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’ Zpusob aktivace rekombinantnich bilkovin, Lkteré
se alespofi 3 &A&sti nachdzejf v neaktivai form#.

Pontug spofiva v toam, ¥e se aktivuje
solubilisa®nin a/nebe renaturaZnim. rpusocbhem
bilkovina kterd obsahuje ve svém N- a/nebo
C-terminéinim zakon&en{ e¥t¥ pomocn Fet#zoc o
. aX¥ 50 aminokyselindch, Ffi!em relativni
hydrafobnost td&ehto pomocnfch Fetdzcu, vypoZ&té&né
o ako sou¥et uvedenéd relativni hydrofobnosti v
g abulce 1 pro jednotlivé aminokyseliny, mé
¥ tdpornou hodnotu. X
s .




u 1 T e My
,?’ A )
“i»o 0N <
- - i - o i !
1 | 5< S s :
L.db == 7 o 3
m > : o e Y
<38 - en ‘\--i
=< @w
5 . . A N N ~J i
Iplsob aktivace—-rekombinantnich bilkavipg < — ;
S ———

Oblast techniky

Vyndlez se tykd zplsobu aktivace rekombinantnich bilkovin,
zejmena aktivace rekombinantnich bilkovin z prokaryotickych

arganismi.

Dosavadni stav techniky

Pfi expresi rekombinantnich b{lkovin v prokaryotickych
organismech vznikaji bflkoviny v produk&ni bufice #asto jako
alespfi tdstedné neaktivni, nesnadno rozpustné agregdty (re-

- fraktilni téliska, inklusni t#liska, IB), které jsou mimoto

je3té znedistény bilkovinami produkéni bufky. NeZ je moZno
takové bilkoviny pouzit napfiklad k lééebhym nebo diagnos-
tickym d&eldm, je nutno je pfevést na aktivni formy.

Zplsoby renaturace rekombinantnich bilkovin jsou obecns
zndmé a byly popsédny napfiklad v evropském patentovém spisu
€. 114 506 a 241 022, ve WO 86/00610 a 84/03711 a v US paten-
‘tovém spisu &. 4 530 787..Pfi provddéni téchto zndmych postupd
se v3ak dosahujil fasto pfi aktivaci pffirodnich fetézcd bilkavin
nizké vytéZky. Vyndlez si proto klade za dkol navrhnout postup,
pti ném2 by bylo moZno dosdhnout zvy3en{ vyté&Zk( pfi renatura-
ci rekombinantnich bilkavin. Zgsadni moZnost miZe spoéivat na-
piiklad ve zméné podminek pfi renaturaci. Této moZnosti v3ak
nebylo pfi vypracovdn{ zplsobu podle vyndlezu pouZito.

Podstata vyndlezu

Podstata vyndlezu spoéivd v pfekvapujicim zjisténi{, Ze
se vytdiek bilkoviny pfi jej{ renaturaci zvy3f v pfipadd, e
se na jejl N- a/nebo C-termindlnf zakondeni naviZe jesté dal-

§{ pomocny fetézec,
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Padstatou vyndlezu je tedy zplsob aktivace rekombinant-
nich bilkovin, zvl43té rekombinantnich bilkovin z prokaryo-
tickych organismi, které se nachdzej{ alespofi z &4sti v ne-
aktivni formé, postup spotivd v tom, Ze se aktivuje solubi-
lisaénim a/nebo renatura&nim zpdsobem bilkovina, kterd obsa-
huje na svém N~ a/nebo C-termindlnim zakonéeni je3té pomocny
fetézec o 2 az 50 aminokyselinidch, pifidemz relativni hydro-
fobnost téchto pomocnych fetézcl, vypoltené jako sauéet uve-
dené relativni hydrofobnosti v tabulce 1 pro jednotlivé amino-
kyseliny md zdpornou hodnotu.

Pod paojmem "relativnf hydrofobnost" se ve smyslu vyndlezu
rozumi ddaje, tak jak byly vysvétleny v publikacich T. E.
Creightonnh(1983), Proteins, Structure and MOlecular Prin-
ciples, W. H. Freeman .a Company, New York, str. 142, tabulka:

4,4, G. von Heijne a C. Blomberg (1979), Eur. J. Biochem. 95,

175 - 181 a Y. Nozaki a C. Tanford (1971), J. Biol. Chem.

246, 2211 - 2217. Stanoveni hodnot pro relativni hydrofob-

nost aminokyseliny se provdd{ napfiklad podle Nozakiho a

Tanforda zjistén{ rovnovdZného stavu pfi .délen{ té&chto amino-
kyselin .mezi nepoldrni{ rozpouitédlo, napiffklad smés ethanolu

a dioxanu a mezi vodu. Relativn{ hydrofobnost je hodnota pro i
energii a uvdd{ se v kcal/mol. Kladnd hodnota pro relativn{
hydrofobnost znamend, Ze se ldtxa pfednostné rozpou3ti v ne-
polarnich rozpoustaédlech, coZ znamend, 2e jde o nepoldrni

aminokyselinu. V pfipads, ?e retativn{ hydrofobnost mé hod-
natu, kterd je nnizs{ neZ 0, jde o polarn{ aminokyselinu,
kterd se pfednostnéd rozpousti ve vodé pfi srovndn{ s nepo-
ldrnimi rozpoustédly. V pifipadé& -takovych aminokyselin se pFEi
pfechadu napfiklad z ethanolu do vody uvelni energie.

V ndsledujici tabulce jsou shrnuty hodnoty pro relativn{

hydrofobnost jednotlivych aminokyselin.




Tabulka 1

aminokyselina ‘ relativni hydrofobnost (kcal/mol)
Gly 0

Leu ' 1,8

Ile . - 22,5

Val 1,5

Ala a,5

Phe . . : 2,5

Cys ‘ _ ' -2,8

Met 1,3

Thr a,4

Ser -0,3

Trp 3,4

Tyr | 2,3 -
Gln -0,3 :
Lys -4,2

Asn -0,2

Glu -9,9

His 8,5
Asp -7,4

Arg -11,2

Pro . -3,3

Z tabulky je zfejmé, Ze aminokyseliny cystein, prelin a
zvl4a3té glutamdt, aspartdt, arginin a lysin jsou silné nega-
tivné relativné hydrofobni.

Neodekdvand bylo zji3tEno, ?e pfipojenim pomocného fetdz-
ce s délkou 2 a% 50 aminokysélin k Fetdzci bilkoviny‘je mozZno
podstatna zlep3it aktivaci rekombinantni bflkoviny v pfipads,
Ze tento pomocny fetézec md ve svém soudtu negativni hodnotu
pro relativni hydrofobnost. Vyhodnd délka pomocného fetdzce
- Je 2 aZ 20 a zvl43t& 5 az 20 aminokyselin.




Ddle je vyhodné, aby pro tyto pomocné Letézee: mél
kvocient relativni hydrofobnosti a poétu aminokyselin
hodnotu -2,0 kcal/mol nebo niZ3{, zv143té -2,5 kcal/mol

nebo ni%§{, nejvyhodnd3j%{ hodnota je -2,8 kcal/mol nebo

nizsi.

Navdzdni pomocného fet@zce na rekombinantni bilkovinu
je mozZzno uskutednit postupen, béZnym v oboru molekuldrni
biologie. Postupuje se s vyhodoh tak, Ze se na jedno nebo
na ob& zakondeni kodového Fetdzce ONA pro rekombinantni
bflkavinu, k jejiZ expresi mi dojit navdZe oligonukleoti-
dovy fet&zec, ktery je kedem pro svrchu popsany pomocny
fetdzec s celkovou zdpornou hodnotou pro relativni hydro-
fobnost. K tomuto Gdelu se napfiklad z genu, k jehoZ expre-
si md doj{t izoluji fragmenty DNA, které obsahuji oblast,
kterd je kadem pro zad4tek nebo pro konec odpovidajfciho
genu. Do téchto fragmentd ONA je pak moZno napfiklad pfi
pouziti jinych mist 3t&pen{ restrik&nimi enzymy pfidatzsyn-
tetické oligonukleotidy, obsahujic{ kodovou oblast pro po-
mocné Fetdzce. Dal3{ moZnost spofivé v tom; nahradit pfirod-
ni fragmenty ONA v genu Gpln& oligonuklectidovymi Fetdzci.
T{mto zpisobem je moZno ziskat modifikované Fet&zce DNA,
které kromé nutné informace proc rekombinantni bilkaviny
obsahuji jesté informaci pro pfidatné pomocné Fetézce.
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Jako Feté&zce DNA, které jsou kodem pro pomocné Fetdz-
ce na N-termindlnim zakonéeni{, se s vyhodou uZij{ takové
fetdzce ONA, jejich? kodony jsou upraveny tak, aby odpovi-
daly kodonlm, cbvyklym v organismu, v némZ ma dojit k ex-
presi, jak bylo vysvé&tleno v publikaci E. L. HWinnacker,
Gene und Klone, Verlag Chemie, 1985, 224 - 24l.

Pro Escherichia coli jako organismus, v némZ md dojft
k expresi, se z tohoto divodu pro ndslednujici aminokyseli-
ny s vyhodou uZiji uvedené kodony:




Threonin ACA
Prolin CCA
Leucin CTA
Lysin AAA
Alanin GCC
kyselina glutamovd - GAA.

- DNA, modifikovand zpisobem, ktery je kodem pro rekombi-
nantni bi{lkovinu s pfipojenym pomocnym fetdzcem se uloZ?{ po-
moci{ transformace do produkéni budky, s vyhodou do prokaryo-
tické bufiky a zv143té do buiky E. coli. Pakise takto trans-
formované buiky p&stuji ve vhodném prostfedi, z{skané budky
se rozrusi a rekombinantn{ bilkovina v alespof &4steénd in-
aktivnim stavu se izoluje, obvykle se takovd bflkovina na-
chdzi v bufice ve form& inklusnich t&lisek. Nakonec se pro-
vede solubilisace a renaturace takové bflkoviny, s vyhodou -
pki pH, pEi némZz miZe bilkovina zaujmout natfvni formu. -
Tyto stupné je moino provddét pomoc{ zndmych postupd, tak
jak byly uve&eny naptiklad ve svrchu uvedenych publikacich
pfi popisu zndmého stavu techniky. Aktivace bilkoviny se
provad{ s vyhodou napfiklad renaturaci{ pomoci pulsid, tak
jak byl tento postup popsdn napfiklad v evropském patento- -
vém spisu &. 241 022. Zlepdeni, kterého je moino dosihnout
Zpisobem podle vyndlezu oproti znimym postuptm spoiivd ze-
Jména v piitomnosti pomocnych Fetézcd, pfedb&Zné navazanych
na N- a/nebo C-termindlni zakonieni rekombinantni bilkaviny.
Pomocné fetdzce se s vyhodou pfipojujf na N-termindlni zakon-
c¢eni bilkoviny, kterd m3d byt aktivovdna. Navdzani pomocného
Letézce na C-termindln{ zakonfenf v3ak také vede k positiv-
nim vysledkdm.

Z pomocnych Feté&zcl jsou vyhodné takové fetdzce, kters
obsanujf alespori dvé aminokyseliny ze skupiny glutamdt, as-
partdt, lysih, arginin a prolin, pfidem? lysinové a glutam4-
tové zbytky j}sou zvi43t& vyhodné a nejvyhodnédjs{ je glutami-
tovy zbytek. Ddle je zvlasté vyhodné pouiit pomocny fetdzec,



v ndmZ po sohé ndsledujl dva ze svrchu uvedenych zbytkd
aminokyselin, toozmamend zhbytek glutamdtu, aspartatu,
lysinu a argininu s obdobnym ndbeojem, s vyhodou v fetéz-
ci po sob& nédsledujf dva zbytky lysinu nebo glutamdtoveé
zbytky, nejvyhadnéjs{ je pouZit dvou po sobé& ndsledujicich
glutamdtovych. zbytkad.

Pro pozdéjsi lécebné pouZit{ rekombinantnich bflkovin,
z{skanych zpisohbem podle vynilezu je vyhodné, aby se misto
§tépeni nachdzelo na pfechodu mezi pomocnym fetézcem a po-
?adovanou bilkovinou. V pfipad&, Ze se postupule timto zpl-
sobem, je mazno ziskat pfirodni FetZzec aminokyselin poza-
dované bilkoviny. Mistem Stépeni mlZe byt Fetdzec, rozpo-
zndavany protedzou nebo chemickym reakdnim &inidlem pro 3té-
pen{ bilkovin, napfiklad bromkyanem, nejvyhodnéjs{ . je misto
3tépeni pro protedzu. Zvldsté vyhodné je pouiit misto 3tdZpeni
pro IgA-protedzu, tak jak to bylo popsdno ve WO 91/11520.
Presné podminky 3tépeni jsou v uvedeném spisu rovndZ po-
psdny. Ddle je vyhodné také pouZiti 5t&pného mista, které
je 3tépnym mistem pro faktor Xa.

Takové Stépné misto v fetdzei bilkavin neni pfi pouZiti
rekombinantn{ bilkoviny pro analytickeé tcely nezbytné.

Ddle konkrétni pfiklady pomocnych fetfzcd, ktere jsou

vhodné pro zlep3eni aktivace uvedenych Bbilkovin budou déle
uvedeny pro N-termindlni zakoneni takaové bilkoviny.

Met-Glu (fetézec 1)

Met-Thr-Pro-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro (fetézec 2)
Met-Thr-Pro-Leu-His-His-Pro-Arg-Pro-Pro (fetézec 3)
Met-Thr-Pro-Leu-Lys-Lys-Pro-Arg-Pro-Pro (fetdzec 4)
Met-Thr-Pro-teu-Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Pro-Pro (fetézec 5)

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly~Thr-Pro-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro-
(fetdzec 6)




Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gln-Pro-Pro (fetézec 1)

Met-Lys-Ala-Lys-Arg-Phe-Lys-Lys-His-Pro-Arg-Pro-Pro
(Fetdzec 8)

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Ile-Glu-Gly-Arg (fetdzec 9)

Met-Thr-Pro-Leu-Lys~-Ala-Lys-Arg-Phe-Lys-Lys-His-Pro-Arg-Pro-Pro
~ (tetézec 10). . :

Pomocné Fetézce 5, 6, 7 a 9, které obsahujf dva po sché
ndsledujfc{ glutamdtové zbytky, poskytujf nejvy33f vytéiky
pEi renaturaci bflkoviny a jsou proto nejvyhodndjsf.

Zpisob podle vyndlezu je vhodny zejména pro pouzit{
k Séivaci rekombinantnich b;lkovin lidského pdvodu a jejich _
derivdtd, které byly vyprodukovény'v prokaryotickych orga- -
nismech, maZe jit napfiklad o aktivdtory plasminogenu, in-jr -
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terferony, interleukiny a o faktory, stimulujfci tvorbu ko¥; .
lonif{ granulocytd. Zvlasté vyhodny je postup, pfi némz je
Bilkovinou, kterd md byt aktivovdna faktor, stimulujic{ tvor- .
bu kolonii granulocytd G-CSF, ktery obsahuje na zaddtkeu fa-r e
tézce své DNA Fetézec ACACCA. Stejné vyhodné jsou také deri-
vdty G-CSF, které jsou uvedeny v evropském patentovém spisu. -
&. 456 200. '

Vektor pKK177-3-G-CSF 8g byl uloZen 28. bfezna 1990
do vefejné sbirky Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen,

Grisebachstr. 8, D-3400 Gottingen pod &{slem DSM 5B67.

Vyndlez bude ddle osvétlen v souvislosti s pfiloZenymi
vykresy.

Papis vykresi

Na abr. 1 je zndzornéna zdvislost koncentrace pfi rena-
turaci (koncentrace argininu 0,2 mol/l) pro konstrukce, je-
JichZz fet&zec je analogicky fetdzci 0 z tabulky 2 (kifivka 1),
fetézeci 3 (kfivka 2), fetézci 5 (kfivka 3) a fetdzci 8 (kfiv-
ka &0. '



Na obr. 2 je zndzorndna z&vislost koncentrace pfi re-
naturaci (koncentrace argininu 0,8 mol/l) pro konstrukce,
které obsahuji fetézce, analogické fetédzci 0 z tabulky 2
(kfivka 1), Fetdzeci 3 (kfivka 2), fetdZzci 5 (kfivka 3) a
fetézecl 3 (kfivka 4).

Na obr. 3 je zndzornéna zdvislast vytéiku renaturace
na kancentraci.argininu, oznaceni kfivek je stejné jaka na
obr. 1 a 2.

Ma obr. 4 jsou zndzornény vytéiky reaktivace v zdvislos-
ti na dob& inkubace (koncentrace argininu 0,2 mol/l, oznade-

n{ kfivek je stejné jako na obr. 1 a 2).

Praktické provedeni zpGsobu podle vyndlezu bude osvét-
leno ndsledujicimi prfiklady.

PEfklad 1

- Konstrukce vektard

. Vektor pKK177-3 G-CSF Bg, DSM 5867 se roz5tép{ parcidlng
enzymems#EcoRI a enzymem Apal a do vznikléno linearizavaného -
fragmentu vektoru o velikosti pfibliZné 3450 pard baz{ se

uloz{ oligonukleotid
EcoRI Apal

AATTCGGAGGAAAAATTA|ATG ...... .. |ACACCACTGGGCC
| I

|Met ........ |G-CSF-Fetdzec bez ATG

AATTCGGAGGAAAAATTA: fetézec 1l
ACACCACTGGGCC: Fetézec 12.




... .YloZeny fet3zec DNA todpovidd genetickému kodu pro amino-
kKyseliny, uvedené v tabulce 2, to znamend napff{klad pro kon-
strukci 3 se uZije oligonukleotid s genetickym kodem.pro fe-
tézec Met-Thr-Bro-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro (fetézec 3). Plasmid,
ktery vznikd navdzdnim oligonukleotidu de rozstEZpeného vek-
toru se uZije k transformaci E. coli H310l. Aby bylo moZno
dosdhnout lep3{ regulovatelnosti tac-promotoru, transformuji
se buiiky navic pomoci plasmidu pBPO10, ktery se ziski podle
evropské patentové pfihlasky €. 91 111 155.7, jde o kompa-
tibiln{ plasmid, ktery obsahuje gen lacI9, Tento gen je v
oboru jid: dlouho zndm a je moZno jej snaddo ziskat. Jako
kompatibilni plasmidy k plasmidu p8P010 je moZno u?{t plas-
mid pACYC 177, DSM 3693P, v némZ je uloZen gen 1acI9 nebo
od néj odvozené plasmidy, tak jak byly popsény. v publikaci
GCene 85, 1989, 109 - 114 a v evropském patentovém spisu &. °
373 365. Vysledné klony se podrobi selekci na prostiedi,
které obsahuje 50 mikrogramd/ml kanamycinu a 50 mikrogram&/ml
ampicilinu, identifikace se provddi pomoci{ anmalyzy restrik&ni-
mi enzymy. PFi roz3tépeni enzymy EcoRI a RCORV se ziskaji frag-
menty o<idélce 3,15 kb, pfibliZné 0,3 kb v zdvislosti na jednot-
livych konstrukcich a 4,85 kb. |

Ptiklad 2
a) Fermentace

Klony, které byly podle pffikladu 1 identifikovdny jako
pozitivnf se inkubuj{ v 5 ml prostfed{ LB s kanamycinem a
ampicilinem, jak bylo uvedeno v pfi{kladu 1, aZ do hustoty
00550 0,5, pak se provédi indukce pti pouziti IPTG v koncen=
traci 5 mmol/l, nage? se klony inkubuji je3td 3 hodiny pfFi
teploté 37 OC. 10 0D takto indukované kultury se odebere a
pfipravi se extrakt celych bunsk. Tento extrakt se podpobi
analyze na gelu SDS-Page.

.....

.....



~ penzeza’znovu zpracuje ultrazvukem. Tento postup se je35td
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vV pfipadé, Ze se prokdZe, %e doslo k expresi poZadova-
néno- produktu, opakuje se kultura v méf{tku 1 litr a ze
viech bunék se pfipravi prepardt, obsahujici inklusn{i té&lis-
ka IB.

b) P#iprava IB

Buiiky se oddéli odstfed&nim, uvedou se do suspenze ve
100 ml tris-pufru s absahem hof&fku, ktery obsahuje 10 mmol/l
tris o pH 8,0 s obsahem 1 mmol/l chloridu hofeénatého a pak
se buiky rozrud{ ptfiddnim lysczymu 0,3 mg{ml. '

Smés se inkubuje 15 wminut pfi teéplotd 37 °C a pak se
uzije tlaku 3,4 MPa. Pak se materidl 3tép{ pfiddnim 2 mg ONA
-dzy I 30 minut pti teplot& 37 Oc.

Pak se piidd 20 ml chloridu sodného. 0,5 mol/l,. s obsa-
hem 20 mmol/l EDTA o pH 8,0 a 3 ml 20% Triton X 100 a smés
se inkubuje 10 minut pfi teploté mistnosti.

Pak se suspenze odstfedi 10 minut. pfi 15000 ot/min. a
teploté 4 Oc. Usazenina se uvede do suspenze . ve 30 ml
50 mmol/1 Tris o pH 8,0 s obsahem 50 mmol/1 EDTA a 0,5 %
Triton X 100 a suspenze se zpracuje pdsobenim ultrazvuku.
Pak se suspenze odstfedf{, materidl se znovu uvede do sus=

dvakrdt opakuje. Nakonec se materidl odstfedf a ziskang-:
‘usazenina se uZije jako inkluzni t&liska v pfikladu 3.

Pti{klad 3

Salubilizace/renaturace




- 11 -

a) Solubilizace

Solubilizadni pufr:

6 mol/l guanidinhydrochloridu,

0,1 mol/l tris-pufru o pH 8,0,

t mmol/1 EDTA,

100 mmol/1 OTE (dithioerythritol). ‘ : s

Dialyza&ni pufr 1:

6 mol/1 guanidinhydrochloridu,
3 mmol/l EDTA o pH 3,0.

1 g inkluznich té&l{sek se pridd ke 30 ml solubilizad-
niho pufru, smés se 5 minut homogenizuje pomoci ultrazvuku
a pak se 1 hodinu inkubuje pfi teplots mistnosti. Pfidd se
kyselina chlorovodikovd do pH 3,0. Pak se nerozpustny ma-
teridl odd&l{ odstfedénim.

Vysledny materidl se pak dialyzuje proti dialyza&nimu

pufru 1 tak dlouho, aZ se OTE odstran{ na hodnotu 1 mmol/l ™

nebo niz3i.

b) Reaktivace pomoci pulsd

Renaturadni pufr:

0,8 mol/l1 argininhydrochloridu,
0,1 mol/l tris-pufru o pH 8,0,
0,5 mmol/l GSH,

8,5 mmol/l GSSG,

1 mmol/1 EDTA,

0
4



-.12 -

Dialyzacéni pufr 2

10 mmol/l tris-nufru o pH 8,0,
1 mmol/1 EDTA.

Reaktivace pomoci pulsli se provddf zpisobem podle
evropského patentového spisu &. 241 022, UZije se zatfizeni,
které je zndzornéno na gobr. 5 uvedeného evropského patento-
vého spisu,

Bilkovina se pfiddvd v intervalech 30 minut do reakéni-
pTs] bbjemu,lDU ml renaturaéniho pufru tak, aby se Boncentra-
ce bilkoviny v reak&nim objemu v ijednom pulsu zvysila o
50 mikrogrémﬂ/ml. Celkem se provede 20 pulsd, koneénd kon-
centrace je 1 mg/ml reak&niho objemu.

Po reaktivaci se z reakéni smési odstran{ zikal od-
stfedénim a materidl se dialyzuje proti dialyzadnimu pufruy
2 az do sniZeni obsahu argininu na hodnotu 50 mmol/l nebo
niz5{. Zkoudky se provddé&jf s vyhodoa:méfenim vodivosti ma-
teridlu. Dialyzu je moZno ukonéit, jakmile je vodivost dia-
lyzadnfho pufru a reakéni smési stejni. Vytdzek reaktivace
pro jednotlivé konstrukce, stanoveny testem na ddinnostrje
uveden v ndsledujf{c{ tabulce 2.
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Tabulka 2
| s lorans |
relativn{ rel.hydrofobnost
#nm:mﬂ:n _ _
2 hydrofobnost h
|race | (kcal/mol) | hodnoty pro
L ") _maw:ox<mmm~:<
. T T |
{0) Met-G—CSF" R . : T _ 1,3 _ 1,3
(1) Met-Glu-G-CSF _ 50 _ - 8,6 _ - 4,3
(2) zmﬁLHTHIMHOIHmcIMHOJwHﬂleOlmBOLminmm _ 20 _ - 20,9 _ - 2,6
{3) zmﬁlernlwhclecimkmlmkm1WHOWbH©amH0lMHOIQ10mm _ 20 _ - 19,9 _ -2
(4) Zmﬁledhlmunolbmclﬁ%M|H.u~m|wﬂnv..mwﬂmlmﬁ0|mn0|n|0mm., _ 50 - _ - 29,3 _ - 2,9
(5) Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Pro-Pro-G-CSF _ 80-90 _ -~ 40,7 _ - 3,7
{6) ZWHIHTHIWHOIEmSIQHC!mwclmP%rHSHIMHoThm=1wﬂ0|bH@|mHOIMHOLmlnmm_ 80 _ - 41,8 _ -2,9
(7) Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gln-Pro-Pro-G-CSF _ 80 _ - 26,5 _ - 2,9
(8) Zmdlbwm|§Hm1ﬁemlbhaww:mtﬁemabmmlmwmleOthorMHOIchimtomm _ 60 _ - 44,3 _ ~ 3,4
(9) Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Ile-Glu-Gly-Arg-G-CSF _ 80 _ - 38,1 _ - 3,5
AHovZmﬂ:erHIMHOIHmciﬁwmlemlb%mlbhmtwrmmhmmlhmmtmhmleOIbHal _ _ _
Pro-Pro-G-CSF . | 50 _ - 45,4 _ - 2,8

1 srovndvaci Huﬁxm_

2 stanoveno zkou3kou na uddinnost G-CSF podle ptikladu 3

fetszce 1 - 10 jsou vdzdny na fetézec G-CSF bez NH-termindlnibo methioninového zbytku.

i




- 14 -

Priklad 4
Stanoveni d&innosti G-CSF

Jginnost G-CSF se stanovi pfi pouZziti bun&&né linie
my3i leukemie NFS60, kterd je dpln2 zdvisld na pfitomnosti
G~-CSF, jak bylo popsano v publikacich Biochem. J. 253, 1988,
213 - 218, Exp. Hematol. 17, 1989, 114 - 119 a Proc. Natl.
Acad. Sci. USA B3, 1986, 5010, Aby bylo moZno udriet zd-
vislost bunék na uvedeném faktoru, obsahuje Zivné prostfedi
pro udrZovaci kulturu stdle 1000 jednotek/ml G-CSF. UZiva
se prostfedi RPMI s 10 % fetdlni teleciho sera (Boehringer
Mannheim GmbH, objednaci &i{slo 2099445).

PEi tomto testu se pfimo mdf{ proliferace bunék NFS60
pusabenim G-CSF vestavbou 3H—thymidinu. Zkouska se provddi

ndsledujicim zplsobem:

Bufky NF560, které se nachdzeji v exponencidlni fdzi
ristu (mnoZstvi bunék maximdlnd 1 x 105 bungk/ml) se pfe-
nesou na mikrotitraéni plotny (1 x 10% bun&k/vyhloubeni).

a pestovdni se provddi pfi klesajici koncentraci G-CSF.
Maximdlni ddvka G-CSF ve vyhloubeni 1 odpovidéd koncentraci
v udrigvaci kultufe 1000 jednotek/ml, specifickd Géinnbst
1 x 10

jednotek#mg bilkoviny. Redén{ se provéd{ vidy po:
desetindsabcich. -

Po pfibliZzné 24 hodindch inkubace se pridé 3H—thymidin
(0,1 ?uCi/vyhloubenI). Pak se bufiky inkubuji je§té dalsich
16 hodin,

Pro vyhodnoceni zkou3ek se bunky namrazi na mikro-
titraéni plotné tak, ?e dojde k jejich rozrudeni. Mate-
riidl se ocdsaje na sklenény filtr, promyje, sus{ a filtry
se méf{ pfi pou?it{ scintila&niho poéitace. Vestavba‘SH-
-thymidinuzje pfimo dmérnd proliferaci bundk NFS60, induko-
vané (G-CSF.
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Piiklad 5

Stanoveni vytéZku renaturace v zdvislosti na koncentraci
denaturované bilkoviny pfi jednordzovém pridani

Vychoz{ materidl: inklusni t&l{ska s obsahem konstrukci &.
0, 3, 5 a B8 z tabulky 2.

Solubilizace a prvnl dialyza: -

Materidl inklusnich té&lisek IB se solubilizuje analo-
gickym zpisobem jako v pfikladu 3, dialyzuje se k odstrané-
ni reduk&niho ¢inidla a pak se koncentrace bflkovin uprav{
na 30 mg/ml (M,M, Bradford, Anal. Biochem. 72, 1976; 255).

Renattirace: . &

. Reaktivace se provddi v 0,8 mol/l nebo 0,2 mol/l argi-
ninhydrochloridu s 10 mmol/l EDTA, 0,5 mmol/l GSH a 0,5 mmol/1
GSSG pEi teplotd 20 °C a pH 8,0. -

V renaturaéni smési se koncentrace bflkaviny nastavi ~
na rozmez{ 0,3 aZ 3 mg/ml. Koncentrace guanidinhydrochloridu
je ve v&ech vzorcich 0,55 mol/l.

Po inkubaci 3 hodiny pi#i teplot® mistnosti se reakce
zastav{ okyselenim na gH 4,5.

Pomér denaturqvané a renaturované bilkoviny se stanavi
pfi pouZitf{ HPLC. '

Rozpoustédlo A: 0,12 % objemovych kyseliny trifluoroctové,

rozpou3dtédlo B: 90 % objemovych acetonitrilu, 0,1 % objemo-
gych kyseliny trifluoroctovsé.

Gradient B: 40 az 70 % v prabéhu 30 minut.

Pritok: 1 mi/min, detekce pFi 280 nm.




- 16 - ’

Vysledky uvedenych zkou3ek jsou graficky znazornény
na obr. 1 a 2..

Pfiklad 6
Renaturace v zdvisiosti.na koncentraci argininu

Vychozim materidlem pro tuto zkou3ku byly dialyzované
vzorky po solubilizaci, koncentrace bilkoviny 10 mg/ml,
byly uzity konstrukce 0, 3, 5 a 8 z tabulky 2, ziskanég
zptisobem podle pfikladu 5.

Jednordzovym pfiddnim denaturavané bilkoviny byla kon-
centrace bilkoviny v renaturaénim pufru'nastavena na 1 mg/ml.-
Renatura&ni pufr obsahoval 0 aZ 0,8 mol/l argininhydrochlori-.
du, 100 mmol/l tris, 10 mmol/l EDTA, 0,5 mmol/l GSH a 0,5
mmol/1 GSSG, teplota mistnosti, pH. 8. o

Po inkuba&én{ dobé& 3 hodiny byla reakce zastavena okyse-
lenim na pH 4,5. Ndsledujic{ vyhodnoceni bylo providdéno po-

moci HPLC. stejnd jéko v ptikladu 5.

Vysledky uvedenych'zkouéek jsou graficky zndzorné&ny na

.obr. 3.

Pfiklad 7

Kinetika reaktivace hilkoviny v pufru, obsahujicim

0,2 mol/l argininu M

Vychoz{ materidl: jako vychoz{ materidl byly uZity solubi-
lizdty, ziskan3 zpGsobem podle piikladu 6.

Reaktivace byla provéddéna pii teplotd mistnosti a pfi
pH 8 v pufru, ktery obsahaoval 0,2 mol/l argininhydrochloridu,
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10 mmol/1 tris; 10 mmol/l EDTA, 0,5 mmol/l GSH a 0,5 mmol/l
GSSG. Koncentrace bilkoviny v reakénim vzorku byla upravovdna
vidy Jjednordzovym pfiddnim na ebsah bilkoviny 1 mg/ml, kon-
centrace guanidinu byla ve vzorku upravovdna na mnoZstv{ té-
to l4tky 0,55 mol/l. Po 5, 10, 15, 60 a 180 minutdch byly
odebirdny vzorky reakéni smési, reakce byla vidy zastavena
okyselenim reakéni smési na pH 4,5 a vysledek. i kinetika. re-
aktivace byly stanoveny HPLC obdobnym zplisobem jako v pfi-
kKladu 5.

VytéZek reaktivace v zdvislosti na inkubaéni dobs je
graficky zndzornén na obr, 4.

Déle budou formou tabulky uvedeny podrobnéjsi ddaje
0 jednotlivych pouzitych retézcfch.
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PouZité fetdzce

Pocet fetézch 12

Retézec 1
(i) charakteristika fFetdzce:

A} délka: dvé& aminokyseliny -
B) typ: fetézec aminokyselin
D) druh fetdzce: linedrni{.

- (xi) Popis fetézce:

Met-Glu
1

Retézec 2
(i) charakteristika Ffetézce:

A) délkay osm aminokyselin
B) typ: Fetdzec aminokyselin
1) druh fetdzce: linedrni.

(xi) popis tetézce:

Met-Thr-Pro-Leu-Pro-Arg-Pro-Proo
1 5

Retdzac 3
(i) charakteristika fetdzce:

A) délka: 10 aminokyselin
B) typ: Fetdzec aminokyselin
0) drun fetézce: linedrni.

(xi) Popis fetézce:

Met-Thr-Pro-Leu-His-His-Pro-Arg-Pro-Pro
1 5 10
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Retdzec 4

(i) charakteristika fetdzce:

A) délkar 10 aminokyselin
8) typ: fetdzec aminokyselin
D) druh fetézce: linedarni.

(xi) Popis fetdzce: -

Met-Thr-Pro~-Leu-Lys-Lys-Pro-Arg-Pro-Pro
1 5 - _ 10

Retdzec 5

(1) charakteristika fets&zce:

A) délka: 11 aminokyselin
8) typ: fetézec aminokyselin
D) druh fetézce: linedrni.

(xi) Popis fetézce:

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Pro-Arg-Pro-Pro
1 5 : 10

Retézec 6
(1) charakteristika fetézce:

A) .délka: 14 aminokyselin ,
B) typ: fetézec aminokyselin
D) druh fetézce: linedrni.

(xi) Popis Fetdzce:

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Thr-Pro-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro
1 5 110

Retdzec 7
(1) gharakteristika fetdzce:

A) délka: 9 aminokyselin
8) typ: fetdzec aminokyselin
D) druh fetdzce: linedrni.




___Retézec 10

= 20 -

(xi) hopis fetdzce:

Met-Thr-Pro-Leu-0lu-Glu-Gln-Pro-Pro
1 5

Retézec 8

(i) charakteristika fetdgzce:
A) délka: 13 aminokyselin
B) typ: Petézec aminokyselin
B) druh fetdzce: linedrnt.

(xi) popis fetézce:

Met-Lys-Ala-Lys-Arg-Phe-Lys-Lys-His—Pro-Arg—Pro—Pro
1 5 10

Retdzec 9:

(i) charakteristika fetdzce:
A) délka: 11 aminokyselin
B) typ: Fetazec aminokyselin
B) druh fetézce: linedrni.

(xi) popis retézce:

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Ile-Glu-Gly-Arg
1l 5 10

(i) charakteristika fet&zce:

A) délka: 16 aminokyselin
B) typ: fetdzec aminokyselin
0) druh fetdzce: linedrnf.

(xi) popis fetézce:

Met-Thr—Pro-Leu~Lys-A1a-Lys-Arg-Phe—Lys—Lys—His-Pro-Arg-Pro-Pro ‘
1 . 5 10 15

SO e et e e e it i et e . e . o e et e o, e e o e
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Retdzec 11:

(1) charakteristika fetézce:

A) délka: 18 pard bazi

3) typ: Fetézec nukleovych kyselin
C) fetézec: jednoduchy

0) druh Fetézce: linedrni.

(xi) popis fetézce:

AATTCGGAGG AAAAATTA ‘ 18

Retézec 12
(1) charaktertstika fetdzce:

{1} A) délka: 13.péré bazf
B) typ: fetézechukleovidﬁ kyselin
C) fetdzec: jednoduchy
0) .druh fetézce: linedrni.

(xi) popis retézce:

ACACCACTGG GCC 13

Zastupuje:

e
- JUBr. Zeiig ﬁ%ﬁ% |
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1. ZpGsob aktivace rekombinantnich bilkovin, nachdze-
jicich se alespoi z ¢4sti v neaktivn{ formeés.vy zna & u-
j{ici se tim, ze se aktivuje solubiliza&nim a/nebo
renaturagnim zpdsobem bilkoviny, kterd obsahuje ve svém N-
a/nebos C-termindlnim zakonéeni jes5té pomocny fetézec o 2 a?
50 aminokyselindcn, pricemZ relativni hydrofobnost té&chto
pomocnych fet&zcl, vypodtend jako soucet uvedené relativni
hydrofobnosti v tabulce 1 pro jednotlivé aminokyseliny, md

z4dpornou hodnotu.

2. Ipasob podle ndroku 1, vy znacéujf{ci se
t { m , %e pomocny fetézec md hodnotu relativni hydrofobnosti
vzhledem k po&tu aminokyselin -2,0 kcal/mal nebo niZ3{.

3. ZplGsob podle ndroku 2, vy znadéujici se
t { m, Ze pomocny feté&zec md hodnotu pomé&ru relativni
hydrofobnosti vzhledem k podtu aminokyselin -25 kcal/mol

nebo nizs{.

4, Zpasob podle ndrokd 1 a2z 3, vy znaduljici
se tii{im, e pomocné fetdzce jsou navdzdny na N-termindl-

ni{ zakon&en{ bilkoviny, kterd ma

5. Zpasob podle ndrokd 1 az
se tim, Ze pomocné fFetézce
ni zakonéeni bilkoviny, kierd md

6. Zpisob podle ndrokd 1 az
se tim, Ze pomocné fetézce

byt aktivovana.

3, vyznatéujfct
jsou navdzdny na C-termindl-
byt aktivovéna.

5, vyznacujici '
obsahuji alespofi dvé amino- .

kyseliny, zvolené ze skﬁpiny zbytku glukamdtu, aspartdtu,

lysinu, argininu a prolinu.
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7. IZplsob podle ndroku 6, vy znacdu jf{ci se
t i m, Ze pomocné [etdzce obsahujf alespoi dva glutamdtové
zbytky. '

8. ZpGsob podie ndroku 6 nebo 7 , vy zna & u ji-
ci{ se tim, Ze pomocné Fetdzce obsahuji dva bezpro-
stfedné po sobé& ndsledujici aminokyseliny stejnéha ndboje
ze skupiny, zahrnujic{i zbytek glutamdtu, éspartétu, lysinu
a8 argininu. |

9. ZplGsob podle nédrocku 8; vyznacu]jJici se
t { m, Ze pomocné fetézce obsahujl dva bezprostfednd po .

sobé ndsledujfci glutamitové zbytky.

10. Zplsob podle ndrokd 1 a2 9, vy znadujfc £

‘s @ t {im, Ze se aktivuji bilkoviny, obsahujic{ §t&pné

misto na pfechodu mezi pomocnym fetézcem a poZadovanou
vyslednou bilkovinou.

11. Zpisob podle~ndrtoku 10, vy zn adc ﬁ jici s =g
t { m, Ze aktivovand bilkovina obsahuje $té&pné misto, roz-
pozndvané protedzou.

12. Zplisob podle ndroku 11, vy znadujici se
t {m, Ze aktivovand bilkovina obsahuje 3tépné misto, kte-

ré je rozpozndvdno IgA-protedzou.

13. Zplsgb pbdle ndrokuy 12, vyznaduljici se

t im, Zze Stépnym mistem je misto 3t&peni faktorem Xa.

14, Zpisob podle ndrokd 1 3% 13 , vy znadujici
se t1im, Ze se aktivuje bilkovina, obsahujici na svém
N-termindlni{m zakondeni néktery z ndsledujicich pomocnych
fetézeld,
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" Met-Glu (fetdzec 1)

Met-Thr-Pro-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro (fetdzec 2)
Met-Thr-Pro-Leu-His-His-Pro-Arg-Pro-Pro (fetézec 3)
Met-Thr-ProtLéh-Lys-Lys-Prd-Arg;Pro-Pro (fetézec 4)
Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Pro~Arg-Pro-Pro (fetdzec 5)

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Thr-Pro-Leu-Pro-Arg-Pro-Pro

(fetdzec 6}

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gln-Pro-Pro (fetdézec 7)

Met-Lys -Ala-Lys-Arg=-Phe- Lys Lys HlS Pro-Arg-Pro-Pro
(fetézec 8)

Met-Thr-Pro-Leu-Glu-Glu-Gly-Ile-Glu-Gly-Arg (fetézec 9)

Met-Thr-Pro-Leu-Lys-Ala-Lys-Arg-Phe-Lys-Lys- Hls-Pra-Arg-Pro-Pro

(fetdzec 10). , '

13
¥

15. Zpdsob bodle ndrokd 1 aivla, vyznatujici
se tim , Ze se aktivuje bflkovina, kterd je faktorem,
stimulujicim tvarbu koloni{ granulocytd G-CSF nebo derivdt
této bilkoviny.

LU

. Zastupuje:
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