coli vytvofen aktivni trypsin.

Zplsob  produkce trypsinu z prase¢iho pankreatu nebo  jeho
derivatu v Aspergillus rekombinantnim zptsobem, Jje popsan v WO
97/00316. Pro transformaci Je pouzit vektor, ktery kdéduje
trypsinogen nebo jeho derivat, ktery je N-koncové fuzovan k
funk&nimu signadlnimu peptidu. Avsak, kvasinkové kultury dosahuiji
vy33ich koncentraci biomasy, Ve srovnani s kulturami Aspergillus
a rostou podstatné& rychleji a proto miZe byt vytéiek specifické
exprese u kvasinkové bunky niz&i ne? pro builky Aspergillus, :za
Géelem dosa¥eni vyt&Zkh, které Jsou potfebné pro ekonomicky

zplusob exprese.

Zptisob rekombinantni produkce prekursori zymogenu protéés, které
obsahuji autokatalytické §té&pici misto, které se pfirozené
nevyskytuje, je popséno v WO 99/10503. Tento zpusob zahrnuje
expresi prekursoru zymogenu V E. coli, ve form& inkluznich
t&lisek, s néaslednou purifikaci‘ a renaturaci za podminek, pEi
bkterych je vytvotena protedsova Cast prekursoru zymogenu, Ve své
pfirozené konformaci a ke 3Stépeni renaturovaného prekursoru
zyﬁogenu poté dochazi autokatalyticky. Nevyhodou tohoto zpusobu
jsou velké ztraty, které se casto vyskytuji béhem renaturace a

velké objemy, které jsou vyzadovany pro primyslovou vyrobu.

Rekombinantni produkce trypsinovych'analog'v Pichia pastoris jé
popsana v WO 00/17332. Pro transformaci je pouZit vektor, ktery
kéduje analog trypsinogenu (derivat hové&ziho trypsinogenu), ve
kterém byla C-koncova aminokyselina lyéin muﬁaci zmé&néna za Jjinou
aminokyselinu (kromé argininu nebo lysinu) a ktery je N
termindln& fuzovén k funk&nimu signalnimu peptidu. V tomto
zpusobu Jjsou énaloga trypsinu sekretovana do média v rozpustné

form& a diky vlozené mutaci nejsou také aktivovana a dale
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degradovana nezadouci autokatalyzou, dokonce p¥i relativné
vysokych hodnotach pH fermentadniho procesu. Pro aktivaci Je
poté pouZita aminopeptidasa. Nevyhodou tohoto =zptsobu Jje vsak
potteba odstranit dalsi éminopeptidasy, které mohou mit
nevyhodné vedlejsi aktivity pro nésledné pouziti trypsinu ve

findlnim procesu.

Exprese genl trypsinogenu, vyskytujicich se p¥irozené& v pfirodé&,
v Pichia pastoris je popsédna v WO 01/55429. Za ﬁéélem vyhnout se
autokatalytické aktivaci Jje fermentace Vv ptikladu provadéna vV
méné kyselé oblasti pH p¥i cca. 6. To je tedy mimo optimédlni pH
oblast, kterd zabrafuje autokatalytické aktivace béhem dlouhych
gast v expresni fazi. Dal3imi nevyhodami tohoto zpusobu jsou
geny pro trypsinogen, které nejsou kodénové optimalizovany pro

expresl v Pichia pastoris a prispivaji k nizkym vyt&Zkim exprese.

Pr¥edm&tem vynalezu Jje poskytnou zplsob produkce rekombinantniho
trypsinu, ve kterém jsou nevyhody pfednostniho oboru alespoi
Sistednd eliminovany a ktery dovoluje, aby byl =ziskén aktivni
trypsin Jjednoduchym zplisobem s vysokym vyt&Zkem a aktivitou.
Zejména py m&lo byt moZné izolovat trypsinogen, jako
meziprodukt, v rozpustné form& =z kultivadniho média exprese
hostitele, ktery by nemél byt podroben 34dnému vyznamnému stupni
autokatalytické aktivace béhem fermentace a purifikace. Dale by
m&lo byt moZné nasledné aktivovat trypsinogen autokatalyticky

anebo ptidavkem rekombinantniho trypsinu.

Pfedmétu podle vyndlezu je dosaZzeno pomoci zpusobu rekombinantni

produkce trypsinu, zahrnujici tyto kroky:

a) transformace hostitelskych bunék rekombinantni nukleovou
kyselinou, ktera k6duje trypsinogen s mistem, rozpoznavanym
enterokinasou, v sekvenci propeptidu v sekretovatelné
form&, vyhodn& fuzovaného Kk signalnimu peptidu, ktery
zprosttedkovava sekreci,

b) kultivace hostitelskych bunék za podminek, které umozZiujl

expresi rekombinantni nukleové kyseliny a sekreci
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expresniho produktu do kultivaéniho média, tyto podminky
jsou vybrany tak, Ze autokatalytickému 3tépeni propeptidové
sekvence je alespoﬁ'podstatné zabranéno,

c) izolace expresniho produktu z kultivac¢niho média,

d) té&peni propeptidove sekvence, za vytvofeni aktivniho
trypsinu a

e) dle volby odd&leni ne3tépenych molekul trypsindgenu od

aktivniho trypsinu.

Hostitelské buiiky pouZité ve zplsobu podle vyndlezu mohou byt
eukaryotické nebo prokaryotické hostitelské bunky, jako ty, které
jsou znamy V prednostnim oboru. Hostitelské buiky jsou vyhodné
eukaryotické builky, zejména vyhodng buiiky plisni a nejvyhodnéji
kvasinkové bufiky. Vhodné pfiklady kvasinkovych bunék jsou Pichia
pastoris, Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombae, kde methylotrofni kvasinky, takové,
jako Pichia pastoris nebo Hansenula polymorpha a zejména Pichia

pastoris jsou pouZity pfednostneé.

Je vhodné pouzit hostitelské bufiky, které jsou schopné exprimovat
rekombinantni nukleovou kyselinu a sekretovat expresni produkt do
rultivadniho média za podminek, za kter?ch je autokatalytickému

gt&peni propeptidové sekvence alespofi podstatné&, a vyhodné v
podstaté kvantitativne, zabran&no. Takové podmlnky V?hodné
zahrnuji kyselou hodnotu pH kultivacniho média, zejména vyhodné
hodnotu pH Vv rozmezi mezi 3 a 4, Trypsinogen je stabilni pri
kyselejsich hodnotédch pH a zejména pfi hodnotdch pH do 4,
zatimco trypsin Je autokatalyticky aktivovan v neutralnun nebo

alkalickém médium (Keil, B. (1971)) .

Kultivace za vhodnych podminek, takova, jakd je ve zpﬁSobu podle
vynélezu, zabranuje pfedéasné aktivaci rekombinantniho
trypsinogenu, sekretovaneho hostitelskymi bunikami, které maze
také podstatné sabranit daldi degradaci vysledného tryps1nu aZ na
inaktivni peptidy. Stabilita rekombinantniho trypsinogenu za

kultiva&nich podminek je dale?itad, protoze éxprese by mélo byt




dbprovézena sekreci. Ma& se za to, Ze v tomto spojeni je sekrece
2 hostitelské bunky premisténim trypsinogenu z cytoplasmy pres
bunéénou membranu do kultivaéniho média. Toto Jje vétsSinou
uskuteéné&no pomoci N-termin&lni fuze trypsinogenu s funkénim
signdlnim peptidem. priklady vhodnych signalnich peptidd Jsou
znamé signalni peptidy z kvasinek a zejména vyhodny je signalni
peptid o faktoru ze Saccharomyces cerevisiae. Je vsak samozfejme
moZné, pouzit jiné signélni peptidy napf. signalni peptid, ktery

prirozen& kontroluje sekreci trypsinogenu.

za ulelem vylep3it vytéZek exprese rekombinantniho trypsinu Jje
vyhodné pouZit rekombinantni nukleovou kyselinu s optimalizovanym
vyuzitim kodond pro pfislu3dné hostitelskeé bufiky. Podle toho je
vyhodné pouZit nukleovou kyselinu pro kvasinkové buniky, kterd ma
optimalizované vyuZiti kodontt pro kvasinky. Takové nukleové
kyseliny, které maji optimalizované vyuZiti kodontl, mohou byt
naptiklad vytvoreny syntetizovanim jednotlivych oligonukleotidﬁ

paralelné& a jejich ﬁésledn?m spojenim.

Zpusob podle Vynalezu je v podstaté vhodny pro produkci
jakychkoliv typu rekombinantniho trypsinu za p¥edpokladu, Ze
pfisludny trypsinogen, ktery je sekretovéan jako expresni produkt
hostitelskymi butikami, Jje za kultivaénich podminek v podstaté
stabilni. Zplsob Jje vhodné& pouZzit pro produkci trypsinu z
obratlovctl, zejména ze savcy, takovych, jako prasata, ovce nebo

1idé. Zejména vyhodné& je produkovan praseci trypsin.

Navic je pfednostni, e je pouzita takova rekombinantni nukleova
kyselina, ktera kéduje trypsinogen se zkracenou propeptidovou
sekvenci. Trypsinogenem Je rozumén protein, ktery, ackoliv
Qytvéfi v podstaté& spravnou proteinovou strukturu, nemd Zadnou
nebo ma& velmi malou proteolytickou aktivitu, v porovnani s
aktivnim trypsinem, ktera Je vyhodné alespon 5-krat a zejména
vyhodné alespon 10-krat nizsi, ne proteolyticka aktivita aktivni
formy. Prirozena délka propeptidové S4sti, napf¥. v pfipadé

prase¢iho trypsinogenu 25 aminokyselin, je ‘vyhodné& zkracena na




propeptidovou sekvenci, kterd sestavd pouze z rozpoznadvacil
sekvence  pro enteropeptidasu napft. enterokinasu napt.
aminokyselinova sekvence Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. Dle volby, miZe byt
k N-konci rozpozndvaci sekvence enterokinasy pfripojeno né&kolik
daldich aminokyselin, nutnych pro klonovani, napt. do 5

aminokyselin.

Bylo zjidté&no, Ze exprese skraceného rekombinantniho trypsinogenu
podle vynélezu, obsahujiciho aminokyseliny Glu-Phe, ptipojené
z dovodu klonovani k N-konci rozpoznadvaciho mista enterokinasy,
vede k znadn& vy3dim vyt&Zkdm, nez je tomu v pripadé exprese
p¥irozeného trypsinogenu, Ve zpisobu podle vynalezu. 2 tohoto
davodu je v konkrétni prednostni formé& zplsobu podle vynélezu
pouZita rekombinantni nukleovd kyselina, jejiz nukleotidova

sekvence je ukazand v SEQ ID NO.22, kterd kéduje praseci

trypsinogen se zkracenou propeptidovou sekvenci.

Ve zpusobu podle vynalezu je exprese rekombinantniho
trypsinogenu vyhodné kontrolovana indukovatelnou, expresi
kontrolujici sekvenci. Z tohoto divodu muzZe byt narust

hostitelskych bun&k proveden pted indukci exprese, za podminek,
které jsou vyhodné nebo optimdlni pro rust hostitelskych buné&k.
Proto napfiklad miZe rast probihat pfi pH 5-7, zejména pIi pH 5-6
a¥ do predem stanovené optické hustoty, béhem niz Jje sekvence
regulovatelnad kontroly exprese potlalena. Exprese ndZe byt poté
indukovana zméndu teploty anebo piidavkem induktoru. P¥ikladem
ptrednostni sekvence kontrolované exprese je AOX 1 - promotor z
Pichia pastoris, ktery maZe byt indukovadn methanolem, ktery je
zejména vhodny pro indukovatelnou expresi v methylotrofnich
kvasinkach. Kultiva&ni podminky jsou vyhodné& zménény pred
indukci sekvence kontrolované exprese takovym zplsobem, ktery
napfiklad zm&ni pH na oblast 3-4, kde se trypsinogen vytvoteny
expresi rekombinantni nukleové kyseliny akumuluje v intaktni

form& v kultivacnim médiu.

Kultivadni podminky ve zplsobu podle_vynélezu jsou vybréany tak,




e je do znacné miry zabranéno aut_okatalytickému Stépeni
propeptidové sekvence. Po izolaci produktu exprese z
kultivaéniho média miZe byt propeptidova sekvence odsté&pena za
kontrolovanych podminek. Toto 3tépeni mbhZe byt napriklad
provedeno ptidavkem rekombinantniho trypsinu anebo
autokatalytickym 3&tépenim. V tomto spojeni Jje autokatalytickym
tépenim rozuména aktivace rekombinantniho trypsinogenu sebou
samym, kterd maZe byt dle volby urychlena ptidavkem malych
mnoistvi rekombinantniho trypsinu ale bez pridavku ciziho
proteinu. V tomto zpusobu neni nutné pou#it dal3i cizi protein,
ktery je obvykle odvozen ze surového materialu z Zivocisnych
zdrojti a musi byt nésledné znovu odstranén, coZz muzZe zplusobit
nezadouci tépeni v nasledné aplikaci. K autokatalytické
aktivaci vyhodn& dochédzi p¥i pH Vv rozmezi 7-8. Toto zajistuje,
e trypsinogen, vytvofeny. béhem exprese, miZe byt prvné vysoce
purifikovan v silné kyselé oblasti a aktivace miZe byt specificky
spudté&na pufrovanim, vyhodn& v pfitomnosti malych mnoZstvi napf.
20 mM CaCl, do neutradlni az slabd& bazické oblasti pH. Aktivace
miZe byt zastavena zmé&nou pH, znovu do siln& kyselé oblasti.
Trypsin miZe byt napfiklad purifikovan ionexovou chromatografii
na takovém ionexu, jako SP-Sepharosa®XL nebo benzamidin-

Sepharosa.

za udelem purifikovat produkt exprese z kultivaéniho média miZe
byt kultiva&ni supernatant prvné odd&len od buné&k, jak je popséano
v ptikladu 6.1. Naslednd purifikace zahrnujici autokatalytickou
aktivaci trypsinogenu je vyhodné provedena _vhodnYmi
chromatografickymi purifika&nimi postupy. V zejména pfednosthi
form& 7je provedena chromatografie, Jjak Je popséno‘ v prikladu
6.2, bez predchizejicli separace punék, kde ke kultivacnimu
médiu, stale obsahujicimu buﬁky,’ je ptridan pufr, obsahujici
vapenaté ionty, © findlni koncentraci véphiku 1-30 mM. Nasledn?
jsou provedeny kroky (c), (d) a dle volby (e) zplsobu podle
vynalezu napfiklad, vyuzivajici vhodné chromatografické
purifikaéni postupy a krok pufrovéni, pro autokatélytické étépeni

produktu exprese.
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Zejména ptrednostni forma zpisobu podle vyndlezu Jje tedy
charakterizovana:
a) Transformovanim hostitelské bunky rekombinantni nukleovou
kyselinou, kterad kéduje zymogenni prekurzorovy trypsinogen
z prasete, ktery je flzovadn se signalni peptidovou sekvenci
a obsahuje propeptid, ktery je zkrdcen na rozpoznavaci
misto enterokinasy, kde toto 3t&pné misto Je stépeno
rekombinantnim trypsinem nebo je 3tépeno autokatalyticky za
uréitych pufrovacich podminek a zkraceny trypsinogen miZe
byt v tomto postupu Stépen za vytvoreni aktivniho trypsinu,
b) Kultivovanim hostitelské buitky b&hem féze exprese pfi
kyselém pH, vyhodn& pH 3-4 tak, Ze zkraceny trypsinogen je
pfitomen v rozpustneé form& a je sekretovan do kultivaéniho
média ale autokatalytické aktivaci Je do zna&né nmiry
zabranéno,
¢) Izolaci zkradceného rekombinantniho trypsinogenu z
kultiva&niho supernatantu a jeho aktivaci za podminek,
které dovoluji u&inné Stépeni zkrdceného trypsinogenu
rekombinantnim trypsinem nebo autokatalytickym 3tépenim a
d) Dle volby oddé&lenim nestépenych molekul trypsinogenu od

aktivniho trypsinu.

zkraceni propeptidu popsané v tomto vyndlezu ma pozitivni u&inek
zejména na expresi a autokatalytickou aktivaci. Kromé& toho, po
autokatalytické aktivaci se neradouci, dalsi autolyza zvy3uje

zna&nd pifi pH > 4,0 b&hem rastové faze a expresni faze kultury.

Dalsi zvydeni ve vyté&Zku exprese ve zpusobu podlé vynéiezu maze
byt dosaZeno transformovanim hostitelské bufiky né&kolika vektory,
kde ka?dy z nich obsahuje rekombinantni nukleovou kyselinu, Jak
je uvedeno vySe, kde vektory obsahuji ruzné selekéni markery,
napf. Zeocin a G418. Kultivace za nasobnych selekénich podminek
prekvapivé dovoluje, aby se dale podstatné zvy3il vytéZek exprese

rekombinantniho trypsinogenu.
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Dalfim predmé&tem vyndlezu Je rekombinantni nukleova kyselina,
kterd koéduje trypsinogen, ktery ma& rozpozndvaci misto pro
enterokinasu v propeptidové sekvenci, kde propeptidova sekvence

je vzhledem k prirozené propeptidové sekvenci zkracena a Je

vyhodné fuzovana se signdlni peptidovou sekvenci. Zkracena
propeptidova sekvence podle vynalezu vyhodné sestava
z rozpoznavaciho mista pro enterokinasu, které ma

aminokyselinovou sekvenci Asp-Asp-Asp-Asp-Lys a dle volby mad aZ S
daliich aminokyselin, umisténych na jeho N-konci. Nukleova
kyselina podle vynalezu m& zejména vyhodné nukleotidovou

sekvenci, ukézanou v SEQ ID NO.22.

Nukleova kyselina podle vynalezu je vyhodn& v operalnim spojeni
s regulovatelnou sekvenci kontrolované exprese, coZ je napfiklad
vhodna sekvence kontrolované exprese pro expresi genu VvV
kvasinkovych bunkach, takova Jjako AOX1 promotor =z Pichia

pastoris.

Vynalez se také tyka rekombinantniho vektoru, ktery obsahuje
alespoil jednu kopii rekombinantni nukleové kyseliny, Jjak je
uvedeno vy3e. Vektor je vyhodné takovy vektor, ktery Jje vhodny
pro expresi genu V kvasinkovych bufikdch. Priklady takovych
vektori jsou popsény Vv Sambrook et al., Molecular cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, New York.

Kromé& rekombinantni nukleové kyseliny obsahuje vektor déléi
vhodné genetické prvky pro pripadné zamy$lené pouziti a zejména
gen pro selekCni marker. Zejména vyhodn& pouzité jsou vektory,
které mohou byt v bufice pfitomny v ndsobnych kopiich, zejméné
Vektory, které mohou byt integrovany Vv mnohonasobné formé& do
genomu hostitelskeé buiky. Vyndlez se také tykd kombinaci
vektort, kde kazdy z nich obsahuje gen pro rizny selekéni marker

a které mohoﬁ byt soucasné propagovany v hostitelské bufice .

Krom& toho, se vynalez tyka rekombinantni buifiky, kterd Je
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transformovana nukleovou kyselinou podle vyndlezu nebo vektorem
podle vynalezu. Rekombinantni buifika je vyhodn& kvasinkova butika,
zejména methylotrofni kvasinkova bufika, takova, Jjako Pichia

pastoris nebo Hansenula polymorpha.

Nakonec se vynalez tyka rekombinantniho trypsinogenu, ktery je
kédovan nukleovou kyselinou podle vynalezu. Rekombinantni
trypsinogen ma propeptidovou sekvenci, kterd Jje ve srovnani
s ptirozenou propetidovou sekvenci zkrécena a obsahuje
rozpoznavaci misto pro enterokinasu. Rekombinantni trypsinogen
podle vyndlezu ma vyhodn& aminokyselinovou sekvenci, ukazanou

v SEQ ID NO. 23.

pfedkladany vyndlez Jje také objasnén néasledujicimi obrazky a

priklady.

Obrazek 1: ukazuje plasmidovou mapu expresniho plasmidu pTRYP-9,

obsahujiciho kompletni rekombinantni trypsinogen,

Obrazek 2: ukazuje plasmidovou mapu expresniho plasmidu pTRYP-11
obsahujiciho zkréaceny rekombinantni trypsinogen (sh-
trypsinogen) a gen markeru Ppro rezistenci k Zeocinu

(ZeoR),

Obrazek 3: ukazuje plasmidovou mapu expresniho plasmidu pTRYP-13
Obsahujiciho zkraceny rekombinantni trypsinogen (sh-
trypsinogen) a gen markeru (KanR) pro rezistenci ke

kanamycinu / G418.
Priklady:
Zpusoby:
Techniky rekombinantni DNA

Pro manipulaci s DNA byly pouzity standardni zpasoby, Jjak Je
popséno v Sambrook, J. et al. (1989) v Molecular Cloning: A
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Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
'Spring Harbor, New York. Molekularn&-biologické reagencie byly

pouZzity podle ndvoda vyrobce.

Stanoveni proteinu
Stanoveni  proteinu purifikovaného trypsinu Dbylo provedeno
m&fenim absorbance pri 280 nm. Hodnota 13,6 byla pouZita pro A 1

s / 280 nm pro 1 cm silnou kyvetu.
Vypocet:
Protein [mg/ml] = (10 [mg/ml]* ABvzorex * ¥edéni) / 13,6

Pichia pastoris a expresni vektory pro Pichia pastoris
Pro zachazeni s Pichia pastoris a expresnimi vektory byly jako
instrukce pouZity katalogy a instrukéni manualy od Invitrogenu.

Vektory pro expresy skréceného rekombinantniho trypsinogenu jsou

zaloZeny na vektorech pPICZoA a pPIC9K od Invitrogenu.

P¥iklad 1:
Syntéza genu kompletniho rekombinantniho trypsinogenu s vyuzitim

optimalizovanych kodon pro expresi v kvasinkach

Jednim z p¥ednostnich zpusobl pro provedeni zplsobu podle
vynédlezu je syntetizovat kodonové optimalizovanou sekvenci genu.
Za G&elem optimalizovat kazdy koddén pro expreéi v kvasinkach,
bylo nezbytné piovést kompletni de novo syntézu genu O cca 700
pb, ktery kéduje kompletni rekombinantni trypsinogen. Bylo-li to
nutnée, bylo mozZné optimalizovat kazdy koddén vyuzitim
degenerativniho koédu v opétovné translaci sekvence aminokyseliny
prase¢iho trypsinogenu podle SEQ ID NO. 1. Pro tento uc¢el byl gen
rozdé&len do 18 oligonukleotiddy, které byly dlouhé 54 az 90
nukleotida. Oligonukleotidy byly navrzeny tak, Ze st¥idava
sekvence fragmentd kédujiciho fetdzce a komplementarniho vlakna,
jejichz 5' a 3' konce se navzajem komplementarné prekryvajl se

sousednimi oligonukleotidy. prekryvajici se oblast byla vybrana
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v kasdém pripadé takovym zpisobem, aby se do zna&né miry
zabranilo nespecifické vazbé béhem reakce rozpozndvani
v nasledné PCR reakci. Oligonukleotidy na 5' a 3' konci genu
byly poskytnuty proti sméru a Ppo sméru kédujici oblasti
s rozpoznavacimi misty pro restrikdni endonukleasy, ktere by
mohly byt pouzity pro pozd&jsi inzerci syntetického genu podle
SEQ ID NO.2 do expresnich vektort. Takto bylo tedy proti sméru
vloZeno rozpoznavaci misto pro restrik&ni endonukleasu EcoRI a po
sméru bylo vlozZeno rozpoznavaci misto pro restrik&ni endonukleasu

Xbal. Sekvence oligonukleotidd jsou ukazény v SEQ ID NO.3 az 20.

Syntéza genu byla provedena pomoci PCR reakce. Kdédujici oblast
byla proto prvné& rozdélena do t¥i segmentt (oligonukleotidy 3 az
8, 9 a:z 14, 15 a% 20) a tyto segmenty byly vytvoreny
v oddé&lenych PCR reakcich, pouZitim prekryvajicich se
komplemeﬁtérnich oligonukleotidl. V tomto postupu byl fragment
genu v kaZdém kroku prodlouZen az do té doby, kdy byl vytvofen
produkt celkové délky, ktery byl amplifikovan v nasledujicich
cyklech. Teplota pripojeni byla vybrana podle prekryvajlc1 se

oblasti s nejniz3im bodem téani.

Tyto t¥i segmenty byly nésledné analyzovany pomoci elektroforézy
v agarosovém gelu, produkty, které mély o&ekdvanou délku byly
izolovany z gelu pouZitim QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) a
byly syntetizovany za vytvofeni kompletniho genového produktu
v daldi PCR reakci. Prvnich 5 cykld byly PCR reakce provedeny bez
prldavku primeru na 5' konci a 3' konci celého genu} takze ze
zadadtku bylo z téchto t¥i segmentd tvofeno né&kolik fragmentud
genového produktu o o&ekavané délce. Teplota ptipojeni byla
vybréna podle prekryvajici se obiasti s nejniz$im bodem tani.
poté byly pridany koncové primery a teplota pfipojeni byla
zvydena podle teploty pripojeni primeru s nejnizsi teplotou tani.
Fragment genu otekavané délky Dbyl . amplifikovan v dalsich ’25

cyklech. PCR fragment byl zkontrolovan sekvenovanim.
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Priklad 2
Pfiprava zkraceného trypsinogenového genu

Kodény prvnich 20 aminokyselin pfirozené& se vyskytujiciho
trypsinogenu byly odstranény pomoci speciadlné navrZzeného 5
primeru podle SEQ ID NO. 21 tak, aby jako N-koncova propeptidova
sekvence zkraceného rekombinantniho trypsinogenu zlGstaly pouze
kodény rozpozndvaci sekvence enteropeptidasy enterokinasy Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys a koddny Glu-Phe, nutné pro klonovéni do
expresnich vektort pré Pichia pastoris, kvali rozpoznavacimu
mistu restrik&ni endonukleasy EcoRI. Delece byla vnesena pomoci
PCR reakce PCR fragmentu genu, kédujiciho kompletni
rékombinantni trypsinogen, pouZitim 5' primeru podle SEQ ID NO.21
a 3' primeru podle SEQ 1D NO.20. DNA sekvence zkraceného
rekombinantniho trypsinogenu je ukédzdna v SEQ ID NO. 22 a
aminbkyselinové sekvence zkraceného rekombinantniho trypsinogenu

je ukadzéna v SEQ ID NO. 23.
p¥iklad 3

Klonovani PCR fragmentﬁ kompletniho rekombinantniho trypsinogenu,
vytvo¥eného syntézou genu a klonovani zkraceného rekombinantniho

trypsinogenu do expresnich vektord pro Pichia pastoris

PCR fragmenty byly znovu 3tépeny ECORI a Xbal (Roche Diagnostics
GmbH), znovu izolovany (QIAquick Gel Extraction Kit/Qiagen) a
naslednd byly ligovany do fragmentu expresniho vektoru pPICZoA
(Invitrogen), linearizovaného EcoRI a Xbal (Roche Diagnostics
GmbH) a izolovaného QIAquick Gel Extraction Kit/Qiagen. Poté
bylo pipetovano 1 upl (20 ng) fragmentu vektoru a 3 pl (100 ng)
PCR fragmentu, 1 pl 10 x ligasového pufru (Sambrook et al., 1989
B.27), 1 pl T4 DNA ligasy, 4 pl sterilni HoOredestilovanés smé&s byla
opatfné promichana a byla inkubovana pfes noc pri 16°C. V tomto

vektoru je synteticky gen pod kontrolou AOX 1 promotoru (promotor
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pro alkoholoxidasu 1 2z pichia pastoris), ktery muZe byt
indukovan methanolem (Mallinckrodt Baker B.V.) a je umistén ve
spravném dtecim ramci za signalnim peptidem o faktoru z
Saccharomyces cerevisiae. Za G&elem kontroly a izolace plasmidu,
bylo 5 pl ligaéni smési poté transformovdno do 200 pl
kompetentnich bunék (Hanahan (1983) E. = coli XL1Blue
(Stratagene) . PO 30 min inkubaci na ledu niasledoval teplotni Sok
(90 sek pfi 42°C). Naslednd byly buiiky pEeneseny do 1 ml LB
média a byly inkubovany 1 hodinu pfi 37°C v LB médiu pro
fenotypickou expresi. Alikvoty této transformacé byly naneseny
na misky s LB médiem, za pouziti 100 upg/ml Zeocinu, Jako
selekéniho markeru a byly inkubovany 15 hodin pfFi 37°C.
7 narostlych kolonii byly izolovany plasmidy (Sambrook, J. et
al. (1989) In. Molecular cloning: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York) a
byla ovérena bezchybnost sekvence bazi pomoci restrikéni analyzi
a sekvenovani. Expresni vektory vytvofené timto zplisobem, které
obsahuji synteticky gen pro kompletni rekombinantni trypsinogen
nebo pro zkraceny rekombinantni trypsinogen, byly pojmenovany

pTRYP-9 (viz obr. 1) a pTRYP-11 (viz obr. 2).

Transformace pTRYP-9 a pTRYP-11 do Pichia pastoris

Pro transformaci pTRYP-9 a pTRYP-11 do pPichia pastoris X-33,
GS115 nebo KM71H s néslednou intergraci do genomu, byl vektor
prvneé linearizovan Sacl (Roche Diagnostics GmbH) . Transformace
byla provedena elektroporaci, pouzitim Gene Pulser II (Biorad) .
Pro toto bylo kolonii Pichia pastoris inokulovéano 5 ml YPD média
(Invitrogen) a bylo inkubovano pres noc pri 30°C za t¥epéni.
Pomoci této kultury narostlé ptes noc Dbylo nésledné zZnovu
inokulovano. 200 ml Gerstvého YPD média (Invitrogen) 1:2000 a
bylo inkubovano za trepani pfes noc prfi 30°C, dokud nebylo
dosajeno ODspo 1,3 aZ 1,5. Bunky byly poté odstfedény (1500 x g /
5 minut) a peleta byla resuspendovana Vv 200 ml ledové& studené,

sterilni vod& (0°C). Buhky byly znovu odstfed&ny (1500 x g / 5
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minut) a byly resuspendovany ve 100 ml ledov& studené, sterilni
vody (0°C). Bunhky byly znovu odst¥ed&ny a resuspendovany v 10 ml
ledovd studeného (0°C) 1 M sorbitolu (ICN). Buiky byly znovu
odst¥edény a resuspendovany v 0,5 ml ledové studeného (0°C) 1 M
sorbitolu (ICN). Takto izolované bufiky byly uchovéavany na ledu a

ihned pouZity pro transformaci.

80 ul buné&k bylo smichano s cca. 1 kg linearizované pTRYP-9 nebo
pTRYP-11 vektorové DNA a celd smés byla prenesena do ledoveé
studené (0°C) elektroporac¢ni kyvety a byla inkubovana na ledu po
dalsich 5 minut. N&sledné& byla kyveta umisté&na do Gene Pulser II
(Biorad) a transformace byla provadéna pri 1 kv, 1 kQ a 25 pF. Po
elektroporaci byla smes smichdna s 1 ml 1 M sorbitolu (ICN) a
ndsledn& bylo 100 aZz 150 ul rozet¥eno na misku s YPDS agarem
(Invitrogen), obsahujicim 100 ug/ml 7zeocinu (Invitrogen). Misky

byly nasledné inkubovany 2-4 dny pfi 30°C.

Klony byly znovu inokulovany na miskéch s rastrem MD (= minimdlni
dextrosa) a dale analyzovany. Narostlé klony byly odebrany,
resuspendovany ve 20 pl sterilni vody, lyzovany (1 hodinu, 30°C,
10 min, -80°C) 17,5 U lytikasy (Roche Diagnostics GmbH) a pomoci
PCR byly pifimo analyzovany, zda obsahuji spravné& integrovanou

trypsinogenovou expresni kazetu.

Klony, u kterych do&lo bé&hem transformace k integraci kompletni

expresni kazety do genomu, byly pouZity pro expresni experimenty.

Exprese kompletniho a zkraceného rekombinantniho trypsinogenu

Pozitivni klony byly inokulovany ve 3 ml'BMGY média(Invitrogen)
2 inkubovany ptes noc p¥i 30°C za trepani. Nasledné _bylo
stanoveno OD p¥i 600 nm a tyto klony byly znovu inokulovany v 10
ml BMMY média (Invitrogen) pH 3,0 tak, aby vysledné ODegoo bylo 1.
BMMY médium (Invitrogen) pH 3,0 obsahuje methanol (Mallinckrodt

Baker B.V.), ktery indukuje expresi kompletniho nebo zkréaceného
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rekombinantniho trypsinogenu, prostfednictvim AOX1 promotoru.

Kultivadni nadoby byly za tfepéani inkubovany p¥i 30°C, Kazdych 24
hodin byly odebirany vzorky, bylo stanoveno ODgoo, pro kontrolu
exprese, pomoci SDS elektroforézy v polyakrylamidovén1 gelu, byl
odebran alikvot kompletniho a zkraceného rekombinantniho
trypsinogenu a kaidy byl doplnén 0,5 % methanolem (Mallinckrodt
Baker B.V.) pro dalsi indukci. Expresni experimenty byly

provadény po 72 hodin.

Analyza  exprese kompletniho a zkréceného rekombinantniho

trypsinogenu pomoci SDS elektroforézy v gelu

7 kazdé exprimujici kultury bylo odebréano 500 pl, bylo stanoveno
ODgoo @ buliky byly odstredény. Kultivalni supernatant byl uloZen a
bun&&né peleta byla kvali lyzi resuspendovana Vv prisludném
mnoZstvi Y-PER™ (50 aZ 300 pl/Pierce) pro ODsoo a byla tfepéna po
1 hodinu p¥i laboratorni teploté. Nasledn& byl lyzat odsttedén,
aby se oddélily bun&éné zbytky (15000 x g / 5 minut) a
supernatant byl ptenesen do gistych reak&nich nadobek. 10 ul

lyzatu a 10 pl xultiva&éniho supernatantu bylo nanesenc na SDS
polyakrylamidovy gel a proteiny byly aplikovanim elektrického

pole rozdéleny podle velikosti.

pP¥ekvapivé bylo mo¥né identifikovat slabeé zény v kultivacnich
Supernatantech klona, obsahujicich  kompletni rekombinantni
trypsinogen, stejné jako u klont, ’obsahujici zkraceny
rekombinantni trypsinogen, ktery se nevyskytoval.V'kontrolnich
klonech; Kontrolnimi klony se rozumi X33 buiky Pichia pastoris,
které byly transformovany vychozim vektorem pPICZoA a které
rostly a byly indukovany podobné&, Jjako klony exprimujici
trypsinogen. Migracni vlastnosti novych préteinovych zon
v exprimujicich klonech odpovidaji vypo&itané molekulove
hmotnosti a Jje mirné vy381 nei je molekulovd hmotnost hovéziho

trypsinu, ktery byl nanesen jako kontrolni marker. Tato mirna
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odli%nost ve velikosti naznaluje na neaktivovany trypsinogen.

Pfekvapivé, rekombinantni zkraceny trypsinogen byl exprimovan

vyznamné siln&ji neZ rekombinantni kompletni trypsinogen.
Priklad 4
ZvySeni vytéZku exprese nasobnou transformaci

Nejlep8i  klony z expresnich experimentd s rekombinantnim
zkradcenym trypsinogenem byly znovu piipraveny pro elektroporaci,
jak je ©popséno vy3e, a Dbyly znovu transformovany 1 ug
linearizované pTRYP-11 vektorové DNA a transformaéni smé&s byla

nanesena na misky s YPDS agarem (Invitrogen), obsahujici 1000 az

2000 pg/ml Zeocinu (Invitrogen). Toto =zvy3uje selekéni tlak
takovym zpGsobem, Ze rostou pouze ty klony, které maji ve svém
genomu intégrovéno n&kolik kopii expresniho vektoru pTRYP-11 a
tim také n&kolik kopii prisludného genu pro rezistenci (v tomto
pripadé pro Zeocin®). Protein =zodpové&dny za rezistenci k
Zeocinu® je produkt bleomycinového genu ze Streptoalloteichus
hindustanus (Calmels, T. et al., (1991); Drocourt, D. et al.,
(1990)), ktery vaZe Zeocin® ve stechiometrickém koncentracnim
pom&ru a tim tvori buinku rezistentni k Zeocinu®. Cim vy33i je
koncentrace Zeocinu® na miskach s YPDS agarem, tim vyssi
mnozstvi proteinu, =zajistujiciho rezistenci, musi byt bﬁﬁkou
vytvofeno, aby umoZnilo kvantitativné vazat Zeocin® a tim i
rast. Toto je mezi Jinym moZné tehdy, kdyZ jsou VvV genomu
integrovény ndsobné kopie genu pro rezistenci. Klony byly znovu

inokulovany na MD miskdch s rastrem, jak je popsano vySe.

Naslednd byly tyto klony ovéfeny, zda exprimuji a sekretuji

trypsinogen, Jjak je popsano vyse.

Prekvapivé, bylo po tomto méfeni mozné identifikovat klony, které
m&ly znadné& zvydeny vytézek exprese zkrdceného rekombinantniho

trypsinogenu, sekretovaného do kultivacéniho supernatantu po
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elektroforéze v SDS polyakrylamidovém gelu.

P¥iklad 5

ZvySeni vytézku exprese pouzitim druhého selekéniho tlaku

zvy8eni koncentrace 7eocinu® nad 2000 pg/ml nevedlo k zlepSeni
vyté&zku exprese skriceného rekombinantniho trypsinogenu. Za
Gelem dale =zvy8it pocet kopii genu Vv expresnich klonech genu
podle SEQ ID NO. 22, ktery kéduje rekombinantni zkraceny
trypsinogen a je  kodbnoveé optimalizovan  pro expresi v
kvasinkach, byly integrovany dalgi expresni vektory do genomu
expresnich klont, pripravenych v pfikladech 3 a 4, které maji
nejvy33i vytézek exprese prostfednictvim druhého selekéniho

tlaku, vyhodn& G418 (Roche Diagnostics GmbH) .

Pro tento u&el je expresni kazeta z pTRYP-11, obsahujici ¢ast

AOX1 promotoru, gen pro signdlni peptid a faktoru Saccharomyces
cerevisiae, kodénové optimalizovany gen pro rekombinantni
zkraceny trypsinogen podle SEQ ID NO.22, vy3tépena restrik&nimi
endonukleasami SacI a Xbal =z pTRYP-11, restrikéni smés je
rozd&lena na 1 % agarosoveém gelu a z gelu je izolovén fragment o
1693 pb (QIAquickv Gel Extraction Kit/Qiagen). Soucasneé byl
pomoci Sacl a Notl gtépen vektor pPICI9K (Invitrogen), restfikéni
sm&s byla rozdélena na 1 % agarosovém gelu a z gelu byl izolovéan
fragment vektoru o 8956 pb (QIAquick Gel EXtraction Kit/Qiagen).
Xbal preénivajici fragment =z pTRYP-11 & Notl preénivajici
fragment z pPIC9K byly doplnény pomoci Kleﬁowovy polymerasy
(Roche Diagnostics GmbH), =za vytvofeni tupych konct, podle

navodu vyrobce.

Nasledné&, dva fragmenty ziskané timto zpusobem, byly ligovany,
jak je popsano vyde. Ligaéni smési‘byla transformovana E. coli
%L1 Blue (Stratagene), Jjak je popséno vyse (klony obsahujici
plasmid byly selektovany na miskdch s 100 pg/ml ampicilinu na

miskadch s Zivnym médiem) a tyto klony byly pomoci restrikénich
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analyz a sekvenovani ovéfeny. Expresni vektor, vytvo¥eny timto

zptisobem, byl pojmenovan pTRYP-13 (viz obr. 3).

Integrace expresniho vektoru pTRYP-13 do genomu Pichie pastoris

byla selektovéna prostfednictvim G418 (Roche Diagnostics GmbH) .

Klony, které mely nejvy$si vytézek exprese trypsinogenu z nasobné
transformace s pTRYP-11 (zeocinovid rezistence) byly pripraveny
pro elektroporaci, jak Jje popsdno vyse a transformovany 1 ‘ug
fragmentu vektoru pTRYP-13 (G418 rezistence), linearizovanym Sall
(Roche Diagnostics GmbH). Transformaéni smé&s byla nésledné

ulofena na 1 a% 3 dny pfi 4°Cc v 1 M sorbitolu (ICN) (pro

vytvofeni G418 rezistence), poté bylo 100 az 200 pl naneseno na
misky s YPD (Invitrogen), obsahujici 1, 2 a 4 mg/ml G418 (Roche
Diagnostics GmbH) a inkubovany 3 a? 5 dn@ pfi 30°C. Vysledné
klony, vyhodné z misek s YPD s nejvyssi koncentraci G418, byly
snovu testovany na zvySeni exprese zkrdceného rekombinantniho
trypsinogenu, pouzitim SDS elektroforézy v polyakrylamidovém

gelu, jak Jje popséano vyse.

Po tomto postupu bylo pfekvapivé moZno znovu identifikovat klony,
které vykazuji zvySeny vyté&iek exprese zkriaceného rekombinantniho
trypsinogenu Vv kultivaénim supernatantu po SDS elektroforéze

v polyakrylamidovém gelu.

P¥iklad 6

Izolace trypsinogenu z kultivadniho supernatantu a aktivace

6.1

Kultivacni supernatant byl od punék oddé&len pomoci mikrofiltrace,
centrifugace nebo filtrace. Trypsinogen byl purifikovan pomoci
chromatografie na fenyl Sepharose fast flow (Pharmacia) .
Chromatografie byla provedena V oblasti pH 2-4. BAutokatalytické
aktivace byla spudténa pufrovénim pH na 7-8 v pritomnosti 20 mM
CaCl,. Tato autokatalytickad aktivace miZe byt zastavena opétovnou

zmé&nou pH zpeét do oblasti 2-4. Aktivni trypsin byl purifikovan
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chromatografii na benzamidinoveé Sepharose (napr. SP-
SepharoseCML, ff) (Pharmacia/package insert) nebo na ionexu.
Trypsin Je skladovédn p¥i pH 1,5-3, aby se zabranilo autolyzi.
Specificka aktivita purifikovaného trypsinu je 180-200 U/mg

proteinu.

6.2

Celé fermentaéni médium je nafredé&no v pom&ru pfibliZné 1:2 az 1:4
pufrem octanu amonného (5-20 mM) obsahujiciho 5-30 mM chloridu
vapenatého, pH 3,5 a purifikovano prost¥ednictvim chromatografie
na expandovaném lo?i (expanded bed chromatography; McCornick
(1993); EP 0 699 687) pouZitim kationtového iontoménice (napf.
Streamline@SP, XL). V tomto ptipadé byla chromatografie provedena
za ptitomnosti pun&k. Buiiky Jsou soulasné rozdé&leny pomoci
chromatografie. Nasleduje postup, ktery je popsan Vv prikladu 6,1

(pufrovéni/aktivace atd.).

Priklad 7

Stanoveni aktivity

Aktivita trypsinu byla stanovena pouzitim Chromozym  TRY
(Pentapharm Ltd) ve 100 mM Tris pH 8,0, 20 mM CaClz pfi 25°C.

Fotometrické mé&feni je provedeno pfi 405 nm.

Zkratky:

YPD: kvasni&ny dextrosovy pepton

YPDS: kvasni&ny dextrosovy sorbitolovyvpepton
BMGY : pufrované glycerolové komplexni médium
BMMY : pufrované methanolové komplexni médium

SDS: dodecylsulfat sodny
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Patentové naroky

Zpisob  rekombinantni  produkce trypsinu, zahrnujici
kroky:

transformovani hostitelské bunky rekombinantni nukleovou
kyselinou, ktera kéduje trypsinogen s rozpoznavacim
mistem pro enterokinasu v propeptidové sekvenci ve
formé&, ktera miZe byt sekretovdna hostitelskou buiikou,
kultivaci hostitelské bunky za podminek, které umozZnuji
expresi rekombinantni nukleové kyseliny a sekreci
produktu exprese do kultivaéniho média, podminky byly
vybrany  tak, Ze je do znacné miry zabranéno
autokatalytickému Stépeni propeptidové sekvence,

izolace produktu exprese z kultiva&niho média,

Stépenl propeptidové sekvence za vytvoreni aktivniho
trypsinu a

dle volby oddéleni ne3tépenych molekul trypsinogenu od

aktivniho trypsinu.

Zplsob, jak Jje narokovédno v patentovém naroku 1,
charakterizovany tim, Ze,

jako hostitelskd buiika je pouZita kvasinkova buiika.

Zpusob, jak je ndrokovédno v patentovém naroku 1 nebo 2,
charakterizovany tim, Ze .
jako hostitelskd bufika je. pouZita Pichia pastoris nebo

Hansenula polymorpha.

Zpusob, jak je narokovédno v jednom z patentovych naroki

1 az 3,

charakterizovany tim, ZzZe

je pouZita rekombinantni nukleovd kyselina, kterd kéduje
trypsinogen  fuzovany k signdlnimu peptidu, ktery

zprostredkovava sekreci.
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Zpisob, jak je narokovéno v jednom z patentovych naroka
1 az 4,

charakterizovany tim, zZe

je pouzZita rekombinantni nukleové kyselina S

optimalizovanym vyuZitim kodénli pro hostitelskou buiiku.

Zpisob, jak je narokovano v jednom z patentovych nérokl
1 az 5,

charakterizovany tim, Ze

je pouZita rekombinantni nukleovd kyselina, kterd kéduje

trypsinogen, ktery m& zkracenou propeptidovou sekvenci.

Zpusob, jak je narokovédno v jednom z patentovych né&roka
1l az 6,

charakterizovany tim, Ze

je pouZita rekombinantni nukleovd kyselina, ktera kéduje

praseci trypsinogen.

Zpusob, jak je ndrokovédno v jednom z patentovych ndroka
1az 7, |

charakterizovany tim, Ze

je pouzZita rekombinantni nukleovd kyselina, kterda ma

nukleotidovou sekvenci, ukdzanou v SEQ ID NO. 22.

Zpisob jak je ndrokovdno v jednom z patentovych naroki 1
az 8,

charakterizovany tim, Ze

rekombinantni nukleovd kyselina je exprimovéna za

kyselych podminek, zejména p¥i pH 3-4.

Zplsob jak je ndrokovano v patentovém naroku 9,
charakterizovany tim, Ze

hostitelsk& bunka je kultivovana pred expresi

rekombinantni nukleové kyseliny za podminek, které jsou

zejména optimalni pro rist hostitelské bunky.




11.

12,

13.

14.

15.

asee s
-
.
L X XN
e e

28 .

ZpGsob, jak je narokovéno v patentovém naroku 10,
charakterizovany tim, zZe

hostitelské burika je kultivovéna pred expresi
rekombinantni nukleové kyseliny p#i pH 5 - 7 aZ do
pfedem stanovené optické denzity a poté je exprese

rekombinantni nukleové kyseliny indukovana.

Zptusob, jak je narokovdno v jednom z patentovych ndrokl
1 az 11,

charakterizovany tim, ZzZe

propeptidova sekvence je Stépena pridavkem
rekombinantniho trypsinu anebo autokatalytickym
Stépenim.

Zpisob, jak je narokovédno v jednom =z patentovych nérokt
1 az 12,

charakterizovany tim, Ze

kultivacni médium, obsahujici hostitelské bunky, Jje
smichéno s pufrem, obsahujicim vépenaté ionty a nédsledné

jsou provedeny kroky (c), (d) a dle volby (e).

Rekombinantni nukleova kyselina, ktera kéduje
trypsinogen, ktery. ma rozpoznavaci misto pro
enterokinasu v propeptidové sekvenci,

charakterizovana tim, :zZe

propeptidovd sekvence je ve srovndni s pfirozenou

propeptidovou sekvenci zkracena.

Nukleova kyselina, jak je narokovadno v patentovém ndroku
14,

charakterizovana tim, ze

propeptidova sekvence sestdva z rozpozndvaciho mista pro
enterokinasu, které m& aminokyselinovou sekvenci Asp-
Asp-Asp-Asp-Lys a dle volby az z 5 dalsSich aminokyselin,

umisténych na jejim N-konci.
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Nukleova kyselina, jak je na&rokovano v patentovém naroku
14 nebo 15,
charakterizovana tim, zZe

mé& nukleotidovou sekvenci, ukdzanou v SEQ ID NO. 22.

Nukleova kyselina, jak je nadrokovéano v jednom
z patentovych ndrokd 14 aZ 16,

charakterizovanid tim, zZe

je v ﬁéinnémrspojeni se sekvenci regulovatelné kontroly

exprese.

Rekombinantni vektor,

charakterizovany tim, Ze

obsahuje alespol jednu kopii rekombinantni nukleové
kyseliny, Jak Jje ndarokovédno v jednom =z patentovych

narokua 14 az 17.

Rekombinantni buika,

charakterizovana tim, zZe

je transformovand nukleovou kyselinou, jak je narokovano
v jednom z patentovych ndrokl 14 aZ 17 nebo vektoren,

jak je narokovadno v patentovém naroku 18.

Rekombinantni trypsinogen,

charakterizovany tim, Ze
m& propeptidovou sekvenci, kterd Jje ve srovnéani
s prirozenou propeptidovou sekvenci zkrdcena a obsahuje

rozpozndvaci misto pro enterokinasu.

Trypsinogen, jak je ndrokovano v patentovém naroku 20,
charakterizovany tim, Ze

propeptidova sekvence sestévé z rozpoznavaciho mista pro
enterokinasu, které m& aminokyselinovou sekvenci Asp-
Asp-Asp-Asp~Lys a dle volby aZz z 5 dalSich aminokyselin,

umisténych na jejim N-konci.
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mé aminokyselinovou sekvenci ukazanou v SEQ ID NO. 23.
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Seznam sekvenci ) 7
<110> Roche Diagnostics GmbH _ /////EQL7//’/”
<120> Zptsob produkce rekombinantniho trypsinu

<130> 5515/00/EP

<140>
<141>

<150> 01102342.1
<151> 2001-02-01

<160> 23

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 247

<212> PRT

<213> Porc

2400> 1

Ile Pro Asn Thr Phe Val Leu Leu Ala Leu Leu Gly Ala Ala Val Ala

1 5 10 15

Phe Pro Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ile Val Gly Gly Tyr Thr Cys Ala
20 25 30

Ala Asn Ser Ile Pro Tyr Gln Val Ser Leu Asn Ser Gly Ser His Phe

35 40 45
Cys Gly Gly Ser Leu Ile Asn Ser Gln Trp.Val Val Ser Ala Ala His
50 55 . 60

Cys Tyr Lys Ser Arg Ile Gln Val Arg Leu Gly Glu His Asn Ile Asp

65 70 75 80

Val Leu Glu Gly Asn Glu Gln Phe Ile Asn Ala Ala Lys IlelIle Thr

85 o %0 | 95

His Pro Asn Phe Asn Gly Asn Thr Leu Asp Asn Asp Ile Met Leu Ile

100 105 110

Lys Leu Ser Ser Pro Ala Thr Leu Asn Ser Arg Val Ala Thr Val Ser




115

34 .

120 : 125

‘Leu Pro Arg Ser Cys Ala Ala Ala Gly Thr Glu Cys Leu Ile Ser Gly

130

135 140

Trp Gly Asn Thr Lys Ser Ser Gly Ser Ser Tyr Pro Ser Leu Leu Gln

145

155 160

Cys Leu Lys Ala Pro Val Leu Ser Asp Ser Ser Cys Lys Ser Ser Tyr

165

170 175

Pro Gly Gln Ile Thr Gly Asn Met Ile Cys Val Gly Phe Leu Glu Gly

180

185 190

Gly Lys Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Cys Asn

195

200 205

Gly Gln Leu Gln Gly Ile Val Ser Trp Gly Tyr Gly Cys Ala Gln Lys

210

220

Asn Lys Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Cys Asn Tyr Val Asn Trp Ile

225

Gln Gln Thr Ile Ala Ala Asn

245

<210> 2
<211> 744
<212> DNA

<213> uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence

<400> 2

235 240

Synteticky gen

attccaaata cttttgtttt gttggcectttg ttgggtgctg ctgttgcttt tccaactg

at 60

gatgatgata aaattgttgg tggttatact tgtgctgcta attctattcc atatcaag

tt 120

tctttaaatt ctggttctca tttttgtggt ggttctttga ttaattctca atgggttg

tt 180

tctgctgctec attgttacaa atcaagaatc caagttagat tgggtgaaca taatattg

at 240




gttttggaag
tt 300
aatggtaata
ta 360
aattcaagag
gt 420
ttgatttctg
aa 480
tgtttgaaag
tt 540
actggtaata
at 600
tctggtggtce
gt 660
tgtgctcaaa
tt 720
caacaaacta

744

<210> 3
<211> 56
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 3

gtaatgaaca

ctttggataa

ttgctactgt

gttggggtaa

ctccagtttt

tgatttgtgt

cagttgtttg

aaaataaacc

atttattaat
tgatattatg
ttctttgcecca
tactaaatct
gtctgattct
tggttttttg
taatggtcaa

aggtgtttac

ttgctgctaa ttag

Umé&la sekvence

Popis umé&lé sekvence:

35

Primer

gctgctaaaa ttattactca tccaaatt

ttgattaaat

agatcttgtg

tctggttcett

tcttgtaaat

gaaggtggta

ttgcaaggta

actaaagttt

tgtcttctece
ctgctgétgg
cttatccatc
cttcttaccc
aagattcttg
ttgtttcttg

gtaattatgt

agctactt

tactgaat

tttgttge

aggtcaaa

tcaaggtg

gggttatg

taattgga

gcggaattca ttccaaatac ttttgttttg ttggectttgt tgggtgctgce tgttge

56

<210> 4
<211> 54
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
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<220>

<223> Popis um&lé sekvence: Primer

<400> 4
- ccaccaacaa ttttatcatc atcatcagtt ggaaaagcaa cagcagcacc caac

54

<210> 5
<211> 62
<212> DNA

<213> Umé€la sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: Primer

<400> 5

gatgataaaa ttgttggtgg ttatacttgt gctgctaatt ctattccata tcaagttt
ct 60

tt

62

<210> ©
<211> 64
<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 6

gaattaatca aagaaccacc acaaaaatga gaaccagaat ttaaagaaac ttgatatg
ga 60
atag 64

<210> 7
<211> 64
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<212> DNA

<213> Umélé sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 7

ggtggttctt tgattaattc tcaatgggtt gtttctgctyg ctcattgtta caaatcaa
ga 60

atcc 64

<210> 8
<211> 62
<212> DNA

<213> Umélé sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 8
ccttccaaaa catcaatatt atgttcaccc aatctaactt ggattcttga tttgtaac

aa 60

tg
62

<210> 9
<211> 63
<212> DNA

<213> Uméié sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 9
taatattgat gttttggaag gtaatgaaca atttattaat gctgctaaaa ttattact
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ca. o0
tcc

63

<210> 10
<211> 62
<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 10
caacataata tcattatcca aagtattacc attaaaattt ggatgagtaa taatttta
gc 60
ga
62

<210> 11
<211> o4
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 11
ctttggataa tgatattatg ttgattaaat tgtcttctcc agctacttta aattcaag
ag 60
ttgc
64

<210> 12
<211> 58
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
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<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: Primer

<400> 12
ccagcagcag cacaagatct tggcaaagaa acagtagcaa ctcttgaatt taaagtag

58

<210> 13
<211> 61
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

. <220>

<223> Popis umé&lé sekvence: Primer

<400> 13
cttgtgctgce ﬁgctggtact gaatgtttga tttctggttg gggtaatact aaatcttce
tg 60 |
g
61

<210> 14
<211> 58
<212> DNA

<213> Uméléa sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 14 ~
gagctttcaa acattgcaac aaagatggat aagaagaacc agaagattta gtattacc

58

<210> 15
<211> 60
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<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umé&lé sekvence: Primer

<400> 15
gttgcaatgt ttgaaagctc cagttttgtc tgattcttct tgtaaatctt cttaccca

gg 60

<210> 16
<211> 59
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 16

Ccaaaaaacc aacacaaatc atattaccag taatttgacc tgggtaagaa gatttaca

a 59

<210> 17
<211> 60
<212> DNA

<213> Umé&lé sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 17
gatttgtgtt ggttttttgg aaggtggtaa agattcttgt caaggtgatt ctggtggt
cc 60

<210> 18
<211> 57
<212> DNA
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<213> Umé&lad sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 18
Ccaagaaaca ataccttgca attgaccatt acaaacaact ggaccaccag aatcacc

57

<210> 19
<211> 51
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Primer

<400> 19.
gcaaggtatt gtttcttggg gttatggttg tgctcaaaaa aataaaccag g
51

<210> 20
<211> 90
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Popis umeélé sekvence: Primer

<400> 20
gcgtctagac taattagcag caatagtttg ttgaatccaa ttaacataat tacaaact
tt 60
agtgtaaaca cctggtttat ttttttgagc
90



<210> 21
<211> 48
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence:

<400> 21

42 .

Primer

ccgggaattc gatgatgatg ataaaattgt tggtggttat acttgtge

48

<210> 22
<211> 687
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Popis umélé sekvence: Synteticky gen

<400> 22
gatgatgatg
aa 60
gtttctttaa
tt 120
gtttctgctg
tt 180
gatgttttgg
at 240
tttaatggta
ct 300
ttaaattcaa
aa 360
tgtttgattt
tg 420
caatgtttga
aa 480

ataaaattgt

attctggttc

ctcattgtta

aaggtaatga

atactttgga

gagttgctac

ctggttgggg

aagctccagt

tggtggttat

tcatttttgt

caaatcaaga

acaatttatt

taatgatatt

tgtttectttg

taatactaaa

tttgtctgat

acttgtgctg ctaattctat
ggtggttctt tgattaattc
atccaagtta gattgggtga
aatgctgcta aaattattac
atgttgatta agttgtcttc
ccaagatctt  gtgctgctgce
tcttctggtt cttcecttatcce

tcttcttgta aatcttctta

tcecatatc

tcaatggg

acataata

tcatccaa

tccagcecta

tggtactg

atctttgt

cccaggtce



attactggta
gt 540
gattctggtg
at 600
ggttgtgctc
gg 660
attcaacaaa

687

<210> 23
<211> 228
<212> PRT

<213> Umé&la

<220>

<223> Popis

<400> 23
Asp Asp Asp
1

Ile

Ser

35

Ser

50

Gly
65

Phe

Ser Pro Ala

Ser Cys Ala

115

Thr Lys Ser
130

Ala

Pro Tyr
Leﬁ Ile
Arg Ile
Asn Glu

Asn Gly

[ XXX X2 ]
(X 2 2 ]
(X X X

(22 2]

(2 X 13

a0

43

atatgatttg tgttggtttt ttggaaggtg gtaaagattc ttgtcaag

gtattgtttc

gtccagttgt ttgtaatggt caattgcaag ttggggtt

aaaaaaataa accaggtgtt tacactaaag tttgtaatta tgttaatt

ctattgctgc taattag

sekvence

umélé sekvence: Zkriceny trypsinogen

Asp Lys Ile Val Gly Gly Tyr Thr Cys Ala Ala Asn Ser
5 10 15
Gln Val Ser Leu Asn Ser Gly Ser His Phe Cys Gly Gly'
20 25 30
Asn Ser Gln Trp Val Val Ser Ala Ala His Cys Tyr Lys
40 45
Gln Val Arg Leu Gly Glu His Asn Ile Asp Val Leu Glu
55 60
Gln Phe Ile Asn Ala Ala Lys IleIle Thr His Pro Asn
70 75 80
Asn Thr Leu Asp Asn Asp Ile Met Leu Ile Lys Leu Ser
85 90 95
Thr Leu Asn Ser Arg Val Ala Thr Val Ser Leu Pro Arg
100 105 110
Ala Ala Gly Thr Glu Cys Leu Ile Ser Gly Trp Gly Asn
120 125
Ser Gly Ser Ser Tyr Pro Ser Leu Leu Gln Cys Leu Lys
135. 140

Pro Val Leu Ser Asp Ser Ser Cys Lys Ser Ser Tyr Pro Gly Gln




(XX 1]
soee
(XX 1)
(XXX

2000

*

L] L3 .
oee 0 O
L) L]

L] L 14

44 soe oo LX)

145 150 155 160
Ile Thr Gly Asn Met Ile Cys Val Gly Phe Leu Glu Gly Gly Lys Asp
165 170 175
Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Cys Asn Gly Gln Leu
180 185 190
Gln Gly Ile Val Ser Trp Gly Tyr Gly Cys Ala Gln Lys Asn Lys Pro
195 200 205
Gly Val Tyr Thr Lys Val Cys Asn Tyr Val Asn Trp Ile Gln Gln Thr
210 215 220
Ile Ala Ala Asn
225
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